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Introduction générale

1

Depuis les temps les plus anciens, les grandes  civilisations (égyptienne, chinoise,

babylonienne, grecque, romaine…etc.) ont eu recours  aux plantes médicinales pour

leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires…

etc.

Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, se soigne avec des

remèdes traditionnels  à base de plantes. De l’aspirine au taxol, l’industrie

pharmaceutique moderne elle-même s’appuie encore largement sur la diversité des

métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés

biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie

des 400.000 espèces végétales connues ont été investiguées sur les plans

phytochimique et pharmacologique, et que chaque espèce peut contenir plusieurs

milliers de constituants différents [1].

L’Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vu sa

position biogéographique privilégiée et son étendu entre la Méditerranée et l’Afrique

sub-saharienne. La flore algérienne avec ses 3000 espèces appartenant à plusieurs

familles botaniques dont15% endémiques [2], reste très peu explorée sur le plan

phytochimique comme sur le plan pharmacologique.

Le présent travail est une contribution dans la valorisation de la flore algérienne, par

la recherche de nouveaux composés ou principes actifs à débouchés thérapeutiques.

La sélection des espèces est basée essentiellement sur l’endémisme et l’utilisation

éventuelle en médecine traditionnelle en vue d’une investigation phytochimique et

biologique.

C’est pour cela nous nous somme intéressé à l'étude des deux plantes suivantes :

1. L’espèce Bituminaria bituminosa (L.) C.H .Stirton, appartenant à la famille des

Fabaceae ( Légunineuses ) , sous famille de Papilionaceae (Faboideae) . Les

diverses investigations phytochimiques menées sur cette famille et plus

particulièrement sur le genre Bituminaria ont montré une richesse remarquable

en métabolites secondaire surtout les furanocoumarines et les isoflavonoïdes

[3,4].

2. L’espèce Centaureae dimorpha Viv., plante endémique, appartenant à la

famille des Asteraceae (Composées) [5]. En effet, le genre Ceutaureae a fait

l’objet de nombreuses recherches phytochimique et pharmacologique durant

plusieurs années [6,7].
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Notre travail sera divisé en cinq chapitres :

 Dans le premier chapitre, nous présenterons une étude bibliographique des

connaissances botaniques et phytochimiques de la famille Fabaceae et

Asteraceae et les deux genres étudiés (Bituminaria et Centaureae), ainsi que

quelques utilisations en médecine traditionnelle des deux plantes.

 Le second chapitre sera consacré à l’étude bibliographique des métabolites

secondaires (flavonoïdes et isoflavonoїdes), les différents squelettes

flavonoїques, leur biogenèse, leur diversité structurale et leur intérêt

thérapeutique, reporte également toutes les démarches et les méthodes

nécessaire à la séparation, la purification et l’établissement de structures de

cette famille de substances naturelles.

 Le troisième chapitre sera consacré au travail personnel :

 Un aperçu botanique sur chaque plante.

 Séparation et purification des composés obtenus.

 L’interprétation des résultats et la détermination structurale des produits isolés

seront détaillées dans le quatrième chapitre.

 L’évaluation biologique sur les extraits des deux plantes sera présentée dans le

cinquième chapitre.

 A la fin, une conclusion générale.
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I. Famille des Fabaceae

La grande famille des Fabaceae (de fada, la fève) doit son unité à son fruit, appelé gousse ou

légume, d’ou l’autre dénomination de légumineuses sous laquelle cette famille est plus

connue.

Les Fabaceae constituent une des plus grandes familles des plantes à fleurs, avec plus de 730

genres et 19.400 espèces, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical [1]. Les formes

arborescentes prédominent dans les pays  chauds et les formes herbacées dans les régions

tempérées [2].

Cette  famille  est  composée  de  variétés  horticoles  et  beaucoup  d’espèces  sont récoltées

dans  un  but  alimentaire,  tant  pour  l’alimentation  humaine  (haricot,  pois,  fève,

soja…ect.)  qu’animale  (trèfle,  luzerne,  sainfoin…ect.),  pour  leur  huile  (arachide,  soja),

leurs  fibres, comme  combustible,  pour  leur  bois,  leur  utilisation  en  médecine  (spartéine

extraite  du genêt à balais, réglisse) ou en chimie [1]

I.1. Caractères botaniques de la famille

Les plantes de la famille des Fabaceae possèdent plusieurs caractères morphologiques en

commun. Néanmoins, on observe aussi dans cette famille de très nombreuses différences aux

niveaux des fleurs, qui dues à plusieurs tendances évolutives, plus ou moins synchrones.

I.1.1.Appareil végétatif

 La racine : est pivotante constitue par des renflements ou nodosités dans lesquelles vivent

en symbiose des bactéries du genre Rhizobium capables de fixer l’azote atmosphérique.

 Les feuilles : sont généralement alternes, composées-imparipennées et stipulées, peuvent

évoluer vers une feuille simple, ou vers une feuille composées-pennée, en particulier la

foliole terminale se transforme parfois en vrille et les stupules peuvent devenir plus

importantes que les feuilles, voire les remplacer.

I.1.2.Appareil producteur

 Les fleurs sont groupées en grappe plus ou moins allongée. Les Fabaceae les plus

primitives (Mimosoïdeés), possèdent des fleurs actinomorphes de petites tailles avec des

étamines très nombreuses. Alors, que chez les Fabaceae les plus évoluées, les fleurs sont

zygomorphes avec 10 étamines ou moins libres.

L’ovaire est supère surmonté d’un style et stigmate, et formé d'un seul carpelle.

 Le fruit : est une gousse ou un légume qu’on appel un fruit sec à deux ouvertures :

ventrale et dorsale. Le nombre d'ovules dans chaque fruit est variable selon les espèces.
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 Les graines : résultant d’un ovule courbe, sont elles-mêmes arquées. Elles sont

exalbuminées et riche en amidon (pois, fèves et lentilles), en huile (arachides, graines de

soja), et en matières protéiques (graines de soja).

I.2. Classification des Fabaceae

Les Fabaceae ou les Légumineuses, possèdent deux formes de plantes : une forme

arborescente prédomine dans les pays chauds, et une forme herbacée dans les régions

tempérées.  Les Fabaceae peuvent être subdivisées en quatre sous-familles [3]:

 Les Mimosoїdeae.

 Les Caesalpinoїdeae.

 Les Césalpinioїdées

 Les Faboïdeae autrefois appelées Papilionacées, en raison de la forme de la corolle en

« papillon», comprennant plusieurs genres comme la Bituminaria.

II. Genre Bituminaria

Le genre Bituminaria appartient à la famille des Fabaceae est connu également sous le nom de

Psoralea, et compte environ 120 espèces [4].

Ce genre est largement distribué dans le basin méditerranéen, en Asie occidentale et en

Afrique du nord [5]. Alors qu'on Algérie se trouve généralement dans le Tell [6].

II.1.Caractéristique botanique

Les Bituminaria sont des plantes glanduleuses, vivaces, à tiges ligneuse, et des feuilles

trifoliolées longuement pétiolées et stipulée [6]. Les fleurs sont portées par un pédoncule

assez long. Elles sont réunies en un faux capitule serré et arrondi. Les fruits sont des gousses

d’environ 2 cm.

II.2.Travaux antérieurs et principaux metabolites secondaires isolés du genre

Bituminaria

Les travaux phytochimiques effectués sur le genre Bituminaria ont permis l'isolement des

furanocoumarines, des isoflavonoïdes, des méroterpénoides [7] et d'autres métabolites

secondaires tells que, les huiles essentielles [8,9]; et les phenyl-propanoïdes [10].

 Les Furanocoumarine

Une recherche bibliographique réalisée sur le genre Psoralea montre que les furanocoumarine

les plus rencontrés sont: le psoralène 1 et L'angelicine 2 connu aussi par le nom
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isopsoralène, fréquemment isolés de plusieurs espèces appartenant à ce genre, on peut citer

comme exemple: Psoralea plicata [10], Psoralea glandulosa [11], Psoralea corylifolia [12,

13] et Bituminaria morisiana [14].

Psoraléne 1 Angelicine 2

 Les isoflavenoïdes

La majorité des isoflavonoïdes isolés du genre Bituminosa sont des isoflavonoïdes prenylés.

Le tableau ci-dessous présente quelque structure des isoflavonoides isolés des espèces du

genre Bituminaria.

Tableau-1-: Structure des isoflavonoïdes isolés de quelques espèces

du genre Bituminaria (Psolarea)

Nom de l'espèce Structures Références

Psolarea corylifolia 3, 4

5

6

[12] [15]

[12]

[13] [16]

Psolarea plicata 7 [10]

Bituminarea morisiana 5 [4]

Neobavaisoflavone 3 Corylifol A 4

OO O

OO O

OHO

OH
O

OHO

OH
O
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8-prenyldaidzeine 5 Coryline 6

Daidzine 7

 Les mèroterpénoïdes

Les mèroterpénoïdes les plus fréquemment rencontrés dans le genre Psoralea sont les dérivés

du bakuchiol. Le tableau ci-dessous représente quelques composées mèroterpénoïdes isolés de

deux espèces du genre Bituminaria (Psoralea).

Tableau -2-: Structure des méroterpénoïdes isolés de deux espèces

du genre Bituminaria (Psolarea)

Nom de l'espèce Structures Références

Psolarea corylifolia 9

10, 11, 12

13, 14

[13] [15] [17] [18]

[17]

[17] [18]

Psolarea glandulosa 9

15, 16

[19]

[11] [19]

O

O

HO

OH

O

O

HO

O

O

H

HO

H

HO

H

H

OHH
O

OH

O

O
OH
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Bakuchiole 9 12,13-dihydro-12,13-dihydroxybakuchiole 10

(12' S) bisbakuchiole C 11 12,13-dihydro-12,13-epoxybakuchiole 12

Bisbakuchiole A 13 Bisbakuchiole B 14

Cyclobakuchiols A 15 Cyclobakuchiols B 16

HO HO

OH

OH

HO

O

OH
HO

O

O

O

OH

OH

O

O

OH

OH

OH OH
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 Autres composé

Le tableau ci-dessous représente quelques produits divers isolés de quatre espèces du genre

Bituminaria (Psolarea)

Tableau 3: Divers composés isolés  de quelques espèces du genre Bituminaria (Psoralea)

Nom de l'espèce Structures Références

Psolarea juncea 18, 19 [20]

Psolarea plicata 20

21, 22

[21]

[10]

Bituminaria morisiana 23, 24 [4]

Psolarea corylifolia 25, 26, 27 [12] [15]

Plicatine B 18 Werneria chromene 19

Plicadine 20 α-diplicatine 21

Isovitexine 22 5'- deprényldimethylerybraedine C 23

HO

OMe

O

O

OMe

O

O

O

O O

OH

CO2Me

MeO2C

OH

HO

O

O

OH

HO

Glu

OH

O

O

MeO

OMe
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Erybaedine C 24 Psoralidine 25

Isovabachalcone 26 Bavachinine 27

II.3. Intérêt thérapeutique et utilisation en médecine traditionnelle

En médecine indigène le genre Bituminaria posséde plusieurs vertus thérapeutiques tel que

antipyrétique, analgésique, anti-inflammatoire, diurétique, diaphorétique et il sert également

de remède pour soigner la lèpre, les infections biliaires et les troubles de cycle menstruel

[22,23].

Plusieurs espèces du genre Bituminaria (Psolarea) sont utilisées en médecine traditionnelle,

on peut citer comme exemple: l'espèce P. glandulosa utilisée pour le traitement des plaies et

la fièvre [24].

En médecine hindoue, les graines de l'espèce P. corylifolia associées à l'huile de chaulmoogra

sont utilisées pour soigner les leucodermies et la lèpre [5]. Alors qu’en médecine

traditionnelle chinoise cette espèce est utilisée: pour tonifier les reins, aide à la guérison des

fractures osseuses, à combattre l'impuissance, l'énurésie, la perte des cheveux et le vitiligo

[25].

O

O

HO

OH

O

O

OH

HO O

O

OHHO OH

OH3CO

OH

O
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Par ailleurs, il a été montré que:

 Les produits (Psoralidine, Bakuchinine, Psoralène et l'Angelicine) isolés des grains

de l'espèce Psolarea corylifolia présentent une activité antibactérienne significatif

contre un certain nombre de bactéries Gram(+) et Gram(-) [26].

 Le Psoralilidine isolé des fruits de P. Corylifolia posséde une activité antioxydante

très importante avec un IC50 égale à 44,7 µM par rapport au Trolox [12].

Le tableau ci-dessous représente les propriétés thérapeutiques de quelques espèces du genre

Bituminaria(Psoralea).

Tableau -4-: Propriétés thérapeutiques de quelques espèces

du genre Bituminaria (Psolarea)

Espèce Propriétés thérapeutique Réf

Psoralea glandulosa
Anti-inflammatoire

Antipyrétique
[19] [27]

Psoralea juncea Antimicrobiène [20]

Psoralea corylifolia

Antimicrobienne [28]

Antioxydante [12] [13] [29]

Antibactérienne [26] [30]

Anti-tumorale

Immun-modulatrice

[31] [32]

[31]

Anti-inflammatoire [33] [34]

Antifongique [35] [36]

Antidiabétique [37] [38] [39]

Antidépresseur [40] [41]
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III.Famille des Asteraceae

La famille des Astéracées autrefois appelées les composées, c'est la plus vaste famille des

Phanérogames, environ 22.000 espèces réparties en 1.500 genres [42].

C'est une famille cosmopolite qu'on trouve partout sauf dans l'Antarctique. Surtout dans les

régions tempérées, mais aussi dans les régions semi arides, tropicales ou semi tropicales:

régions méditerranéennes, Mexique, province du Cap, bois et prairies d'Amérique du sud et

d'Australie. Nombreuses espèces dans les régions arctiques, tempérées et montagnardes du

globe. Rares dans les forets tropicaux humides [42].

Plus de 200 genres sont utilisés comme plante ornementales (aster, chrysanthème,… etc.).

Certains comme le genre Pyrethrum est utilisé comme un insecticide. Le genre Artemisia est

utilisé pour la fabrication de liqueurs comme l'absinthe ou le génépi, et le genre Ambrosia est

connu pour le caractère allergène de leur pollen [43].

III.1.Caractère botanique de la famille

Cette famille présente des caractères morphologiques divers: arbustes persistants, sous-

arbrisseaux, herbacées vivaces (rhizomateuses et tubéreuses), herbacées annuelles ou

bisannuelle, herbacées géante (dans les iles tropicales ou en montagne), et même des grands

arbres, des épiphytes et des plantes aquatiques qui sont des cas extrêmes.

III.1.1. Appareil végétatif

 Les racines : sont généralement pivotantes et par fois fibreuses.

 Les tiges : sont généralement droites, mais tombent quelque fois au fait de s'élever.

Quelques espèces ont des tiges souterraines sous forme des rhizomes, ceux-ci peuvent être

charnus ou boisée selon les espèces.

 Les feuilles: sont alternes, quelque fois opposées, simples, pennatinervées ou

palmatinervées, sessiles découpé, lacinié, et parfois elles peuvent être succulentes.

III.1.2.Appareil producteur

 Les fleurs ou les fleurons : sont groupées en capitule, comprend un réceptacle plan ou plus

moins bombé sur lequel sont inséré de la base au sommet, en ordre spirale:

 D'abord des bractées stériles verts (parfois écailleuses, à crochets ou épineuses formant

un involucre).

 Ensuite des petites bractées fertiles non vertes ou paillettes, axillant chacun une fleur.
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L’ensemble forme une « fleur composée », d’où l’ancien nom de la famille. Les

capitules élémentaires sont généralement à leur tour diversement groupés en grappe,

cyme, ou encore en corymbe.

 Les fruits: sont des akènes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui

favorise la dispersion des graines par le vent.

 Les graines: Elles sont exalbuminées.

III.2.Classification des Asteraceae

On distingue quatre sous-familles [44]:

 Les Liguliflores ou chicoracées.

 Les Labiactiflores.

 Les Radiées ou corymbifère.

 Les Tubuliflores ou carduacées comprenant le genre Centaurea.

IV. Genre Centaurea

Le genre Centaurea compte environ 700 espèces. Il appartient à la tribu Cyanareae et à la

famille des Astéraceae.

Ce genre est très répandu aussi bien sur le territoire Algérien qu'en Europe méridionale, le

bassin méditerranéen, l'ouest de l'Asie et le continent Américain [45].

IV.1. Caractéristique botanique

Se sont des herbacées annuelles, vivaces et arbrisseaux. Possédant des feuilles à épines faibles

et peu piquantes. Les fleurs sont toutes tubulées, les externes souvent plus grandes stériles et

étalées. Les aigrettes des fleurs centrales à sois lisses ou dents courtes. Les bractées

involucrales terminées par une formation différentiée qui porte une épine pectinée [42].

IV.2.Travaux antérieurs et principaux métabolites secondaires isolés du genre

Centaurea

Le genre Centaurea, a fait l'objet de nombreuses études phytochimiques, ces travaux ont

permis l'isolement des composés acétyléniques [46], des alcaloïdes [47], des composés

phénoliques [48], des lactones sesquiterpéniques [49] et des flavonoïdes [50].



Rappel bibliographique

14

IV.2.1.Les flavonoïdes du genre Centaurea

Une recherche bibliographique réalisée sur les espèces du genre Centaurea a montré leur

richesse en produits flavonoïques, dont la majorité est de type flavone [50]. Comme

l'apigenine, l'hispiduline, luteoline et la jaceosidine.

Notons que les flavonoïdes O-glucosylés sont les plus abondants par rapport aux C-

glucosylés dans ce genre.
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Tableau -5-: Les flavonoïdes isolés du genre Centaurea (2009 – 2015)

Numéro de

la structure

Nom de la structure Espèce Réf

28 Chrysine C . amphalodes
C.omphalotricha

[51]
[92]

29 Baicaleine C . scabiosa [52]

30 Apigenine C . jacea L.
C .pannonica(Heuff.)Simonk.

C . davidovii
C . parilica

C . alexandrerina
C . omphalotricha

C . scobiosa
C . urvillei

C . arenaria
C . depressa
C. calcitrapa
C.marocana
C.nicaeensis

[53]
[54]
[55]
[55]
[56]
[57]
[52]

[58][59]
[60]
[61]
[86]
[90]
[91]

31 Scutellareine C . depressa [61]

32 Scutellareine 6 – methyl ether C . davidovii [55]

33 Scutellareine 6,4'- dimethyl ether C . davidovii
C . parilica

[55]
[55]

34 Scutellareine6,7,4'-trimethyl ether C . davidovii [55]

35 Hispiduline C . jacea L
C.pannonnica(Heuff.)Simonk

C.marocana
C.melitensis

[53]
[54]
[90]
[93]

36 Cirsimaritine C . omphalotricha
C . amphalodes

C.marocana

[57]
[51]
[90]

37 Salvigenine C . amphalodes [51]

38 Luteoline C . davidovii
C . omphalotricha

C . depressa
C . urvillei

[55]
[57]
[61]

[58][59]
39 Cirsiliol C . jacea L

C. calcitrapa
[53]
[86]
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Tableau-5- (suite)

Numéro de

la structure

Nom de la structure Espèce Réf

40 Nepetine C . foucauldiana
C . parilica

C . stenolepis
C . pannonica(Heuff.)Simonk

C . davidovii
C . sulphurea

C.microcarpa Coss. et Dur.
C.spruneri

C.melitensis

[62]
[55]
[55]
[54]
[55]
[63]
[88]
[89]
[93]

41 6-hydroxyluteoline6,3'-dimethyl
ether ( Jaceosidine)

C . davidovii
C . parilica

C . foucauldiana
C . sulphurea
C. calcitrapa
C.nicaeensis

[55]
[55]
[62]
[63]
[86]
[91]

42 Chrysoeriol C . amphalodes
C . africana

C.nicaeensis

[51]
[64]

[91]

43 Eupatrine ( Cirsilineol ) C . sulphurea
C . foucauldiana

[63]
[62]

44 Eupatorine C . jacea L
C . arenaria
C. calcitrapa

[53]
[60]
[86]

45 3'-O-methyleupatorine C . arenaria
C . sulphurea

C . foucauldiana

[60]
[63]
[62]

46 Eupatiline C . arenaria
C. calcitrapa
C.spruneri

[60]
[86]
[89]

47 5.7- dihydroxy-3',4',5'-
trimethoxyflavone .

C.scoparia [65]

48 Oroxyline A C. scoparia

C.omphalotricha

[65]

[92]

49 Diosmetine C. pannonica(Heuff.) Simonk [54]

50 Chrysin 8-C-glucopyranoside C . amphalodes [51]

51 Cosmosiine C . sphaerocephala
C . scoparia
C . urvillei

C . alexanderina

[66]
[65]
[59]
[56]
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Tableau-5- (suite)

Numéro de

la structure

Nom de la structure Espèce Réf

52 Apigenine 7-O-β-
methylglucuronide

C . urvillei
C.nicaeensis

[59]
[91]

53 Apigenine 7-O- galacturonic
acide methyl ester

C . alexanderina [56]

54 Hispiduline 7-O-β-
glucopyranoside

C . urvillei
C . pannonica(Heuff)Simonk

[59]
[54]

55 Hispiduline 7-O-β-
glucuronopyranoside

C . urvillei [59]

56 Hispiduline 7-O-
methylglucuronide

C . urvillei [59]

57 Cynaroside C . scoparia [65]
58 Chrysoeriol 7-O-glucoside C . sphaerocephala [66]
59 Chrysoeriol 7-O-rutinoside C . ensiformis [67]
60 Nepetine 7-O-β-D-

glucopyranoside
C . pannonica(Heuff) simonk [54]

61 Isovitexine C . lippii
C . alexanderina

[68]
[56]

62 Apigenine 6,8-di-C-β-D-
glucopyranoside

C . ensiformis
C . alexanderina

[67]
[56]

63 Vitexine C . alexanderina [56]
64 Apigenine 6-C-β-D-

glucopyranoside 8-C-α-L-
arabinopyranoside

(Schaftoside)

C . ensiformis [67]

65 Apigenine 6-C-β-D-
glucopyranoside 8-C-β-L-

arabinopyranoside
(Neoschaftoside)

C . ensiformis [67]

66 Hispiduline 7-O-glucoside C.microcarpa Coss. et Dur. [88]
67 Apigenine 4'-O-β-

methylglucuronide
C.nicaeensis [91]

68 Kaempferole C .urvillei
C .alexanderina

[58][59]
[56]

69 6-methoxykaempferol C .pannomica(Heuff.)Simonk
C. microcarpa Coss. et Dur.

[54]
[87][88]

70 Isokaempferide C .arenaria
C .davidovii
C .Jacea L

C.marocana

[60]
[55]
[53]
[90]

71 3'-hydroxykaemferol 3,6-dimethyl
ether

C .stenolepis [55]

72 6- methoxykaemferol 3- methyl
ether

C .Jacea L
C.marocana

[53]
[90]
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Tableau-5- (suite)

Numéro de

la structure

Nom de la structure Espèce Réf

73 Quercetine C .alexanderina
C.melitensis

[56]
[93]

74 Corniculatusine C .africana [64]
75 Quercetagetine 3,6,4'-trimethyl

ether (Centaureidine)
C .stenolepis
C .Jacea L
C .scoparia

[55]
[53]
[65]

76 Axillarine C .Jacea L [53]
77 Jaceidine C .africana

C .stenolepis
[64]
[69]

78 4'- methylgossypetine C .africana [64]
79 3'-hydroxyflindulatine C .africana [64]
80 Jaceidine C .alexanderina [56]
81 Kaempferol 3-O-β- rutinoside C .alexanderina

C .lippii
[56]
[68]

82 Astragaline C .alexanderina [56]
83 6- hydroxykaempferol 7-O-β-

glucopyranoside
C .urvielli [58]

84 6-hydroxykaempferol 7-O-β-
glucuronopyranoside

C .urvielli [59]

85 Quercetine 3-O-glucoside
(Hirsutine)

C . lippii
C . stenolepis

[68]
[69]

86 Quercetine 3-rutinoside
(rutine)

C. scabiosa
C . alexanderina

[52]
[56]

87 Patuletine 3-O-β-glucoside C . stenolepis [69]
88 Jaceine C . stenolepis [69]
89 Centaureine C . africana

C . alexanderina
[64]
[56]

90 Algerianine C . africana [64]
91 5,7,4'-trihydroxy-3,6-

dimethoxyflavone 7-O-β-
glucoside

C.microcarpa Coss. et  Dur. [87]

92 Kaempferole 7-O-glucoside C.microcarpa Coss. et  Dur. [88]
93 6-methoxykaempferole 7-O-

glucoside
C.microcarpa Coss. et  Dur. [88]

94 Patuletine 7-O-glucoside C.microcarpa Coss. et  Dur. [88]
95 Fisetine (5-deoxyquercetine) C . alexanderina [56]



Rappel bibliographique

19

Tableau-5- (suite)

Numéro de

la structure

Nom de la structure Espèce Réf

96 3',4'-dihydroxy-(3'',4''-dihydro-3''-
hydroxy-4''-acetoxy) -2'',2''-

dimethylpyrano- (5'',6'': 7,8) –
flavone-3-O-β-D-
glucopyranoside

C . scoparia [65]

97 3,3',4'-trihydroxy-(3'',4''-dihydro-
3'',-4''-dihydroxy)-2'',2''-

dimethylpyrano – (5'',6'':7,8) –
flavone

C . scoparia [65]

98 Atalantoflavone C . scoparia [65]

99 5-hydroxy-3',4',8-trimethoxy-
2'',2''-dimethylpyrano-

(5'',6'':7,8)-flavone

C . scoparia [65]

100 3',4',5,8-tetramethoxy-2'',2''-
dimethylpyrano-(5'',6'':7,8)-

flavone

C . scoparia [65]

101 Naringenine C . alexanderina [56]

102 Naringenine 7-O-β-

glucuronopyranoside

C. urvielli [59]

103 Hesperidine C. alexanderina [56]

104 Taxifoline C . scobiosa [52]

105 Catechine C . stoebe [70]

106 5,7,2'-trihydroxy-6-

methoxyflavone

C.omphalotricha [92]

107 5,7,2'-trihydroxyflavone C.omphalotricha [92]

108 ériodictyol C.spruneri [89]
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R1 R2 R3 R4 R5 R6

28 H H H H OH H
92 H H H OH OH H
03 H OH H H OH H

31 H OH H OH OH H
32 H OH H OCH3 OH H
33 H OCH3 H OCH3 OH H
34 H OCH3 H OCH3 OCH3 H
35 H OH H OH OCH3 H
36 H OH H OCH3 OCH3 H
37 H OCH3 H OCH3 OCH3 H
38 OH OH H OH OH H
39 OH OH H OCH3 OCH3 H
40 OH OH H OCH3 OH H
41 OCH3 OH H OCH3 OH H
42 OCH3 OH H H OH H
43 OCH3 OH H OCH3 OCH3 H
44 OH OCH3 H OCH3 OCH3 H
45 OCH3 OCH3 H OCH3 OCH3 H
46 OCH3 OCH3 H OCH3 OH H
47 OCH3 OCH3 OCH3 H OH H
48 H H H OCH3 OH H
49 OCH3 OH H H OH H
50 H H H H OH Glc
51 H OH H H OGlc H
52 H OH H H OMeGlucur H
53 H OH H H OGlucuronic

methyl
H

54 H OH H OCH3 OGlc H
55 H OH H OCH3 OGlucur H
56 H OH H OCH3 OMeGlucur H
57 OH OH H H OGlc H
58 OCH3 OH H H OGlc H
59 OCH3 OH H H ORut H
60 OH OH H OCH3 OGlc H
61 H OH H Glc OH H
62 H OH H Glc OH Glc
63 H OH H H OH Glc
64 H OH H Glc OH Ara
65 H OH H Glc OH βAra
66 H OH H OCH3 OGlc H
67 H OMeGlucur H H OH H

O

O

R6

R5

R4

OH

R1

R2

R3
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R1 R2 R3 R4 R5 R6
68 H OH OH H OH H
69 H OH OH OCH3 OH H
70 H OH OCH3 H OH H
71 OH OH OCH3 OCH3 OH H
72 H OH OCH3 OCH3 OH H
73 OH OH OH H OH H
74 OH OH OH H OH OCH3

75 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH H
76 OH OH OCH3 OCH3 OH H
77 OCH3 OH OCH3 OCH3 OH H
78 OH OCH3 OH H OH OH
79 OH OCH3 OCH3 H OCH3 OCH3

80 OH OCH3 OCH3 OCH3 OH H
81 H OH ORut H OH H
82 H OH OGlc H OH H
83 H OH OH OH OGlc H
84 H OH OH OH OGlucur H
85 OH OH OGlc H OH H
86 OH OH ORut H OH H
87 OH OH OGlc OCH3 OH H
88 OCH3 OH OCH3 OCH3 OGlc H
89 OH OCH3 OCH3 OCH3 OGlc H
90 OH OCH3 OCH3 OCH3 6-Sin-OGlc H
91 H OH OCH3 OCH3 OGlc H
92 H OH OH H OGlc H
93 H OH OH OCH3 OGlc H
94 OH OH OH OCH3 OGlc H

O

O

R6

R5

R4

OH

R1

R2

R3
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Fisetine (5-deoxyquercetine) 95

R1= Ac; R2= Glc: 3',4'-dihydroxy-(3",4"-dihydro-3"-hydroxy-4"-acetoxy)-2",2"-dimethylpyrano-
(5",6":7,8)- flavone-3-O-β-D-glucopyranoside 96

R1=H; R2=H : 3,3',4'-trihydroxy-(3",4"-dihydro-3"-hydroxy-4"-acetoxy)-2",2"-dimethylpyrano-
(5",6":7,8)- flavone 97

Atalantoflavone 98

R= H: 5-hydroxy-3',4',8-trimethoxy-2",2"-dimethylpyrano(5",6": 7,8)-flavone 99

R= CH3: 3',4',5,8-tetramethoxy-2",2"-dimethylpyrano-(5",6": 7,8)-flavone 100

OHO

OH

O

OH

OH

O

OR2

O

OH

OH

O

OH

OR1

O

O

OH

O

OH

O

O

OH

OR

OCH3

O
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Naringenine 101 Naringenine 7-O- β-glucuronopyranoside 102

Hesperidine 103 Taxifoline 104

Catechine 105 5,7,2'-trihydroxy-6-methoxyflavone 106

5,7,2'-trihydroxyflavone 107 ériodictyol 108

O

O

OH

OH

HO O

O

OH

OH

Glucur-O

H

O

OOH

HO

O-Rha

O

OOH

HO

OH

OH

OH

O

OH

HO

OH

OH

OH

O

HO

OH

H3CO

HO

O

O

HO

OH

HO

O

O

OH

HO

O

OH

OH



Rappel bibliographique

24

IV.3.Intérêt thérapeutique et utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs espèces du genre Centaurea sont utilisées en médecine traditionnelle pour guérir un

certain nombre de maladie, on peut citer comme exemple :

 Centaurea calcitrapa L. ,Centaurea jacea L. et Centaurea sinaica sont utilisées dans

le traitement de la fièvre [71] .

 Centaurea behen L. est utilisé dans le traitement des troubles d'estomac [72].

 En médecine traditionnelle populaire turque :

 Les fleurs épineuses fraîches de l'espèce Centaurea solstitialisL.ssp sont

utilisées pour le traitement des ulcères peptiques [73].

 Les fleurs séchées de Centaurea cyanus sont utilisées sous forme d'infusion

pour calmer la diarrhée [74].

Par ailleurs, il a été montré que l'extrait chloroforme de Centaurea musimomum présente des

activités anti-plasmodiale et cytotoxique [75], alors que l'extrait méthanolique de l'espèce

Centaurea diffusa présente une activité antibactérienne signifiante [76].

Le Tableau-6- représente les propriétés thérapeutiques de quelques espèces du genre

Centaurea.
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Tableau -6 -: Propriétés thérapeutiques de quelques espèces du genre Centaurea

Propriétés thérapeutiques Espéce Réf

Antioxydante

C. stenolepis.
C. polypodiifolia var.pseudobehen.

C.pyrrhoblephara.
C.antalyense.
C. kurdica.
C. rigida.

C. amanicola.
C. cheirolopha.

C. ptosimopappoides.
C. pseudoscabiosa subsp.araratica.
C. pulcherrima var. pulcherrima.
C. salicifolia subsp.abbreviata.

C.babylonica.
C.calcitrapa subsp.calcitrapa.

C. ptosimopappa.
C. spicata.

C.microcarpa Coss. et Dur.

[69]
[77]
[77]
[77]
[78]
[78]
[78]
[78]
[78]
[79]
[79]
[79]
[79]
[80]
[80]
[80]
[87]

Antimicrobienne

C.stenolepis.
C. spruneri Boiss.&Heldr.

C. solstitialis L.ssp.solstitialis.
C. austo-anatolica.

[69]
[81]
[82]
[83]

Anti-inflammatoire
C.alexanderina.

C.iberica trev.ex Spreng.
C. ainetensis.

[56]
[84]
[85]

Cytotoxique

C. scoparia
C. calcitrapa subsp.calcitrapa

C .ptosimopappa
C. spicata

C .omphalotricha

[65]
[80]
[80]
[80]
[57]

Antidiabétique C.alexandrina [56]

Anticancéreux C.alexandrina [56]

Antivirale C. solstitialis L.ssp.solstitialis. [82]

Anticholinestérasique C. polypodiifolia var.pseudobehen.
C.pyrrhoblephara.

C.antalyense.

[77]
[77]
[77]
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I. Les flavonoïdes

I.1.Généralités :

Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires des plantes, environ 65000structures ont été

identifiées [1].

Contrairement  aux flavonoïdes présents dans les fleurs, qui leur confèrent leurs couleurs, les

flavonoïdes présents dans les feuilles, sont masqués par la présence de chlorophylle [1].

Ce groupe de composés est défini par  une structure générale en C15, caractérisée par  un

enchainement Ar-C3-Ar.

La figure (1) présente les principales classes de flavonoïdes.

R=H; flavone                                 R=H; flavanone                                    R=H; flavane

R=OH; flavonol R=OH; dihydroflavonol                       R=OH; flavan-3-ol

Chalcone Aurone                                                 Flavylium

Figure (1) : structures de base des flavonoïdes [2]

I.2.Distribution

En générale, les flavonoïdes sont présents sous forme glycosidique dans les vacuoles des

feuilles, des fleurs, des tiges ou des racines. Dans les feuilles, les écorces, les bourgeons

floraux on trouve les flavonoïdes aglycones, notamment les flavonoïdes simples et

polyméthylés [3].

I.3.Biosynthèse

La première étape intervenant dans la biosynthèse des flavonoïdes est une étape commune à

beaucoup d’autres métabolites, elle est désignée sous le nom générique de la voie de

biosynthèse  des phénylpropanoïdes (Figure -2-).
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Elle permet la synthèse d’acide p-coumarique  et d’acide cinnamique. L’enzyme, permettant

la désamination  non-oxydative de la phénylalanine et donc la formation de l’acide

cinnamique, est nommée PAL pour phenylalananine ammonia lyase [4] .

Réarrangement

de Claisen

acide chorismique                                                                        acide préphénique

décarboxylation
aromatisation

transamination

acide phénylpyruvique
(4-OH: acide 4-hydroxyPP)                                                                        acide cinnamique

désamination

L-phénylalanine
(4-OH: L-thyrosine)

acide p-coumarique

Figure-2- : biosynthèse des dérivés cinnamiques

Le cytochrome P450 cinnamate -4- hydroxylase (C4H), permet d’additionner  une fonction

hydroxyle en position 4 du noyau aromatique et d’obtenir l’acide p-coummaroyl CoA est

synthétisé via l'action de la 4-coumaroyl CoA ligase (C4L). Le p-coumaroyl CoA conduit à la

synthése de nombreux métabolites secondaires aromatiques. Une unité p-coumaroyl CoA va

former le cycle B et la chaine propanique , alors que le cycle A est formé par condensation de

3 unités C2 (sous forme de 3 malonyl-CoA , formés à partir de l’acétate via une forme
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cytoplasmique de l’acétyl CoA carboxylase ) .Ces condensations sont catalysées par la

chalcone synthase ( CHS) , enzyme clé dans la formation des flavonoïdes qui conduit à un

précurseur , une chalcone (Figure-3-) . La CHS appartient à la famille des polyketides

synthases des plantes, enzymes intervenant dans la synthèse de nombreux produits naturels

[5]. La plupart des enzymes impliquées dans la biosynthèse de la voie des phenylpropanoїdes

et des flavonoïdes sont organisées en complexe enzymatique associées à la membrane [6].

C4H 4CL + 3 malonyl-CoA

Acide cinamique             acide p-coumarique                   4-coumaroylCoA

Condensation
CHS

Chalcone

Figure -3- : Formation de chalcone à partir des acides cinnamiques

Les différent classe des flavonoïdes sont biosynthétisées à partir d’une chalcone (Figure-4-) .

La chalcone néoformée donne une 2 S-flavanone ( la naringénine ) , par une transformation

stéréospécifique catalysée par une chalcone isomérase (CHI) [7] .La narigénine est au centre

de la synthése de différentes classes de flavonoïdes par l’action d’enzymes diverses (Figure-

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

flavone . La flavanone -3- hydroxylase (FHT) catalyse  l’hydroxylation en position 3 d’une 2

S- flavanone pour donner un (2R, 3R)- dihydroflavonol .Le dihydroflavonol peut ensuite être

transformé en flavonol par la flavonol – synthase (FLS) [6].

CO2H CO2H

OH

COSCoA

OH

OH
SEnzO

O

O O

HO OH

OH

OH

O

B

A



Etude des flavonoides

37

Chalcones

CHR
IFS

CHI

Flavanones FHT Isoflavones
FLS

FSI

Anthocyanes Flavonols

Flavones

Anthocyanosides

Figure-4- : Schéma récapitulatif de la biosynthèse des différentes classes de flavonoïdes
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II. Les isoflavonoïdes

II.1.Généralités

Les isoflavonoïdes différent des autres flavonoïdes par la position du cycle B, qui est

attaché en position 3 ( en 2 pour les autres flavonoïdes ) ,formant une squelette de base

1,2-diphénylpropane. Il existe de nombreuses sous-classes d’isoflavonoïdes (Figure-5-),

classés en fonction du degré d’oxydation, l’existence ou non d’hétérocycles

supplémentaires, les plus communs étant les isoflavones, alors que les isoflavanols et les

coumaranochromones sont peu rencontrés [3].

isoflavone isoflavanone isoflavanol

isoflavane roténoїde ptérocarpane

coumaranochromone                                                         3-arylcoumarine

Figure -5- : Structures des différentes sous-classes d’iso flavonoïdes
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II.2.Distribution

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

rhyzomes, le bois, l’écorce et les graines, quelque  fois dans les feuilles et les fleurs [3].

Contrairement aux flavonoïdes, composés ubiquitaires dans le règne végétal, les

isoflavonoïdes sont quasi-uniquement présents chez les Légumineuses [3]. Il apparait

néanmoins qu'au 225 isoflavonoïdes décrits ont été isolés de plantes n’appartenant pas aux

Légumineuses, mais à 59 autres familles (Tableau-1-) [8].

Tableau-1- : Familles de plantes dans lesquelles ont été isolé les isoflavonoïdes [8]

Ordre Famille
Bryales Bryaceae .
Pinales Araucariaceae, Cupressaceae , Podocarpaceae .
Cyperales Poaceae , Cyperaceae .
Eriocaulales Eriocaulaceae .
Juncales Juncaceae .
Liliales Asphodelaceae , Iridaceae , Liliaceae ,

Stemonaceae .
Zingiberales Zingiberaceae .
Asterales Asteraceae .
Gentianales Apocynaceae, Asclepiadaceae .
Lamiales Verbenaceae .
Rubiales Rubiaceae .
Scrophulariales Scrophulariaceae .
Solanales Solanaceae , Convolvulaceae .
Caryophyllales Amaranthaceae , Chenopodiaceae , Nyctaginaceae .
Polygonales Polygonaceae .
Capparales Brassicaceae .
Ebenales Sapotaceae .
Malvales Bombacaceae, Malavaceae , Sterculiaceae .
Theales Clusiaceae , Ochnaceae .
Violales Cucurbitaceae , Violaceae .
Myricales Myricaceae .
Urticales Cannabaceae , Moraceae , Urticaceae .
Laurales Lauraceae .
Magnoliales Magnoliaceae , myristicaceae .
Nympheales Nymphaeaceae .
Papaverales Papaveraceae .
Ranunculales Menispermaceae .
Apiales Apiaceae .
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Celastrales Celestraceae .
Euphorbiales Euphoribiaceae .
Fabales Leguminoseae .
Linales Erythroxylaceae .
Myrtales Melastomataceae , Myrtaceae .
Polygales Polygalaceae .
Rhamnales Vitaceae , Rhamnaceae.
Rosales Connaraceae , Crassulaceae , Rosaceae .
Sapindales Rutaceae , Zygophyllaceae .

II.3.Biosynthèse

La présence d’isoflavonoïdes chez les Légumineuses peut s’expliquer. Il semblerait en

effet , que l’on retrouve uniquement dans cette famille l’isoflavone synthase (IFS),

enzyme clé dans la synthése des isoflavonoides.Le terme IFS est utilisé pour décrire la

réaction de migration du groupement aryle (Figure-6-), couplée à une 2- hydoxylation

catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone synthase (2 HIS) , ainsi que la réaction de

déshydratation qui est soit spontanée , soit catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone

dehydratase (2HID) [5, 9] .
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Figure-6- : Biosynthèse des isoflavonoïdes
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III. Activités biologique des flavonoïdes

III.1.Activité antibactérienne

De nombreux flavonoïdes possèdent des propriétés antibactériennes [10].

Il a été démontré que les 5-hydroxyflavanones et les 5-hydroxyisofalavanones avec un, deux

ou trois groupement hydroxyles en position 7, 2' et 4' inhiberaient la croissance de

Streptococcus sp, l’hydroxylation la plus importante pour l’activité étant celle en position 2 '.

Par contre, les méthoxylations diminuent considérablement les effets antibactériens [10].

De nombreux ptérocarpanes sont connus comme bactéricides ou bactériostatiques, en

particulier vis-à-vis des bactéries Gram +. Pour ces composés, il semble que la présence de 2

groupements hydroxyles libres soit essentielle à l’activité [11].

III.2.Activité anti – oxydante

Les flavonoïdes sont essentiellement connus pour leur activité anti-oxydante. Ils participent à

combattre les radicaux libres issus de l’oxygène et de l’azote. Ces molécules mises en cause

dans de  nombreux processus dégénératifs, accélèrent le vieillissement des tissus et cellules.

Le stress oxydatif occasionné par ces radicaux libres semble fragiliser la bonne santé de

l’organisme. Les défenses naturelles servent à limiter leur effet, mais l’organisme ne peut,

parfois, pas se défendre seul, notamment chez les personnes plus âgées, et, nécessite de

trouver de nouvelles armes à travers une alimentation riche en composés flavonoidique [12].

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des flavonoïdes

et leur pouvoir piégeur (scavenger) des radicaux libres [13-16]. Ces travaux ont montré que :

 Pour le cycle C : La présence d’une double liaison en 2,3 avec un groupement oxo en

4, et une hydroxylation en 3 augmente la capacité radical scavenger des flavonoïdes.

 Pour le cycle B : une ortho-dihydroxylation confère la stabilité au radical flavonoxy et

participe à la délocalisation des électrons.

Le potentiel antioxydant des flavonoïdes peut aussi s’expliquer par la capacité de chélation

des ions métalliques par les flavonoïdes [13,17]. Cette capacité est très largement dépendante

du nombre d’hydroxyles dans la molécule [13].Les 3 sites de chélation principaux se situent

[15] :

 Entre l’hydroxyle en 5 et le carbonyle en position 4.

 Entre l’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en 4.

 Entre les deux hydroxyles en position 3’ et 4’ sur le cycle B.
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Aussi, plusieurs études biologiques ont montré que les flavonoïdes présentent de

nombreuses activités telles que:

 Anticancérogènes et hinibitrices de la croissance de cellules tumorales in vitro

[18,19].

 Antifongique [20].

 Antivirale [21].

 Antiparasitaires [22,23].

 Anti-inflammatoire [24,25].

 Insectide [26,27,28].

IV. L’Etude chimique des flavonoïdes

IV.1.Séparation et purification

La séparation des composés phénoliques et fondés essentiellement sur les différentes

techniques chromatographiques telles que :

 La chromatographie liquide sur colonne (CC) : elle est basée sur l’utilisation

d’une phase stationnaire comme le gel de silice, la cellulose ou le polyamide

éluée par des systèmes de solvants en mode gradient ou en mode isocratique.

C’est la plus utilisée pour la séparation des quantités de mélanges importantes

et complexes [31].

 La chromatographie préparative sur papier (CP) : basée sur l'utilisation d'une

surface plane de cellulose considérée comme support. Les systèmes de solvants

les plus utilisés dans cette technique sont:

 L’acide acétique 15 et 30% constitue le système aqueux.

 Le n-butanol/Acide acétique/Eau (BAW) 4/1/5 constitue le système

organique [32].

 La chromatographie préparative sur couche mince (CCM), très simple et très

rapide, elle est utilisée aussi bien pour la séparation que pour la purification en

utilisant les diverses phases stationnaires et les systèmes de solvants

appropriés.

La purification des composés phénoliques se fait généralement sur une colonne de Sephadex

LH20 en utilisant le méthanol comme éluant.
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V. Analyse structurale des flavonoïdes

Les méthodes d’analyse structurale comprennent des méthodes chimiques et physico-

chimiques. Les techniques les plus couramment utilisées sont :

V.1. Fluorescence sous la lumière UV :

L’adsorption des substances flavoniques sur lumière UV à la longueur d’onde de 365 nm

donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique. Le Tableau-2- montre la

relation entre la fluorescence et la structure chimique [32].

Tableau-2- : Relation entre la fluorescence sous lumière UV et la structure

flavoniques.

La fluorescence Les structures possibles
Violette noire Flavones avec 5,6,7 ou 5,7,8 trihydroxy flavone

Flavonol avec 3-OR
Chalcones

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

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

Jaune-verte Aurones
Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

V.2. Le rapport frontal Rf

La valeur du Rf est définie comme suit :

Rf = d/D

.d : distance entre l’origine et la tache du produit après élution.

D : distance entre l’origine et le front du solvant

Cette valeur varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueux), le type de support

chromatographique (gel de silic, polymide, cellulose), la forme du produit lui-même

(aglucone ou glycosyle), ainsi que la disposition des différents substituants sur le squelette

flavonique [31, 32, 33]. Le Tableau-3- montre l’influence de la substitution du squelette

flavonique sur valeur du Rf .
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Tableau-3- : La relation entre le Rf et la structure flavonique

Structure flavonique Rf

Augmentation des groupes hydroxyles Rf diminue dans les systèmes de solvants
organiques et augmente dans les systèmes de

solvants aqueux
Méthylation des hydroxyles Rf augment dans les systèmes de solvants

organiques et diminue dans les systèmes de
solvants aqueux

Glycosylation Rf diminue dans les systèmes de solvants
organiques et augmente dans les systèmes de

solvants aqueux

V.3.spectroscopie UV-visible

Cette méthode est basée essentiellement sur l’enregistrement d’un spectre dans un milieu

alcoolique (méthanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales [34].

(Figure-7-).

Absorption de la partie benzoyle Absorption de la partie cinnamoyle
Bande II                                                                                        Bonde I

Figure-7- : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique

 Bande I : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm , elle est

attribuée à l’absorption du système cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du

groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B , elle donne donc ,

des renseignements sur les variations structurales du cycle B et l’hétérocycle C.
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 Bande II : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm , elle est

attribuée à l’absorption du système benzoyle qui dérive de la conjugaison du

groupement carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les variations

structurales de cycle A [31].

Le Tableau-4- donne l’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelque type de flavonoïdes.

Tableau-4- : Relation entre le maximum d’absorption UV et le type de flavonoïdes

Type de composé

flavonique

Bande I(nm) Bande II(nm)

Flavone 320-350 250-270

Flavonol 352-385 250-280

Flavanone 300-330 245-275

Isoflavone 300-330 Ep 245-275

Le maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la position des

groupements hydroxyles ou méthoxyles sur le squelette flavonique. L’augmentation du

nombre de groupements hydroxyles fait déplacé le maximum d’absorption vers des longueurs

d’onde plus élevées, par contre la substitution des groupements hydroxyles par des

groupements méthoxyles ou glycosyles fait déplacé ce maximum vers des longueurs d’onde

plus faibles [35].

Le spectre méthanolique d’un isoflavonoïde est caractérisé par l’apparition de la bande I sous

forme d’un  épaulement due à l’absence de la conjugaison entre le groupement cabonyle et le

noyau B [32].

V.3.1. Addition de réactifs

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par addition d’un certain

nombre de réactifs tels que NaOH, NaOAc, AlCl3, H3BO3 et HCl . Ces derniers réagissent

avec les groupements hydroxyles par formation de complexes qui se traduira sur le spectre

UV par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes d’absorption,

permettant la localisation des hydroxyles libres sur le squelette flavonique .

V.3.1.1.Spectre en présence de NaOH

NaOH, une base forte , ionise tous les hydroxyles phénolique du squelette flavonique. Il en

résulte un effet bathochrome sur les deux bandes I et II. Cet effet est plus important sur la
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bande I. Les flavonoïdes très hydroxylés sont instables en présence de ce réactif,

particulièrement pour les flavonols ayant un hydroxyle libre en 4’.

Ce déplacement bathochrome suivi d’une variation de l’intensité lumineuse de la bande I

renseigne sur le nombre et la position des hydroxyles libres [31]. L’apparition d’une nouvelle

bande entre 320 et 335 nm par rapport au spectre MeOH, indique l’existence d’un OH libre en

7.

Cependant, l’effet de NaOH sur les flavones et les flavonols est de détecter les groupements

hydroxyles dans les positions 3 et /ou 4’ et 7.

Dans le cas des isoflavones hydroxyles sur le noyau A, le spectre montre après addition de

NaOH un effet bathochrome des deux bandes I et II . Si l’isoflavone est orthodihydroxylée en

3’ et 4’ le spectre UV montre une réduction d’intensité avec le temps [32].

V.3.1.2.Spectre en présence de NaOAC

L’acétate de sodium, NaOAC, base faible ionise les hydroxyles phénoliques les plus acides de

la molécule, soit les groupes 7-OH ,4’-OH et 3-OH.

Un faible déplacement bathochrome de la band II des flavones, et des flavonols traduit la

présence d’un hydroxyle libree en 7. Cet effet peut être perturbé par la présence d’autres

substituants en 6 ou en 8 [32].

Dans le cas des isoflavones, le NaOAC ionise spécialement le groupement hydroxyle en

position 7 [32], ceci se traduit par un déplacement bathochrome de la bande II (6-20 nm). Si

ce déplacement n’est pas significatif cela veut dire que le carbone 6 est oxygéné [32].

V.3.1.3.Spectre en présence de NaOAC +H3BO3

Pour réaliser ce spectre, l’acide borique (H3BO3) est additionné à l’échantillon en présence de

NaOAC. Ce spectre renseigne sur la présence ou l’absence de système orthodihydroxyle sur

le cycle B (3’,4’) ou sur le cycle A (6,7 ou 7,8) suite à la formation des chélates dont l’effet se

manifeste par un déplacement bathochrome de la bande I [32].

V.3.1.4.Spectre en présence de AlCl3 et AlCl3 +HCl

La présence du chlorure d’aluminium (AlCl3) dans la solution méthanolique mène à la

formation de complexes entre les hydroxyles ortho du flavonoïde  d’une part et les hydroxyles

des positions 3 et 5 et la fonction carbonyle d’autre part. La formation de ces complexes se

traduit par un effet bathochrome  de la bande I par rapport au spectre pris dans le MeOH. Les

complexes formés entre AlCl3 et les groupes ortho dihydroxyles des noyaux aromatiques A et

B sont instables et se décomposent en présence de HCl [35] , part contre , ceux formés entre

AlCl3 et les hydroxyles 5-OH ou 3-OH et la fonction carboxyle sont stable [36,37]. Ces effets

se manifestent sur le spectre UV  par un déplacement hypsochrome de la bande I par rapport
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au spectre après addition de AlCl3 et un déplacement bathochrome moins important par

rapport au spectre dans le MeOH.

AlCl3

HClaq

Complexe instable

AlCl3

Complexe stable

HCl

Figure-8- : Formation des différents types de complexes après addition de AlCl3 et en

présence de HCl .
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 Le déplacement et l’intensité des deux bandes I et II du spectre effectué dans le

méthanol montre la nature de la structure du flavonoïde  ainsi que sa

substitution, conformément au Tableau -5-.

Tableau -5- : Interprétation des déplacements des maximums des bandes I et II après addition

des réactifs [32].

Réactifs Déplacement (nm) Interprétation
Bande I Bande II

MeOH 310-350 250-280
330-360 250-280
350-385 250-280

Flavone
Flavonol (3-OR)
Flavonol (3-OH)

NaOH +45à +65 de la bande I sans diminution d’intensité optique .

+45 à +60 de la bande I avec diminution  d’intensité optique .

Apparition d’une novelle bande entre 320-335nm
Décomposition lente

4’-OH

3-OH , 4’-OR

7-OH
3,4’ di-OH ou orthodi-OH sur
le noyau A (6,7ou 7,8).

NaOAc +5 à +20 de la bande II
faible déplacement de la bande II

7-OH
7-OH avec substituant en C-6
ou C-8

NaOAc +
H3BO3

+12 à +36 de la bande I
Faible déplacement bathochromique de la bande I

3’,4’-di OH
orthodi-OH sur le noyau A

AlCl3 +20 à +25 de la bande I par rapport au spectre AlCl3+HCl

+30 à +40 de la bande I par rapport au spectre AlCl3+HCl

Orthodi-OH sur le noyau B+
6,7 ou 7,8 di-OH
Orthodi-OH sur le noyau B

AlCl3 +
HCl

+35 à +55 de la bande I
+17 à +20 de la bande I
+50 à +60 de la bande I

5-OH
5-OH(avec 6-oxygénation)
3-OH ou 3-OH et 5-OH

V.4.Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse et une technique très puissante qui permet la détermination

structural des composés organique par leurs rapports masse / charge.

Plusieurs techniques ont été appliquée aux flavonoïdes, telle que l’impact électronique (EI),

l’ionisation chimiques (CI), l’ionisation par bombardement d’atomes rapides (FAB) et

l’ionisation chimique directe (DCI) [38,39].

Actuellement, la spectrométrie de masse trouve divers application grâce au couplage avec les

techniques chromatographiques. Ces techniques de couplage permettent des analyses très

rapide et très rigoureuses. Parmi ces dernies on cite la LC/MS une technique d’analyse de

choix pour caractériser rapidement sans séparation chimique les éléments d’un mélange de

composés naturels pour savoir s’ils sont connus ou non [40,41].



Etude des flavonoides

50

V.5.La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire  (R.M.N)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est une technique très importante pour la

détermination des structures flavoniques [42]. C’est une méthode précise et efficace, mais

nécessite une grande quantité du produit ce qui limite son utilisation par rapport aux autres

méthodes d’analyses.

V.5.1.La R.M.N du proton (RMN 1H)

Concernant l’analyse des flavonoïdes, la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire de

proton (RMN 1H) permet de connaitre la position et le nombre de divers protons porté par le

flavonoïde, le nombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique et aussi le

nombre et la nature des sucres liés à l’aglycone.

a. Analyse des signaux provenant des protons de la génine (de l’aglycone)
Les positions relatives des protons sur les noyaux A et B sont facilement déductibles grâce

aux valeurs des constantes de couplage.

 Protons du noyau A :

Lorsque le noyau A est disubstitué par des OH en 5 et 7, les protons H-6 et H-8 présentent

deux doublet, respectivement entre 6 et 6,25 ppm avec une constante de couplage J= 2,5 Hz

et entre 6,39 et 6,56 ppm avec la même constante de couplage. La substitution des OH en

positions 5et/ou7 conduit au déblindage des deux protons voisins [42]. Le tableau -6- suivant

représente quelque déplacements chimiques des protons du noyau A.

Tableau -6- : Déplacements chimiques des protons du noyau A

Flavonoïde H-5 H-6 H-8

5,7-OH / 6-6,2 ppm

d(J=2,5Hz)

6,3-6,5 ppm

d(J=2,5Hz)

5-OH, 7-OR

R=Sucre

/ 6,4-6,5 ppm

d(J=2,5Hz)

6,7-6,9 ppm

d(J=2,5Hz)

5,6,7-OR R=H ou

Sucre

/ / 6,3 ppm (s)

5,7,8-OR R=H ou

Sucre

/ 6,3 ppm (s) /

7-OR

R=H ou Sucre

8 ppm

d(J=9Hz)

6,7-7,1 ppm

dd(J=9 ; 2,5Hz)

6,7-7,0 ppm

d(J=2,5Hz)
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 Protons du noyau B :

Le déplacement chimique des protons du noyau B se trouve entre 6,5-8,1 ppm. Ce

déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le degré d’oxydation

du noyau C.

Quand le noyau B est monosubstitué en 4’, les quatre protons H-2’,   H-3’, H-5’ et H-6’

présentent deux doublets dont les constantes de couplages sont identique (8.5 Hz).

Les protons H-2’ et H-6’ résonnent toujours à des champs inférieurs à ceux des protons H-3’

et H-5’. Le tableau -7- suivant représente quelques déplacements chimiques des protons du

noyau B [42].

Tableau -7- : Quelques déplacements chimiques des protons du noyau B [42]; [43] ; [44]

Flavonoïde H-2’ H-6’ H-3’ H-5’

Flavones

(4’-OH)[42]

7,7-7,9 ppm

d(J=8,5Hz)

7,7-7,9 ppm

d(J=8,5Hz)

6,5-7,1 ppm

d(J=8,5Hz)

6,5-7,1 ppm

d(J=8,5Hz)

Flavonols

(4’-OH)[42]

7,9-8,1 ppm

d(J=8,5Hz)

7,9-8,1 ppm

d(J=8,5Hz)

6,5-7,1 ppm

d(J=8,5Hz)

6,5-7,1 ppm

d(J=8,5Hz)

Flavones

(3’-OMe ; 4’-OH)[43]

7,4-7,5 ppm

d(J=2,1Hz)

7,3-7,5 ppm

d(J=7,2;2,1Hz)

/ 6,8-6,9 ppm

d(J=7,2Hz)

Flavonols

(3’-OMe ; 4’-OH)[44]

7,7-7,8 ppm

d(J=2,1Hz)

7,6-7,7 ppm

dd(J=8,5;2,1Hz)

/ 6,9-7 ppm

d(J=8,5Hz)

 Protons du cycle C

Le proton  H-3 d’une structure flavone résonne entre 6 et 7 ppm sous forme d’un singulet

[45], pouvant être confondu avec les protons H-6 et H-8.

b. Analyse des signaux provenant des protons de la partie osidique

 Proton anomérique

Le proton anomérique apparait sur le spectre sou forme d’un doublet déblindé par rapport aux

autres protons osidiques. La valeur de la constante de couplage permet de distinguer les

anomères β (J=7-8 Hz) des anomérique α (J=3-4 Hz) [46].

Le proton anomérique lié à un autre ose , devient relativement loin de l’influence du noyau

flavonique , et résonne à champ plus fort que le proton anomérique lié a la génine. A titre

d’exemple dans le cas de kampférol 3-O-α-L-rhamnopyranosgyl-(16)-β-D-glucopyranoside

le proton H-1’’’ du rhamnose résonne à 4,54 ppm dans le méthanol deutérié [47] alors que
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dans le cas du kampférol-3-O-rhamnoside le proton anomérique H-1’’ résonne à 5,43 ppm

avec une constante de couplage J=2,1 Hz [48].

 Autres protons osidiques

Les autres protons osidiques résonnent entre 3 et 4 ppm. Ils apparaissent souvent sous forme

de multiplets difficiles à interpréter

V.5.2.la R.M.N du carbone 13 (RMN 13C)

La RMN13C donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la

molécule telles que [31 ,49].

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

environnement.

 La connaissance de type des liaisons-C et/ou -O sucres.

Le Tableau -8- présente les déplacements chimiques (en ppm) des carbones des génines de

quelques composés flavoniques.

Tableau-8- : Déplacement chimique des carbones de gémines de quelques composés

flavoniques

Composé 1[50] 2 [50] 3 [51] 4 [52] 5 [53] 6 [53]

Solvant DMSO DMSO CD3OD CD3OD CD3OD CD3OD

C-2 165,5 164,0 158 ,9 148 159 ,3 159,0

C-3 104,3 102,7 135,5 137,2 135,6 135,3

C-4 183,2 181,5 179,7 177,3 179,2 179,4

C-5 162,0 160,8 150,4 162,5 162,9 162,9

C-6 100,3 99,5 100,1 99,3 98,6 99,5

C-7 164,9 162,9 158,5 165,3 166,2 166,4

C-8 95,6 104,6 129,1 94 ,4 94,2 94,9

C-9 158,5 156,0 158,1 158,2 158,5 158,5

C-10 105,1 103,9 105,7 104,5 105,5 105,9

C-1’ 122,7 121,6 122,9 124,3 123,1 123,1

C-2’ 129,8 128,6 132,3 116,0 116,4 116,1

C-3’ 117,3 116,1 116,2 148,7 145,8 145,7

C-4’ 161,8 161 ,4 161,7 146,2 149,8 149,9

C-5’ 117,3 116,1 116,2 116,2 117,3 117,9

C-6’ 129,8 128,6 132,3 121,7 122,3 122,8
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C-1’’ - 74,4 104,1 - 103,7 101,9

C-2’’ - 71,1 75,7 - 75,1 73,9

C-3’’ - 78,7 78,1 - 79,3 75,2

C-4’’ - 70,6 71,4 - 72,5 70,2

C-5’’ - 81,9 78,5 - 78,3 75,4

C-6’’ - 61,4 62,7 - 68,5 67,6

C-1’’’ - - - - 101,2 100,1

C-2’’’ - - - - 71,0 72,1

C-3’’’ - - - - 71,0 72,4

C-4’’’ - - - - 73,2 73,2

C-5’’’ - - - - 70 ,2 69,7

C-6’’’ - - - - 17,0 17,9

1 : Apigénine , 2 : apigénine -8-C-glucopyranoside .

3 : 8-methoxykaempferol-3-O-β- glucopyranoside , 4 : Quercétine.

5 : Quercétine-3-O-β-rutinoside, 6 : Quercétine-3-O-β-robinobioside.
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I. Etude phytochimique de l’espèce Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton

I.1.Introduction

L’herbe au bitume se trouve principalement en Afrique du Nord, en Europe

méditerranéenne et central, en Macaronésie et au Moyen-Orient. Elle set commune

dans toute l'Algérie et surtout dans le Tell. Elle pousse dans les forêts, les broussailles,

sur terrains secs, arides et pierreux [1].

Cette plante est utilisée dans le traitement des spasmes et employée contre  la fièvre et

l’épilepsie. Elle est aussi cultivée comme plante ornementale ou fourragère [1].

I.2.Etude bibliographique

L’étude phytochimiques effectués sur les parties aériennes de l’espèce Bituminaria

bituminosa (L.)C.H.Stiron ont permis l’isolement de trois ptérocarpanes : erybraedine

C 1, Bitucarpine A 2, Bitucarpine B 3, ainsi que : E-werneria chromene 4, plicatine B

5, D-pinitole, β-sitosterole et β-sitosterole glucoside [2]. Une étude biologique récente

a montrée que cette plante présente une activité cytotoxique [3].

Erybraedine C 1 Bitucarpine A 2

Bitucarpine B 3

E-werneria chromene 4 plicatine B 5

Figure-1- : Produits isolés de Bituminaria bituminosa (L.) C.H. Stirton
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I.3.Place dans la systématique

Régne Plantae

Sous-Régne Viridaeplantae

Division Magnoliophyta (Angiospermae)

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Bituminaria

Espèce bituminosa (L.)C.H. Stirton

I.4.Synoyme de la plante B.bituminaria

 Psoralea bituminosa .

 Aspal thium bituminosa (L.) Kuntze .

I.5.Nom vernaculaire de B.bituminaria

adna , Menitna

I.6.Decription botanique

C’est une plante érigée, haute de 50-150 cm .Inflorescences en capitule dense de 10-

15 fleurs, folioles entières. Fleurs longues de 1 cm au moins, à corolle bleue ou

blanche bien plus longue que le calice [4].
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Figure-2-:présentation des parties aériennes de Bituminaria bituminosa

I.7.Protocole expérimental

I.7.1.Récolte du matériel végétal

La plante a été récoltée de la région de Maaskar, au mois de mai 2011. Après séchage

dans un endroit sec et à l’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été coupées

en petits morceaux et pesées (800 g).

I.7.2.Extraction

800g des parties aériennes ont subit une macération dans un mélange

hydroalcoolique (Méthanol:eau ; 7 :3) à chaud pendant 24 heures. Cette opération est

répétée trois fois. Après filtration et concentration à sec sous pression réduite à une

température inferieure à 45°C, l’extrait méthanolique obtenu est dilué avec de l’eau

distillée bouillante. Après décantation, le filtrat subit une extraction  liquide-liquide en

utilisant des solvants de polarité croissante en commençant par le dichlorométhane,

puis l’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les trois phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite à sec et

pesées. On obtient 1g de la phase dichlorométhane, 1.37g de la phase acétate d’éthyle

et 23.73g de la phase n-butanol (Figure-3- ).
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 Macération à chaud (MeOH : H2O)
(7 :3)

 Filtration

 Concentration à sec (< 45°C)

 Dilution avec 1L de H2O chaud
 Filtration

 Extraction par CH2Cl(x3)

 Décantation
 Evaporation

 Extraction par AcOEt(x3)

 Décantation
 Evaporation

 Extraction par n-BuOH(x3)
 Décantation
 Evaporation

Figure-3- : Organigramme d’extraction du Bituminaria bituminosa(L.)C.H.Stirton.

Matière végétale
m = 800 g

Extrait
Méthanolique

Filtrat

Extrait CH2Cl2

m = 1g

Phase aqueuse

Extrait AcOEt
m = 1,37 g

Phase aqueuse

Extrait n-BuOH
m = 23,73 g

Phase aqueuse
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I.7.3. Séparation et purification des extraits polaires de Bituminaria bituminosa

I.7.3.a. Séparation et purification des composés de l’extrait acétate d’éthyle
Une masse de 1.3g d’extrait acétate d’éthyle a été déposée sur une colonne de gel de

silice (type 60 ; 0,040-0,063 mm). L’élution a été réalisée par un mélange de gradients

(n-Hexane, Acétate d’éthyle, MeOH), 20 fractions ont été obtenues (Tableau-1- ).

Tableau-1- : Tableau de fractionnement de l’extrait acétate d’éthyle

Lot des

fractions

N° de la

fraction

Système d’élution

n-Hexane A cOEt MeOH

1 – 5 F1 100 0 0

6 -12 F2 90 10 0

13 - 19 F3 80 20 0

20 - 27 F4 70 30 0

28- 29 F5 60 40 0

30 -34 F6 50 50 0

35 - 40 F7 40 60 0

41-52 F8 30 70 0

53-68 F9 20 80 0

69-76 F10 10 90 0

77-84 F11 0 100 0

85-93 F12 0 90 10

94-106 F13 0 80 20

107-111 F14 0 70 30

112-115 F15 0 60 40

116-123 F16 0 50 50

124-137 F17 0 40 60

138-140 F18 0 30 70

141-142 F19 0 20 80

143-148 F20 0 0 100
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 Etude de la fraction F8

 La fraction F8 a donné un précipité blanc qui a été lavé plusieurs fois

par le méthanol pour obtenir le produit B1.

I.7.3.b. Séparation et purification des composés de l’extrait n-butanol

Une masse de 15 g de l’extrait butanolique a été chromatographie sur colonne de

polyamide SC-6. L’élution a été réalisée par un mélange de polarité croissante

(Toluène-MeOH) pour donner 15 fractions.( Tableau-2- )

Tableau-2- : Tableau de fractionnement de l’extrait n-butanol

Lot de fractions N° de la fraction Système d’élution

Toluène MeOH

1-4 F1 100 0

6-7 F2 98 2

8-19 F3 96 4

20-26 F4 94 6

27-38 F5 92 8

39-44 F6 90 10

45-54 F7 85 15

55-60 F8 80 20

61-67 F9 75 25

68-82 F10 70 30

83-86 F11 60 40

87-96 F12 50 50

97-100 F13 40 60

101-103 F14 20 80

104 F15 0 100
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 Etude des fractions F8, F9, F11

 Le composé B2 sous forme d’un précipité blanc a été obtenu après un

lavage au méthanol de la fractionF8.

 Le composé B3 sous forme d'un précipité blanc a été obtenu après un

lavage au méthanol de la fraction F9.

 le composé B4 sous forme d’un précipité de couleur jaune a été obtenu

de la fraction F11 après lavage au méthanol.

II. Etude phytochimique de l’espèce Centaurea dimorphaViv.

II.1.Etude bibliographique

D’après La recherche bibliographique, la plante Centaurea dimorphaViv. n’a fait

l’objet d’aucune investigation phytochimique.

II.2.Place dans la Systématique

Embranchement Angiospermeae

Classe Dicotyledoneae

Ordre Asterales

Famille Astéraceae

Sous-Famille Cynareae

Genre Centaurea

Espèce dimorphaViv.

II.3.Synonyme de la plante Centaurea dimorphaViv.

 Centaurea eriocephala Boiss.

 Centaurea polyacantha Coss. non Willd.

II.4.Description botanique

C’est une plante désertique. Epine centrale des bractées moyennes ne dépassant pas

15mm de longueur, accompagnée par 4-6 épines basilaires. Epine plus foncées que le

corps de la bractée. Plante à aspect de C. sphaerocephala, pubescente. Tige ailées à

ailes faiblement épineuses, de 20-30 cm, souvent couchées et naissant alors sous un

capitule central subsessile dans une rosette de feuilles. Akènes de 4 mm sur 2,

tachetés, à aigrette plus courte ou subégale et à hile très gros. Son nom vernaculaire

«Belala». [5].
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(a)                                                                  (b)

Figure-4-: (a)Herbier de Centaurea dimorpha Viv. (b) Centaurea dimorpha Viv.

II.5.Protocol expérimental

II.5.1.Récolate du matériel végétal

 1ere Récolte : La plante a été récoltée durant le mois de mai 2008 des environ

de la ville de M’Sila. Après séchage dans un endroit sec et à l’abri des rayons

solaires, les parties aériennes ont été coupées en petits morceaux et pesées

(482g).

 2èmeRécolte : la plante a été récoltée durant le mois de mai 2012

des environ de la ville de M'Sila. Après séchage dans un endroit sec et à l’abri

des rayons solaires, les parties aériennes ont été coupées en petits morceaux et

pesées (1000g).

II.5.2.Extraction

 Extraction de la 1ere récolte de la plante

Les parties aériennes de C.dimorphaViv. (m=482g) sont mises à macérer dans le

méthanol pendant 24 heures, cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement

du solvant. Apres concentration sous vide à 35°c, l’extrait méthanolique obtenu est

dilué avec de l’eau distillée (500 ml pour 1Kg de matière sèche).

Après filtration le filtrat ainsi obtenu formant la phase aqueuse a subi des extractions

successives de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en

commençant par le dichlorométhane, puis l’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les trois phases organiques ainsi obtenues (CH2Cl2, AcOEt et n-BuOH) sont séchées

par du Na2SO4anhydre, puis filtrées, concentrées à sec sous pression réduite donnant

les extraits correspondants.

La figure suivante résume les différentes étapes de cette extraction :
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 Macération (MeOH)

 Filtration

 Evaporation (T=35°C)

 H2O distillée

 Filtration

 Extraction par CH2Cl2 (x3)

 Décantation

 Na2SO4, Filtration

 Evaporation



 Extraction par AcOEt (x3)

 Décantation
 Na2SO4, Filtration

 Evaporation

 Extraction par n-BuOH (x3)
 Décantation

 Na2SO4, Filtration
 Evaporation

Figure-5- : Organigramme d’extraction du Centaurea dimorphaViv (I).

Matière végétale
m = 482 g

Extrait
Méthanolique

Filtrat

Extrait CH2Cl2

m = 1,6 g

Phase aqueuse

Extrait AcOEt
m = 3 g

Phase aqueuse

Extrait BuOH
m = 5 g

Phase aqueuse
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Extraction de la 2éme récolte de la plante.

1000g des parties aériennes ont subit une macération dans un mélange

hydroalcoolique (MeOH:H2O, 7 :3) à chaud pendant 24heures cette opération est

renouvelée 3 fois. Après filtration, concentration à une température inférieure à 45°C,

on ajoute 1 L de H2O  bouillante au filtrat. La solution ainsi obtenue est laissée

décanter pendant une nuit. Après filtration, la solution aqueuse est épuisée

successivement par n-Hexane, acétate d’éthyle (AcOEt), et en fin n-butanol (n-

BuOH), conduisant à l’obtention de 3 phases:

 Hexane

 acétate d’éthyle (1,44g)

 n-butanol (9,5g)

Le protocole des différentes étapes d’extraction de l’espèce Centaurea dimorpha Viv

est représenté dans la Figure -6- .
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 MeOH : H2O (7 :3)

 Filtration
 Evaporation (< 45°c)

 H2O bouillant
 Filtration

 n-Hexane
 Décantation
 Evaporation

 AcOEt(x3)
 Décantation

 Evaporation

 n-butanol (x3)
 Décantation

 Evaporation

Figure -6- : Organigramme d’extraction du Centaurea dimorpha Viv. (II).
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Extrait n-Hexane
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II.5.3.Séparation et purification des extraits issus de Centaurea dimorpha Viv

II.5.3.a.Séparation et purification des composés de l’extrait dichlorométhane
Le fractionnement de l’extrait CH2Cl2 (1,6 g) est réalisé sur une colonne de gel de

silice (60 ; 0,040-0,063 mm). L’élution a été effectuée par le n-hexane, dont on

augmente progressivement la polarité par addition de l’acétate d’éthyle, Conduisant à

32 fractions. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau -3-.

Tableau -3- : Résultats de Fractionnement de l’extrait CH2Cl2

Lot de fractions N°de la fraction Système d’élution
n-Hexane AcOEt

1-17 F1 100% 0%
18
19
20
21

22-23
24-26
27-29
30-33
34-38
39-41
42-57
58-83
84-88

F2

F3

F4

F5

F6

F7

F8

F9

F10

F11

F12

F13

F14

9 1

89-91
92-99

100-101
102

103-112
113-143
144-170
171-191
192-200

F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

F22

F23

7 3

201-218
219-220
221-239
240-257

F24

F25

F26

F27

1 1

258-266
267-284
285-310

F28

F29

F30

1 2

311-318 F31 0% 100%
319-324 F32 100% MeOH
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 Etude de la fraction F19:

La fraction F19 a été séparée sur CCM préparative de polyamide en utilisant

Toléne/Méthanol/Mèthyl éthyl cétone (4 :3 :3) comme éluant pour donner deux

composés D1 et D2.

II.5.3.b.Séparation et purification des composés de l’extrait AcOEt :

1.44 g d’extrait AcOEt ont été déposés sur une colonne de gel de silice (60, 0,040 –

0,030 mm). L’élution a été réalisée par un gradient Ether de pétrole /Acétate

d’éthyle/MeOH de polarité croissante pour donner 24 fractions. Les résultats obtenus

sont résumés dans le Tableau-4-.

Tableau-4- : Résultats de Fractionnement de l’extrait AcOEt

Lot de
fractions

N° de la
fraction

Système d’élution
Ether de
pétrole

AcOEt MeOH

1-5 F1 100 0 0
6-66 F2 90 10 0
67-79 F3 85 15 0
80-86 F4 80 20 0
87-91 F5 75 25 0
92-105 F6 70 30 0
106-120 F7 65 35 0
121-139 F8 60 40 0
140-143 F9 50 50 0
144-157 F10 40 60 0
158-163 F11 30 70 0
164-171 F12 20 80 0
172-177 F13 10 90 0
178-185 F14 0 100 0
186-190 F15 0 90 10
191-194 F16 0 80 20
195-198 F17 0 70 30
199-201 F18 0 60 40
202-205 F19 0 50 50
206-209 F20 0 40 60
210-213 F21 0 30 70
214-217 F22 0 20 80
218-221 F23 0 10 90
222-225 F24 0 0 100
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 Etude des fractions F4, F7, F9

 la fraction F4 (50 mg) a subi une séparation chromatographique sur

colonne de gel silice (60; 0,040-0,063 nm) en utilisant comme éluant

un mélange de CH2Cl2/Acétate d'éthyle. 5 sous fraction ont été ainsi

obtenues.

Tableau-5- : Résultat de la séparation de la fraction F4

Lot N° de la

fraction

Système d'élution

CH2Cl2 AcOEt

1-8
9-20
21-30
31-36
37-41

W1

W2

W3

W4

W5

90
80
70
50
30

10
20
30
50
70

 La sous fraction W2 a été purifié sur colonne de Sephadex LH-20 en utilisant

le méthanol comme éluant pour donner le composé C1.

 La fraction F7 a donné un précipité jaune qui a été purifiée par lavage

au méthanol pour obtenir le composé C2.

 La fraction F9 a donnée un précipité blanc qui a été purifiée par lavage

au méthanol pour obtenir le composé C3.
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I. Détermination structural des produits isolés de l'espèce B. bituminosa

I.1. Le composé B1

L'examen du spectre RMN1H (Spectre N°1, N°1bis) montre:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 8,30 ppm attribuable à H-2, caractérisant la

structure d'une isoflavone.

 Deux doublets d'intégration 2H chacun, à δ= 6,82 ppm et à δ= 7,38 ppm, (J=

8,5 Hz), attribuables à H-3', H-5' et H-2', H-6' respectivement indiquant ainsi

une substitution du cycle B en position 4'.

 Un épaulement d'intégration 1H à δ= 9,70 ppm attribuable à 4'-OH.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 2,1 Hz) indicateur d'un couplage méta à δ=

6,85 ppm attribuable à H-8.

 Un doublet dédoublé (J= 8,7 ppm; J= 2,1 ppm) indicateur d'un couplage méta

et d'un couplage ortho à δ= 6,93 ppm attribuable à H-6.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 8,7 ppm) indicateur d'un couplage ortho à δ=

7,96 ppm attribuable à H-5.

Les données relatives à la RMN1H de ce composé sont reportées dans le Tableau-1- .

Tableau -1-: Données de la spectroscopie RMN1H du composé B1

Déplacement

chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

9,70

8,30

7,96

7,38

6,93

6,85

6,82

1H

1H

1H

2H

1H

1H

2H

s

s

d(8,7)

d(8,5)

dd (8,7-2,1)

d(2,1)

d(8,5)

4'-OH

H-2

H-5

H-2' ; H-6'

H-6

H-8

H-3' ; H-5'
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Spectre N°1: RMN1H (250 MHz, DMSO) du produit B1

Spectre N°1 bis: Etalement du spectre N°1 dans la zone 6,70 – 8,40 ppm

H-3', H-5'

H-8

H-6

H-2', H-6'

H-5

H-2
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Les données de la RMN1H permettent de proposer la structure suivante:

Les données de la série spectrale UV (Tableau-2-, Spectre N°2) montrent:

 La bande I sous forme d’un épaulement à environ 306 nm et la bande II à 249

nm ainsi que la fluorescence Orange sous lumière de Wood confirment le

squelette de type isoflavone.

 Le déplacement bathochrome de la bande II après addition de NaOAc (Δλ ═

+5 nm) comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique la

présence d’un OH libre en position 7.

 Pas de déplacement bathochrome de la bande II en comparant les spectres

NaOAc+H3BO3 et MeOH, ce qui prévoit l’absence de système orthodi-OH sur

le noyau A.

 L'absence du déplacement bathochrome de la bande II enregistré après

addition de AlCl3+HCl comparativement à celui enregistré dans le méthanol

confirme l'absence d’un OH libre en position 5.

Tableau-2-: Données de la série spectrale UV du composé B1

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm)

MeOH 306 249

+NaAOc 336 254

+NaOAc+H3BO3 307 249

+AlCl3 305 249

+AlCl3+HCl 305 249

OR

OH
O
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Spectre N° 2: Série spectrale UV du produit B1
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Les résultats de la  RMN13C (Tableau-3- ; Spectre N°3) confirme  les données des

analyses précédentes.

Tableau-3-: Données de la spectroscopie RMN13C du composé B1

Déplacement
chimique δ(ppm)

Attribution

152,9
123,5
175,0
127,3
115,0
162,6
102,1
157,4
117

122,5
130,1
114,9
157,2

C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-1'

C-2' ; C-6'
C-3' ; C-5'

C-4'

Spectre N°3: RMN13C (125 MHz, DMSO) du produit B1
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L'ensemble de ces données, nous conduit à la structure de la 4',7-

dihydroxyisoflavone (daidzeine). Cette identification est confirmée par comparaison

des données spectrales avec celle publiées dans la littérature [1].

4',7- dihydroxyisoflavone (Daidzeine)

I.2. Le composé B3

L'examen du spectre RMN1H (Spectre N°4, N°4 bis) montre:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 8,45 ppm attribuable à H-2, caractérisant la

structure d'une isoflavone.

 Deux doublets d'intégration 2H chacun, à δ= 6,82 ppm et à δ= 7,41 ppm, (J=

8,5 Hz), attribuables à H-3', H-5' et H-2', H-6' respectivement indiquant ainsi

une substitution du cycle B en position 4'.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 9,55 ppm attribuable à 4'-OH.

 Un doublet dédoublé (J= 8,8 ppm; J= 2,2 ppm), indicateur d'un couplage méta

et d'un couplage ortho à δ= 7,15 ppm attribuable à H-6.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 2,2 Hz), indicateur d'un couplage méta à δ=

7,25 ppm attribuable à H-8.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 8,8 ppm), indicateur d'un couplage ortho à δ=

8,05 ppm attribuable à H-5.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 6,4 Hz), caractérisant le proton anomérique

d'un glucose à δ= 5,10 ppm.

Les données relatives à la spectroscopie RMN1H sont rassemblées dans le Tableau-4-

OHO

OH
O



Résultats et Discussion

79

Tableau-4-: Données de la spectroscopie RMN1H du composé B3

Déplacement
chimique δ (ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

9,55
8,45
8,05
7,41
7,25
7,15
6,82
5,10

1H
1H
1H
2H
1H
1H
2H
1H

s
s

d(8,8)
d(8,5)
d(2,2)

dd(8,8-2,2)
d(8,5)
d(6,4)

4'-OH
H-2
H-5

H-2' ; H-6'
H-8
H-6

H-3' ; H-5'
H-1''

Spectre N°4: RMN1H (250 MHz, DMSO) du produit B3

H-1''

H-2

4-OH
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Spectre N°4 bis: Etalement du spectre N°4 dans la zone 6,70- 8,10 ppm

Les données de la série spectrale UV (Tableau-5-, Spectre N°5) montrent:

 La bande I sous forme d’un épaulement à environ 306 nm et la bande II à 261

nm ainsi que la fluorescence Orange sous lumière de Wood confirment le

squelette de type isoflavone.

 L'absence d'un déplacement bathochrome de la bande II après addition de

NaOAc comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique

l'absence d’un OH libre en position 7.

 Pas de déplacement bathochrome de la bande II en comparant les spectres

NaOAc+H3BO3 et MeOH, ce qui prévoit l’absence de système orthodi-OH sur

le noyau A.

 L'absence du déplacement bathochrome de la bande II enregistré après

addition de AlCl3+HCl comparativement à celui enregistré dans le méthanol

confirme l'absence d’un OH libre en position 5.

H-5

H-2', H-6'

H-8

H-6

H-3', H-5'
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Tableau-5-: Données de la série spectrale UV du composé B3

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm)

MeOH 306 261

+NaOAc 306 261

+NaOAc+H3BO3 306 261

+AlCl3 305 261

+AlCl3+HCl 305 261

Spectre N°5: Série spectrale UV du produit B3
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Le spectre RMN13C (Spectre N°6) et le spectre DEPT 135 (Spectre N°7) confirme

les données des analyses précédentes: en effet le spectre RMN13C donne 21 atomes de

carbones dont six signaux résonants à 100 ppm; 73,1 ppm; 76,4 ppm; 69,6 ppm; 77,2

ppm; 60,6 ppm. Selon la littérature, ces déplacement chimiques sont caractéristiques

des carbones osidiques C-1'', C-2'', C-3'', C-4'', C-5'' et C-6'' d'un O-glucose [1].

Les données relatives à la RMN13C de ce composé sont reportées dans le Tableau-6-.

Tableau-6-: Données de la spectroscopie RMN13C du composé B3

Déplacement

chimique δ (ppm)

Attribution

153,3

123,7

174,7

126,9

115,5

161,4

103,3

157,0

118,4

122,3

130,0

114,9

157,2

100,0

73,1

76,4

69,6

77,2

60,6

C-2

C-3

C-4

C-5

C-6

C-7

C-8

C-9

C-10

C-1'

C-2' ; C-6'

C-3' ; C-5'

C-4'

C-1''

C-2''

C-3''

C-4''

C-5''

C-6''
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Spectre N°6: RMN13C (250 MHz, DMSO) du produit B3

Spectre N° 7: DEPT 135 (250 MHz, DMSO) du produit B3
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L'analyse de l'ensemble de ces données spectrales nous permis de déduire la structure

du composé B3. Il s'agit de la daidzein 7-O-glucoside (Daidzine) [1-2].

Daidzein 7-O-glucoside (Daidzine)

I.3. Le composé B4

Le spectre de masse enregistré en mode Electrspray (Spectre N°8) montre un pic

pseudomoléculaire à m/z =449 [M+H]+ correspondant à la formule brute C21H20O11.

Spectre N° 8: Spectre de masse du produit B4

O

OH

Glc-O

O
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L'examen du spectre RMN1H (Spectre N°9; N°9 bis) montre la présence des signaux

caractéristiques d'un flavonoide de type flavone qu'on peut identifier par:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,48 ppm attribuable à H-8.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,68 ppm attribuable à H-3.

 Un doublet d'intégration 1H à δ= 6,89 ppm (J= 8,1 Hz) indicateur d'un

couplage ortho attribuable à H-5'.

 Un doublet d'intégration 1H à δ= 7,42 ppm (J= 2,2 Hz), indicateur d'un

couplage méta attribuable à H-2'.

 Un doublet dédoublé (J= 8,1 Hz; J= 2,2 Hz), indicateur d'un couplage méta et

d'un couplage ortho à δ= 7,45 ppm attribuable à H-6'.

La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d'un cycle B substitué en

position 3' et 4'.

 Un doublet d'intégration 1H (J= 9,8 Hz) à δ= 4,59 ppm caractérisant le proton

anomérique d'un glucose.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 13,55 ppm attribuable à 5-OH.

Les données relatives à la RMN1H de ce composé sont dans le Tableau-7-.

Tableau-7-: Données de la spectroscopie RMN1H du composé B4

Déplacement

chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

13,55

7,45

7,42

6,89

6,68

6,48

4,59

1H

1H

1H

1H

1H

1H

1H

s

dd(8,1-2,2)

d(2,2)

d(8,1)

s

s

d(9,8)

5-OH

H-6'

H-2'

H-5'

H-3

H-8

H-1''
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Spectre N° 9: RMN1H (250 MHz, DMSO) du produit B4

Spectre N°9 bis: Etalement du spectre N°9 dans la zone 6-8 ppm

5-OH

H-1"

H-8H-3

H-5'

H-6'

H-2'
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Les données de la RMN1H permettent de proposer la structure suivante.

Cette structure flavonique est confirmée d'une part par une fluorescence violette sous

lumière de wood et d'autre part par l'étude de la série spectrale UV (Tableau-8-,

Spectre N°10) dont on peut tirer les indications suivantes:

 Le spectre enregistré dans le MeOH montre deux bande d'absorption, une

bande II à 270 nm et une bonde I à 350 nm confirmant la srtucture d'une

flavone.

 L'addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I

(∆λ = +62 nm) avec le maintient de la même intensité de l'absorbance prouve

qu'il existe un groupe (-OH) en position 4'. L'apparition d'une nouvelle bande

dans ce même spectre à 334 nm révèle la présence d'un OH libre en position

7.

 L'addition de NaOAc qui provoque un déplacement bathochrome de la bande

II par rapport au spectre pris dans le MeOH confirme la présence d'un OH

libre en 7 (∆λ = +2 nm).

 Le déplacement hypsochromique de la bande I dans AlCl3+HCl par rapport

au spectre AlCl3 (∆λ = -35 nm) et l'effet bathochrome de la même bande

dans NaOAc+H3BO3 par rapport au méthanol (∆λ = +17 nm) confirment la

présence d'un système ortho diOH sur le noyau B.

 Le déplacement bathochrome de la bande I (∆λ = +32 nm) enregistré après

addition de AlCl3 comparativement à celui enregistré dans le méthanol

confirme la présence d'un (-OH) libre en position 5.

OR2

R1

OH

R4

R3

O
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Tableau-8-: Données de la série spectrale UV du composé B4

Réactifs Bande I(nm) Bande II(nm) Autres bandes (nm)

MeOH 350 270 -

+NaOH 412 270 334

+NaOH+5min 412 270 334

+AlCl3 417 275 -

+AlCl3+HCl 382 278 355

+NaOAc 367 272 397

+NaOAc+H3BO3 377 264 -

Spectre N°10: Série spectrale UV du produit B4
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Les données de la RMN1H et celles de la série spectrale UV permette de proposer la

structure suivante:

Le spectre RMN13C (Spectre N°11) donne 21 atomes de carbones dont six signaux

résonants à 61,5 ppm; 70,2 ppm; 70,6 ppm; 73,1 ppm; 79,0 ppm; 81,6 ppm. Selon la

littérature, ces déplacement chimiques correspond aux carbones C-6'', C-4'', C-2'', C-

1'', C-3'', C-5'' d'un C-glucoside [3].

Spectre N° 11: RMN13C (125 MHz, DMSO) du produit B4
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L'analyse de l'ensemble de ces données spectrales nous a permis de déduire la

structure du composé B4. Il s'agit du Luteoline 6-C-glucoside (Isoorientine) [3, 4, 5].

.

Luteoline 6-C-glucoside (Isoorientine)

II. Détermination structural de produits isolés de l'espèce C. dimorpha

II.1. Le composé D1

L'étude du spectre RMN1H (Spectre N°12) montre la présence des signaux

caractéristique d'un flavonoide de type flavone reconnaissable par:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,60 ppm attribuable à H-3.

 Deux doublet d'intégration 1H chacun, le premier à δ= 6,46 ppm, le second à

δ= 6,21 ppm de couplage J= 2,1 Hz (couplage meta) attribuable à H-8 et H-6

respectivement indiquant ainsi une substitution des carbones 5 et 7.

 Deux doublet d'intégration 2H chacun, à δ= 6,93 ppm et à δ= 7,86 ppm, (J=

8,8 Hz), attribuables à H-3', H-5' et H-2', H-6' respectivement indiquant ainsi

une substitution du cycle B en position 4'.

L'ensemble de ces données est reporté dans le Tableau-9-.

Tableau-9- : Données de la spectroscopie RMN1H du composé D1

Déplacement
chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

7,86

6,93

6,60

6,46

6,21

2H

2H

1H

1H

1H

d(8,8)

d(8,8)

s

d(2,1)

d(2,1)

H-2', H-6'

H-3', H-5'

H-3

H-8

H-6

O

OH

Glc

HO

OH

OH

O



Résultats et Discussion

91

Spectre N°12 : RMN1H (400 MHz, CD3DO) du produit D1

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante:

Cette structure flavonoїque est confirmée par la fluorescence violette sous lumière de

Wood, ainsi que l'étude de la série spectral UV (Tableau-10-, Spectre N°13), de

laquelle on peut tirer les indications suivantes:

 Le maximum d'absorption de la bande I à 336 nm du spectre enregistré dans le

méthanol indiquant qu'il s'agit d'un flavonoïde de type flavone.

 L'addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I

(∆λ = +63 nm) indique la présence d'un OH libre en position 4', l'apparition

d'une nouvelle bande à 325 nm est révélateur de la présence d'un OH libre en

position 7.

O

O

R2

R1

R3



Résultats et Discussion

92

 L'addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrom de la bande II

(∆λ = +6 nm) par rapport au spectre du MeOH confirme la présence d'un OH

libre en position 7.

 Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu

(AlCl3+HCl) comparativement à celui enregistré dans le méthanol (∆λ = +45

nm) indique la présence d'un OH libre en 5.

 L'absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les

spectres AlCl3+HCl et AlCl3, indique qu'il n'y a pas de groupement ortho di

OH sur le cycle B.

Tableau-10- : Données de la série spectrale UV du composé D1

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Autres bandes (nm)

MeOH 336 269 -

NaOH 399 275 325

AlCl3 381 276 301-341

AlCl3+HCl 381 277 300-339

NaOAc 371 275 301



Résultats et Discussion

93

Spectre N°13 : série spectrale UV du produit D1
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L'ensemble des données RMN1H et UV, laisse proposer la structure suivante:

5,7,4'-trihydroxyflavone (Apigénine)

I.2. Le composé D2

L'étude du spectre RMN1H (Spectre N°14) montre la présence de signaux

caractéristique d'un flavonoid de type flavone reconnaissable par:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,84 ppm attribuable à H-3.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,78 ppm attribuable à H-8.

 Deux doublet d'intégration 2H chacun, à δ=6,91 ppm et δ= 7,91 ppm, (J= 7,08

Hz), attribuable à H-3', H-5' et H-2',H-6' respectivement indiquant ainsi une

substitution du cycle B en position 4'.

 Un singulet d'intégration 3H à δ= 2,52 ppm montrant la présence d'un

groupement méthoxyle dans la molécule.

 Un singulet d'intégration 1H à δ=13,04 ppm attribuable à 5-OH.

Le Tableau-11- présente tous ces résultats.

Tableau-11-: Données de la spectroscopie RMN1H du composé D2

Déplacement
chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

13,04

7,90

6,91

6,84

6,78

2,52

1H

2H

2H

1H

1H

3H

s

d(7,08)

d(7,08)

s

s

s

5-OH

H-2', H-6'

H-3', H-5'

H-3

H-8

-OCH3

O

O

HO

OH

OH
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Spectre N°14 : RMN1H (400 MHz, DMSO) du produit D2

Et pour confirmer les positions des deux protons (H-3 et H-8) on a utilisé la technique

de la RMN bidimensionnelle HSQC.

Spectre N°15 : HSQC (400 MHz, DMSO) du produit D2
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Le spectre HSQC (Spectre N°15) montre que l'atome de carbone C-8 qui a un

déplacement chimique  caractéristique (95,6 ppm), est relié directement au proton H-8

lequel son déplacement chimique est de 6,78 ppm, et que l'atome de carbone C-3 qui a

un déplacement chimique caractéristique (104,3 ppm), est relié directement au proton

H-3 qui a comme déplacement chimique la valeur 6,84 ppm.

Les autres corrélations obtenues dans le spectre HSQC correspond exactement à leurs

atomes de carbones mentionnés dans le spectre RMN1H.

Le spectre COSY (Spectre N°16) montre une tache de corrélation entre H-5',H-3' et

H-6',H-2' confirme la substitution de la position 4'.

Spectre N°16 : COSY (400 MHz,DMSO) du produit D2
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Par ailleurs, la fluorescence violette sous lumière de Wood, plus la valeur maximale

de la longueur d'onde de la bande I en présence du méthanol à 338 nm confirmant la

structure d'une flavone (Spectre N°17).

L'addition du réactif NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (∆λ

= +62 nm) sans diminution de l'intensité prouve la présence d'un groupement OH

libre en position 4', d'un autre coté, l'apparition d'une nouvelle bande à 327 nm montre

la présence d'un OH libre en 7.

Il n'y a pas de déplacement de la bande I après comparaison des deux spectres : AlCl3

et AlCl3+HCl, indique l'absence du groupement ortho di-OH sur le cycle B.

Le déplacement bathochrome de la bande I (∆λ = +19 nm) enregistré après addition

de AlCl3+HCl comparativement à celui enregistré dans le méthanol indique la

présence d’un OH libre en position 5 avec oxygénation en position 6.

Ces résultats obtenus sont représentés sur le tableau suivant.

Tableau-12- : Données de la série spectrale UV du composé D2

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Autres bandes (nm)
MeOH 338 275 -

+NaOH 400 275 327

+NaOH+5min 400 275 327

+AlCl3 368 284 -

+AlCl3+HCl 357 284 -

+NaOAc 380 277 -

+NaOAc+H3BO3 350 275 -
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Spectre N°17 : Série spectrale UV du produit D2

250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

A
B
S

Long d'onde (nm)

CM3+MeOH
CM3+NaOH
CM3+NaOH+5min

MeOH
+NaOH
+NaOH+5min

250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

A
B
S

Long d'onde (nm)

cm3+MeOH
cm3+MeOH+NaOAc
cm3+MeOH+NaOAc+H3BO3

MeOH
+NaOAc
+NaOAc+H3BO3

250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

A
B

S

Long d'onde (nm)

CM3+MeOH
CM3+AlCl3
CM3+AlCl3+HCl

MeOH
+AlCl3

+AlCl3+HCl



Résultats et Discussion

99

L'analyse de l'ensemble de ces données spectrales nous a permis de déduire la

structure du composé D2. Il s'agit du 5,7,4'-trihydroxy-6-méthoxyflavone connu

sous le nom de Hispiduline.

5,7,4'-trihydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline)

I.3. Le composé C1

L'étude du spectre RMN1H (Spectre N°18, N°18 bis) montre la présence des signaux

caractéristique d'une flavonoide de type flavone reconnaissable par:

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,43 ppm attribuable à H-6.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,85 ppm attribuable à H-8.

La présence de ces deux signaux est en faveur d'un cycle A substitué en position 5 et

7.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,86 ppm attribuable à H-3.

 Deux doublet d'intégration 2H chacun, à δ= 7,57 ppm et δ= 8,01 ppm (J= 8,4

Hz), attribuable à H-3',H-5' et H-2',H-6' respectivement indiquant ainsi une

substitution du cycle B en position 4'.

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 12,57 ppm attribuable à 5-OH.

 Un singulet d'intégration 3H à δ= 3,87 ppm indiquant la présence d'un

groupement méthoxyle dans la molécule.

L'ensemble de ces données est reporté dans le Tableau-13-.

O

OH

H3CO

HO

O

OH
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Tableau-13-: Données de la spectroscopie RMN1H du composé C1

Déplacement
chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution

12,57
8,01
7,57
6,86
6,85
6,43
3,87

1H
2H
2H
1H
1H
1H
3H

s
d (8,4)
d (8,4)

s
s
s
s

5-OH
H-2',H-6'
H-3',H-5'

H-3
H-8
H-6

OCH3

Spectre N°18 : RMN1H (600 MHz, DMSO) du produit C1

Spectre N°18 bis: Etalement du spectre N°18 dans la zone 6,00-8,50 ppm

OCH3

5-OH

H-2'
H-6'

H-3'
H-5'

H-6

H-8
H-3
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Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante:

Cette structure flavonїque est confirmée par la fluorescence violette sous lumière de

Wood, ainsi que l'étude de la série spectrale UV (Tableau-14-, Spectre N°19), dont

on peut tirer les indications suivantes:

 Le maximum d'absorption de la bande I à 342 nm dans le spectre enregistré

dans le MeOH indiquant qu'il s'agit d'un flavonoïde de type flavone.

 L'addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I

(∆λ= +50 nm) indique la présence d'un OH libre en 4'.

 L'absence du déplacement bathochrome de la bande II après addition de

NaOAc comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique

l'absence d'un OH libre en position 7.

 Pas de déplacement bathochrome de la bande I en comparant les spectres

NaOAc+H3BO3 et MeOH, ce qui prévoit l'absence de système orthodi-OH sur

le noyau B, ceci est confirmé par l'absence du déplacement hypsochrome de

la même bande dans AlCl3+HCl par rapport au AlCl3.

 Le déplacement bathochrome de la bande I (∆λ= +51 nm) enregistré après

addition de AlCl3 comparativement à celui enregistré dans le méthanol

confirme la présence d'un OH libre en 5.

Ces résultats permettent de localiser le groupement méthoxyle en position 7.

Les données relatives à la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau suivant.

O

OH

R7

R4'

O
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Tableau-14-: Données de la série spectrale UV du produit C1

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Autres bandes (nm)

MeOH 342 269 -

+NaOH 392 272 -

+NaOH+5min 392 272 -

+NaOAc 380 270 -

+NaOAc+H3BO3 350 269 -

+AlCl3 393 274 300-357

+AlCl3+HCl 390 276 298-347

Spectre N°19 : Série spectrale UV du produit C1
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L'ensemble des données spectrales RMN1H et UV nous a conduit à la structure de :

5,4'-dihydroxy-7-méthoxyflavone (Genkwanine) [6].

5,4'-dihydroxy-7-méthoxyflavone (Genkwanine)

II.4. Le composé C2

L'étude du spectre RMN1H (Spectre N°20, N°20 bis) montre la présence des signaux

caractéristique d'un flavonoïde de type flavone reconnaissable par :

 Un singulet d'intégration 1H à δ= 6,89 ppm attribuable à H-3.

 Deux doublet d'intégration 1H chacun, le premier à δ= 6,18 ppm, le second à

δ= 6,50 ppm avec une constante de couplage J= 1,9 Hz (couplage meta)

attribuable à H-6 et H-8 respectivement, indiquant ainsi une substitution des

carbones 5 et 7. Concernant la position 5, le signal d'intégration 1H à δ= 13

ppm attribuable à un OH formant une chélation avec le carbonyle montre que

cette position est hydroxylée.

 Un doublet d'intégration 1H à δ= 6,93 ppm (J= 8,9 Hz), indicateur d'un

couplage ortho attribuable à H-5'.

 Un doublet d'intégration 2H à δ= 7,56 ppm attribuable à H-2' et H-6'.

La présence de ces deux derniers signaux est en faveur d'un cycle B substitué en

position 3' et 4'.

 Un singulet d'intégration 3H à δ= 3,58 ppm indiquant la présence d'un

groupement méthoxyle dans la molécule.

O

OH

H3CO

OH

O
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Spectre N°20 : RMN1H (500 MHz, DMSO) du produit C2

Spectre N°20 bis: Etalement du spectre N°20 dans la zone 6,1 – 8,0 ppm

H-6
H-8

H-3

H-5'

H-2'
H-6'

H-6
H-8

H-3H-5'H-2'
H-6'

5-OH
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Par ailleurs, l'examen du spectre RMN 2D, COSY (Spectre N°21) montre:

 Une corrélation entre les noyaux des doublets à δ= 7,56 ppm et δ= 6,93 ppm

confirmant les attributions de H-2',H-6' et H-5' donc une substitution du noyau

B en 3' et 4'.

 Une tache de corrélation entre H-6 et H-8 confirme la substitution des deux

positions 5 et 7.

Les données relatives à la RMN1H ainsi que la COSY sont rassemblées dans le

Tableau-15-.

Tableau-15-: RMN1H et COSY du composé C2

Déplacement

chimique δ(ppm)

Intégration Multiplicité

J(Hz)

Attribution COSY

13

7,56

6,93

6,89

6,50

6,18

3,58

1H

2H

1H

1H

1H

1H

3H

s

d

d(8,9)

s

d(1,9)

d(1,9)

s

5-OH

H-2', H-6'

H-5'

H-3

H-8

H-6

OCH3

-

5'

2',6'

-

6

8

-
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Spectre N°21 : COSY (500 MHz, DMSO) du produit C2

Les données de la RMN1H et la COSY permettent de proposer la structure suivante

Cette structure flavonїque est confirmée d'une part par une fluorescence violette sous

lumière de Wood et d'autre part par l'étude de la série spectrale UV (Tableau-16-,

Spectre N°22) dont on peut tirer les indications suivantes:

 Le spectre enregistré dans le MeOH montre deux bandes d'absorption, une

bande I à 343 nm et une bande II à 269 nm confirmant la structure d'une

flavone.

O

O

R7

OH

R4'

R3'

H-6,H-8

H
-8, H

-6

H-5'- H-2', H-6'

H-2', H-6'- H-5'
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 L'addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (∆λ

= +54 nm) avec le maintient de la même intensité de l'absorbance prouve qu'il

existe un groupe (-OH) en position 4'. L'apparition d'une nouvelle bande dans

ce même spectre à 330 nm révèle la présence d'un OH libre en position 7.

 L'addition de NaOAc qui provoque un déplacement bathochrome de la bande

II (∆λ = +6 nm) par rapport au spectre pris dans le MeOH confirme la

présence d'un OH libre en 7.

 Le déplacement bathochrome de la bande I (∆λ = +42 nm) enregistré après

addition de AlCl3+HCl comparativement à celui enregistré dans le MeOH

confirme la présence d'un OH libre en 5.

 Pas de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres

AlCl3+HCl et AlCl3, ce qui prévoit l'absence d'un système ortho dihydroxylé

sur le cycle B, ceci est confirmé par l'absence du déplacement bathochrome de

la même bande dans NaOAc+H3BO3 par rapport au MeOH.

Ces résultats permettent de localiser le groupement méthoxyle en position 3'.

Les données relatives à la série spectrale UV sont rassemblées dans le Tableau-16-.

Tableau-16-: Données de la série spectrale UV du composé C2

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Autres bandes (nm)

MeOH 343 269 285

+NaOH 397 276 330

+NaOH+5min 397 276 330

+AlCl3 388 275 298-360

+AlCl3+HCl 385 277 350

+NaOAc 366 275 314

+NaOAc+H3BO3 347 270 -
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Spectre N°22 : Série spectrale UV du produit C2

250 300 350 400 450 500
0,0

0,1

0,2

0,3

MeOH

250 300 350 400 450 500
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0 MeOH
+NaOH
+NaOH+5min

250 300 350 400 450 500
0,0

0,5

1,0

MeOH
+AlCl3

+AlCl3+HCl

250 300 350 400 450 500
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
MeOH

+NaOAc
+NaOAc+H3BO3



Résultats et Discussion

109

Le spectre RMN13C (Spectre N°23) et le spectre HSQC (Spectre N°24) confirment

les données des analyses précédentes: en effet le spectre HSQC montre les différentes

corrélations entre chaque proton mentionné dans le spectre RMN1H et son atome de

carbone. L'ensemble de ces données sont mentionnés sur le tableau suivant.

Tableau-17-: Données de la RMN13C et HSQC du composé C2

Déplacement chimique δ(ppm) Attribution HSQC

164,9

103,6

181,8

161,4

98,8

163,6

94,0

157,3

103,2

121,5

110,1

150,7

148,0

115,7

120,3

55,9

C-2

C-3

C-4

C-5

C-6

C-7

C-8

C-9

C-10

C-1'

C-2'

C-3'

C-4'

C-5'

C-6'

OCH3

-

H-3

-

-

H-6

-

H-8

-

-

-

H-2'

-

-

H-5'

H-6'

-



Résultats et Discussion

110

Spectre N°23 : RMN13C (250MHz, DMSO) du produit C2

Spectre N°24 : HSQC (500 MHz, DMSO) du produit C2
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L'analyse de l'ensemble de ces données spectrale nous permis de déduire la structure

du composé C2. Il s'agit da la 5,7,4'-trihydroxy-3'-méthoxyflavone (Chrysoériol).

Cette identification est confirmée par comparaison des données spectrales avec celle

publiées dans la littérature [7].

5,7,4'-trihydroxy-3'-méthoxyflavone (Chrysoériol)

O

O

HO

OH

OH

OCH3
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I. Activité anti-oxydante

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements

fonctionnel, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des

extraits pourrait mener à des résultats dispersés selon l’essai utilisé. Par conséquent,

une approche avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des

extraits serait plus instructif et même nécessaire [1].

Pour l’évaluation du potentiel antioxydant de l’extrait butanolique de la plante

Bituminaria bitumininosa, nous avons utilisées deux méthodes : la méthode du radical

DPPH et CUPRAC (CUPric ion Reducing Antioxidant Capacity ).

I.1.Matériel et Méthode

I.1.1.Test DPPH

 Radical DPPH

Le pouvoir antioxydant peut être mesuré par la capacité du composé testé à piéger le

radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazule). Il s’agit d’un radical stable possédant

une couleur violette en solution (maximum d’absorbance à une langueur d’onde de

517 nm) et virant au jaune lorsqu’il est capturé par un antioxydant. La méthode est

généralement standarisée par rapport au Trolox (acide 6-hydroxy -2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylique).

 Principe

L’activité antiradicalaire vis-à-vis du radical 1,1 diphényl -2- picrylhydrazyl (DPPH•)

a été évaluée à température ambiante. La solution de DPPH est obtenue en dissolvant

4 mg de la poudre dans 50mL de MeOH. La solution de référence est le Trolox. Cinq

solutions de concentration différentes sont préparées à partir de la solution mère

(50mg dans 10 ml de MeOH) en suivant un protocole adapté de Brand-Williams [2].

Le radical DPPH• présente une coloration violette intense qui vire au jaune en

présence de capteurs de radicaux libres et se réduit en 2.2-diphenyl -1-

picrylhydrazine.
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+ AH                                                                            + A•

DPPH• (Violette) DPPH-H + A• (Jaune)

La diminution de l’intensité de la coloration est suivie par spectrophotométrie  à

λ=515nm. Elle rend ainsi compte du pouvoir piégeur des molécules étudiées vis-à-vis

du DPPH• [3]. Elle permet de déterminer ainsi l’IC50, concentration à laquelle 50% de

la coloration est perdu soit 50% des radicaux piégés. Les résultats sont exprimés par

rapport à ceux obtenus par le Trolox pris comme antioxydant de référence. Toutes les

analyses ont été réalisées en triplicat.

 Méthode

Cinq dilutions 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 ont été préparées a partir d’une solution mère

(10mg/1mL) de l’extrait butanolique. Sur une plaque de 96 puits. Dans les puit on

place des différents concentrations aux quelles sont additionnés 200µL DPPH.

L’absorbance du mélange est mesuré à 515nm par un lecteur de microplaque ; la

lecture se fait toutes les minutes pendant 45 minutes. L’activité de l’extrait (n-BuOH)

est évaluée par rapport à la solution 100% qui renferme le méthanol absolu (blanc

réactif) et par rapport à la solution 100% de DPPH  [4, 5, 6,7].

Le pourcentage d’hinibition PI de la formation des radicaux DPPH libre est calculé

selon la formule suivant : PI= [1-(DOextrait / DO100%)] ×100 ; où :

DOextrait=absorbance de la solution contenant une dilution de l’extrait en présence du

DPPH.

DO100%= absorbance de la solution 100% contenant uniquement la solution de DPPH

N
N

NO2

NO2

O2N

N
HN

NO2

NO2

O2N
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I.1.2. Test CUPRAC(CUPric ion Reducing Antioxidant Capacity)

 CUPRAC

De nombreuses réactions d’oxydoréduction dans la cellule sont impliquées dans la

régulation de plusieurs fonctions cellulaires. Par leur effet oxydant naturel, les EOA

(les espèces oxygénées activées) influencent cet état redox et peuvent être responsable

d’un effet oxydant ou antioxydant.

La méthode CUPRAC et basée sur l’absorbance accrue en raison de la formation du

complexe Néocuproine-cuivre [Nc- Cu2+] en présence d’un agent antioxydant.

Cu(Nc)2
2+ + ArOH                  Cu(Nc)2

+ + Ar=O + H+

L’activité antioxydante est définie comme la capacité d’un système à piéger des

radicaux libres ou à réguler le système redox défendant ainsi l’organisme contre la

dégradation oxydative.

 Principe

Le teste CUPRAC a été décrit par Apak et al. [8]. Cette technique repose sur la

mesure de la capacité d’une molécule à réduire le cuivre (II) complexé par la

néocuproine selon la réaction suivant :

2n Cu(Nc)2
2+ + Ar(OH)n 2n Cu(Nc)2

+ + Ar(=O)n+ 2n H+

Bleu Jaune

Cette réaction ce manifeste par l’apparition d’une coloration suivie par

spectrophotométrie à 450nm. La formation du complexe est suivie par la lecture de

l’absorbance qui est proportionnelle au potentiel antioxydant de la molécule, et

dépend de différents paramètres tels que la concentration de la solution, le temps de

mesure ou la température.

 Méthode

Cinq dilutions de l’extrait butanolique (10 mg/mL) ont été préparées à partir de la

solution mère : 1/2 ,1/4 ,1/8 ,1/16 et 1/32.Sur une plaque de 96 puits, 50µL des

dilutions sont répartis, auxquels sont additionnés 50 µL H2O ; 50µL CuCl2

(dissoudre 0,8524g de CuCl2 dans 50mL H2O), 50µL tampon acétate (3,854g de

NH4AC dissout dans 50 mL H2O, pH=7) et 50µL de néocuproїne (0,039g dissout

dans 25 mL H2O),les solutions sont ensuite incubées à 25°C pendant 60 minutes.

L’absorbance est mesurée à 450nm par un lecteur de microplaques. La capacité

antioxydante est calculée en équivalents Trolox :
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TEAC molaire =Ɛ extrait /Ɛ Trolox

Ɛ: (coefficient d’extinction molaire) si la concentration est exprimée en mol/L.

I.2.Résultat et Discussion

Les résultats de l’activité anti-oxydante de l’extrait butanolique de la plante B.

bituminosa vis-à-vis du radical DPPH et le test  CUPRAC sont représentés dans le

Tableau-1-. La substance de référence était le Trolox.  Ces tests ont été réalisés

systématiquement au moins 3 fois.

Tableau -1- : activités anti-oxydantes de l’extrait butanolique (n-BuOH) par les tests

DPPH et CUPRAC

DPPH CUPRAC

IC50 ARP TEAC E‰ TEAC
Trolox 0,10 9,43 - 0,07 -

n- BuOH 0,26 3,84 0,40 0,10 1,42

ARP (Anti Radical Power) = 1/IC50 .

TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) = ARPextrait / ARPTrolox .

 Discussion

Les résultats obtenus montrent que l’extrait butanolique de la plante B.bituminosa

présente une faible activité anti-oxydante que ce soit avec le DPPH(IC50=0,26mg/mL)

ou le CUPRAC (E‰= 0,10 L/g/cm) par rapport au Trolox (IC50=0,10 mg/mL,

E‰=0,07 L/g/cm).

II. Détermination de l’activité antibactérienne

L’étude de l’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire de

bactériologie «C.H.U Constantine» sur les souches bactérienne suivantes :

Escherichia coli ATCC 25922 (E.coli ATCC); Staphylococcus aureus ATCC 29213

(S.aureus ATCC); Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P .aeruginosa ATCC);

Escherichia Coli (E.coli); Staphylococcus aurens (S.aurens); Pseudomonas

aeruginosa (P.aeruginosa); Proteus mirabilis (P.mirabilis); Klebsilla pneumoniae

(K.pneumoniae); Enterobacter sp; Serratia sp et α emolitic streptocoque.



Activité biologique

117

II.1. Matériel

II.1.1 Matériel bactériologique :

Les souches utilisées proviennent de l’institut pasteur à Alger et de prélèvements de

malades du C .H.U.

II.1.2 Matériel végétal :

Les extraits étudiés sont :

 L’extrait chloroformique (CH2 Cl2); l’extrait Acétate d’éthyle (AcOEt) et

l’extrait butanolique (n-BuOH) de la plante Bituminaria bituminosa.

 L’extrait Acétate d’éthyle (AcOEt) et l’extrait butanolique  (n-BuOH) de la

plante Centaurea dimorpha.

II.2. Méthode

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en

milieu gélosée standardisée par (NCCLS) cité par Celiktas et al [9].

NCCLS : (National Committee of  Clinical Laboratory Standards)

 Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés sont les suivant :

 Gélose Héktoen : Pour l’isolement des souches : E.coli, P.aeruginosa,

P.mirabilis, K.pneumoniae, Enterobater sp et Serratia sp.

 Gélose Chapman : Pour l’isolement de S.aureus .

 Gélose M-H(Muller – Hinton) : Pour tester l’effet des extraits testés sur les

souches étudiées.

 Gélose Mueller Hinton qui contient 5% sang du cheval : Pour les bactéries

exigeantes (α emolitic sterptocoque)

 Préparation des solutions

Les extraits ont été repris avec l’Ethanol (60%). Trois dilutions 1/2, 1/4,1/8 ont été

préparées a partir d’une solution mère (2mg/mL) pour chaque extrait.

 Repiquage des espèces bactériennes

Les différentes espèces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis

incubées à 37°C afin d’obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

l’inoculum.
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 Préparation de l’inoculum
Des colonies bien séparés des espèces bactériennes concernées ont été prélevées a

l’aide d’une anse de platine et homogénéisées dans un tube de solution d’eau

physiologique stérile afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité

voisine a celle de Mc Farland 0,5 (106 UFC/mL). Cette comparaison est mesurée a

l’aide d’un densitomètre.

 Ensemencement

Dans les 15 minutes suivant l’ajustement de la suspension servant d’inoculum, on a

trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entière de la gélose

(gélose Muller Hinton et gélose Muller Hinton au sang) à trois reprises, en tournant la

boite a environ 60° après chaque  application dans le bute d’avoir une distribution

égale de l’inoculum.

 Incubation

Des disques de papier Wattman n° 3 de 6mm de diamètre stériles (stérilisation a

120°C pendant 15min par autoclavage), sont imprégnés d’extraits à raison de 40 µL

par disque, ont été déposés stérilement à l’aide d’une pince sur la surface de la gélose.

Des témoins imbibés seulement par l’Ethanol (60%) ont été réalisés.

Les boites ont été incubées 24H a 37°C en atmosphère normale pour les bactéries non

exigeantes et dans une atmosphère contient 5% de CO2 pour les bactéries exigeantes

pour le développement du germe en question.

 La lecture

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant à l’aide d’un pied à coulisse

ou d’une règle le diamètre de la zone d’inhibition, déterminée par les différentes

concentrations des différents extraits autour des disques.

II.3.Résultats et discussion

Toutes les expériences ont été réalisées en triple. Les résultats sont expirés en

moyenne ± SD

II.3.1.Détermination de l’activité antibactérienne de la plante Bituminaria

bituminosa

Les résultats de l’évaluation du potentiel antibactérien des extrait (CH2Cl2;  AcOEt et

n-BuOH) sont représentes dans les tableaux (2), (3) et (4)
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Tableau 2 : activité antibactérienne de l’extrait  CH2Cl2

Tableau 3 : activité antibactérienne de l’extrait  AcOEt

Microorganismes CH2Cl2 Ethanol
60%2mg/ml 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml

Escherichia coli ATCC 25922 15,74± 0,5 15,17± 0,5 14,47± 0,4 14,90± 0,5 -

Staphylococcus aureusATCC
29213

20,45± 1,3 18,03±1,1 15,83± 1,2 14,38 ±1,2 -

Pseudomonas aeruginosaATCC
27853

13,64±0,7 12,60±0,1 12,24± 0,7 12,50± 1,1 -

Escherichia coli 14,46± 0,0 13,03± 0,8 13,04± 0,7 12,36± 0,9 -

Staphylococcus aureus 12,76± 1,7 11,31± 1,7 11,49± 1,4 11,18± 1,0 -

Pseudomonas aeruginosa 12,21± 1,9 14,05±2,2 12,09± 0,5 10,90± 1,1 -

Proteus mirabilis 12,89±1,5 11,64±1,9 13,24± 2,0 13,01± 1,8 -

Klebsiella pneumoniae 16,41± 0,8 14,73±0,5 14,24± 0,4 14,54± 0,7 -

Enterobacter sp 14,51±0,5 13,06± 0,4 14,0± 1,6 13,05± 1,1 -

Serratia sp 13,63± 1,8 13,64±2,4 14,93± 0,4 14,41±0 ,7 -

α emolitic Streptocoque 12,18± 2,2 - - - -

Microorganismes AcOEt Ethanol
60%2mg/ml 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml

Escherichia coli ATCC 25922 12,25± 1,0 13,17± 1,5 13,55± 0,6 13,08±1,0 -
Staphylococcus aureusATCC
29213

11,88±0,8 11,11± 0,7 10,73± 1,1 11,57± 0,2 -

Pseudomonas aeruginosaATCC
27853

11,32±1,6 12,24±1,4 11,57± 2,0 12,16± 0,3 -

Escherichia coli 13,03±1,8 13,35± 1,1 12,26± 1,4 11,53± 0,8 -
Staphylococcus aureus 10,31± 2,5 11,22± 1,9 10,98± 1,9 10,06± 0,7 -

Pseudomonas aeruginosa 11,45± 0,6 12,26± 1,0 10,78± 0,8 11,36±0,7 -
Proteus mirabilis 12,20±1,5 11,72± 1,1 11,69± 1,7 10,68± 1,6 -

Klebsiella pneumoniae 12,35± 1,4 13,69± 0,9 13,26± 1,3 11,39±1,0 -
Enterobacter sp 14,05±1,8 12,88± 2,2 11,40± 0,3 10,86± 0,6 -
Serratia sp 11,35±1,4 9,74± 0,5 12,31± 1,6 13,46± 0,2 -
α emolitic Streptocoque - - - - -
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Tableau 4 : activité antibactérienne de l’extrait  n-BuOH

 Discussion des résultats

Les résultats présenté dans les tableaux ci-dessus montre que :

 L’extrait CH2Cl2 a une bonne activité inhibitrice aux différentes

concentrations testées sur les souches bactériennes. Les diamètres

d’inhibitions les plus importants on été enregistré sur les souches : S. aureus

ATCC(20.45±1.30mm), K. pneumomiae (16,41± 0,80mm) et E. Coli ATCC

(15,74±0.50mm) à la concentration de 2 mg/mL. Pour le reste des souches

testés nous avons enregistré des diamètres d’inhibition allant de 12 jusqu’à

14mm.

 L’extrait AcOEt n’a aucune action sur la souche α emilitic Streptocoque. La

zone d’inhibition la plus importante a été enregistrée avec la souche

Enterobacter sp (14,05± 1,80mm) à la concentration de 2 mg/mL. Le reste

des bactéries testées présentent des diamètres d’inhibition qui varient entre10

et 13 mm.

 L’extrait n-BuOH est inactive sur les souches bactériennes Gram + (S.aureus

ATCC, S.aureus et α emoltic Streptocoque) ainsi que P.aeruginosa. Le reste

des souches testées présentent des zones d’inhibition allant de 7 jusqu’a 12

mm.

Microorganismes n-BuOH Ethanol
60%2mg/ml 1mg/ml 0,5mg/ml 0,25mg/ml

Escherichia coli ATCC 25922 9,68± 1,4 9,17± 1,1 8,38± 0,7 8,23± 0,7 -
Staphylococcus aureusATCC
29213

- - - - -

Pseudomonas aeruginosaATCC
27853

6,81± 2,2 6,76± 1,8 - - -

Escherichia coli 8,20± 1,7 7,09± 2,7 6,62± 2,1 7,21± 1,0 -
Staphylococcus aureus - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - -
Proteus mirabilis 11,70±1 ,3 9,80± 1,4 8,78± 1,0 9,13± 0,8 -
Klebsiellapneumoniae 11,04± 1,3 9,54±1,2 8,43±1,2 8,07±2,4 -
Enterobacter sp 12,28±0,9 8,93± 1,7 8,55± 1,7 8,91± 1,7 -
Serratia sp 7,45± 2,2 8,30± 1,2 7,46± 1,3 7,15±1,4 -
α emolitic Streptocoque - - - - -
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II.3.2.Détérmination de l’activité antibactérienne de la plante Centaurea

dimorpha

Les résultats de l’évaluation du potentiel antibactérien des extraits (AcOEt et n-

BuOH) sont représentes dans les tableaux (5) et (6)

Tableau-5- : activité antibactérienne de l’extrait AcOEt

Tableau-6-: Activité antibactérienne de l'extrait n-BuOH

Microorganismes AcOEt Ethanol
60%2mg/mL 1mg/mL 0,5mg/mL 0,25mg/mL

Escherichia coli ATCC 25922 13,33± 0,4 12,16± 0,1 11,16± 0,6 10,50± 1,0 -
Staphylococcus aureusATCC 29213 - - - - -
Pseudomonas aeruginosaATCC 27853 14,16± 0,2 13,83± 0,1 12,50±0,4 11,16±0,9 -
Escherichia coli 12,83± 0,6 12,00± 0,3 11,50± 0,7 10,83± 1,3 -
Staphylococcus aureus - - - - -
Pseudomonas aeruginosa 12,83±0,6 11,50±0,2 10,66±0,4 9,83±0,2 -
Proteus mirabilis 14,66±0,6 14,16± 0,6 13,16± 0,8 12,33± 0,4 -
Klebsiella pneumoniae 14,00± 0,4 13,16±0,2 12,50±0,4 10,83±0,6 -
Enterobacter sp 14,16±0,4 13,33± 0,4 11,83± 0,2 10,33± 0,5 -
Serratia sp 13,83± 0,8 13,16± 0,9 11,83± 0,2 10,83±0,2 -
α emolitic Streptocoque - - - - -

Microorganismes n-BuOH Ethanol
60%2mg/mL 1mg/mL 0,5mg/mL 0,25mg/mL

Escherichia coli ATCC 25922 14,33± 0,4 13,50 ± 0,7 12,83 ± 0.6 11,83 ± 0,6 -
Staphylococcus aureusATCC 29213 - - - - -
Pseudomonas aeruginosaATCC 27853 15,16± 6,2 14,33± 0,6 14,16±0,6 13,16±0,6 -
Escherichia coli 13,33± 0,2 12,50± 0,4 11,83± 0,4 10,50± 0,4 -
Staphylococcus aureus - - - - -
Pseudomonas aeruginosa 14,00±0,4 13,33±0,4 12,50± 0,4 11,83±0,6 -
Proteus mirabilis 14,33±0,4 13,83± 0,2 13,16± 0,2 12,50± 0,4 -
Klebsiella pneumoniae 14,83± 0,2 14,00±0,4 13,50±0,4 12,50±0,4 -
Enterobacter sp 14,50±0,4 13,50± 0,4 12,50± 0,4 11,83± 0,2 -
Serratia sp 13,83± 0,2 13,00± 0,4 12,16± 0,6 11,50±0,7 -
α emolitic Streptocoque - - - - -
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 Discussion des résultats

Les résultats présentes dans les tableaux -5- et -6- montrent que :

 Les deux extraits (AcOEt ,n­BuOH) n’ont aucun activité sur les souches

bactériennes Gram + (S,aureus ATCC, S.auraeus et α emolitic Streptocoque)

 L’extrait AcOEt est plus active sur les souches : P.mirabilis ,P.aeruginosa

ATCC, Enterobacter sp et K.pneumonia pour les quelles nous avons enregistrés

des diamètres d’inhibition de : 14,66±0.62mm ; 14.16 ± 0.23mm ; 14.16+

0.47mm et 14.00± 0.41mm respectivement à la concentration de 2 mg/mL.

 L'extrait n-BuOH a une bonne activité inhibitrice sur l’ensemble des souches

bactériennes Gram – testés. Les zones d’inhibitions les plus importantes on été

enregistré sur les souches ; P. aeruginosa ATCC (15,16 ±0,62mm) ,K.pneumonia

(14,83± 0.23 mm) , Entrobacter sp (14,50±0,40 mm) , P.mirabolis (14.33±0.47

mm) et E. coli ATCC (14.33+0.47 mm) à la concentration de 2mg/mL.

II.4. Conclusion

 L’évaluation de l’activité antibactérienne des extraits de la plante B

.bituminosa a montré que l’extrait dichlorométhane (CH2Cl2) est plus actif

que les deux extraits (AcOEt et n-BuOH), les diamètres d’inhibition

enregistrés indiquent qu’il agie d’une façon sélective sur la souche S.aureus

ATCC.

 Les extraits AcOEt et n-BuOH de la plante C.dimophra sont avérés inactifs

contre l’ensemble des souches bactériennes Gram + testées .Pour le reste des

souches bactériennes les deux extraits ont montré une bonne activité

bactérienne surtout l’extrait butanolique.
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La figure suivante représente quelques étapes de cette étude

Figure-1-: photos de quelques étapes de l'activité antibactérienne
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Conclusion générale

Le présent travail à été consacré à l'étude phytochimique et biologique de deux

espèces végétales. Il s'agit d'une Fabaseae (Bituminaria bituminosa) et d'une

Asteraseae (Centaurea dimorpha).

L'étude phytochimique réalisée sur les deux extraits acétate d'éthyle et n-butanol de la

plante B.bituminosa nous a permis d'isoler quatre composés dont trois ont été

déterminées, il s'agit de:

Daidzeine (4',7-dihydroxyisoflavone).

Daidzine (daidzeine-7-O-glucoside).

Isoorientine (Luteoline-6-C-glucoside) [Nouveau dans l'espèce].

En ce qui concerne C.dimorpha le travail d'extraction, séparation et purification des

phases dichlorométhane et acétate d'éthyle nous a conduit à l'isolement de 5 produits,

parmi lesquels nous avons établi la structure de 4 composés:

Apegénine.

Hispiduline.

Chrysoériol.

Genkwanine.

Ces quatre produits sont isolés pour la première fois dans cette espèce.

Les structures des produits isolés ont été déterminées par la combinaison des

différentes méthodes spectrales à savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMN et

ses séquences, bidimensionnelle COSY, HSQC, ainsi que la spectrométrie de masse

ES.

L'activité anti-radicalaire de l'extrait butanolique de l'espèce B.bituminosa a été

déterminée par deux méthodes (DPPH et CUPRAC). Les résultats ont montrés que

l'extrait n-BuOH présente une faible activité antioxydante par rapport au Trolox.

Les extraits dichlorométhane, acétate d'éthyle et n-butanol de la plante B.bituminosa

ont montrés une bonne activité antibactérienne sur les souches bactériennes étudiées.

L'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits acétate d'éthyle et n-butanol de

l'espèce C.dimorpha a montrée que les deux phases non aucune action sur l'ensemble

des souches bactériennes Gram(+) testées. Pour le reste des souches [Gram(-)] les

deux extraits possèdes une bonne activité.
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 Activité antioxydante de l'extrait n-butanol de la plante Bituminaria
bituminosa et du Trolox vis-à-vis du radical DPPH

Activité A.O du Trolox vis-à-vis DPPH
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 Activité antioxydante de l'extrait n-butanol de la plante Bituminaria
bituminosa et du Trolox vis-à-vis du CUPRAC

Activité A.O du Trolox vis-à-vis du CUPRAC

Activité A.O de l'extrait n-BuOH vis-à-vis du CUPRAC
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Résumé

L'objective de notre travail consiste à l'étude phytochimique et biologique de deux

espèces en l'occurrence Bituminaria bituminosa(L.) C.H.Stirton. de la famille

Fabaceae et Centaurea dimorpha Viv. de la famille Asteraceae.

Les différentes méthodes chromatographiques de séparation utilisées dans notre

expérimentation ont permis l'isolement de quatre composés de la plante B.bituminosa

(seulement trois ont été identifiées), et cinq produits de la plante C.dimorpha (quatre

seulement ont été identifiée).

La détermination des structures a été réalisée par la combinaison des différentes

méthodes spectrométriques et spectroscopiques modernes (SMES, UV, RMN-

1D,2D).

L'extrait butanolique de l'espèce B.bituminosa a montré une faible capacité de pouvoir

antioxydant. Les différents extraits des deux plantes étudiées ont montrés une bonne

activité antibactérienne.

Mots clés: Fabaceae, Asteracea, Bituminaria bituminosa, Centaurea dimorpha,

antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

Our research includes the stady of the phytochemical and biological aspects of the

two presented species Bituminaria bituminosa(L.) C.H.Stirton. which belongs to

Fabaceae family and Centaurea dimorpha Viv. which belongs to Asteraceae family.

Several chromatographic methods were used in our work. Thes methods allowed us to

isolate four products from B.bituminosa plant (only three have been identified), and

five products from C.dimorpha plant (only four have been identified).

The identification of structures has been realised by combining the different

spectrometric and spectroscopic methods (SMES, UV, RMN-1D,2D).

Butanolic extract of B.bituminosa species showed a weak antioxidant capacity. The

various extracts of the two studied plants have shown a good antibacterial activity.

Key words: Fabaceae, Asteracea, Bituminaria bituminosa, Centaurea dimorpha,

antioxidant, antibacterial activity.



الملخص

، الھدف من عملنا ھذا ھو الدراسة الفیتوكمیائیة و البیولوجیة لنوعین من النبات
Bituminaria bituminosa(L.) C.H.Stirton التي تنتمي إلى العائلة الباقولیة وCentaurea

dimorpha Viv.التي تنتمي إلى العائلة المركبة.

تم التعرف B.bituminosaمن عزل أربع مركبات من النبتة مكنتنا مختلف طرق الفصل الكروماتوغرافي

.تم التعرف على أربعة فقط C.dimorphaجانب خمس مركبات من النبتة إلى، على ثلاثة منھا فقط

بالاعتماد على مختلف الطرق التحلیلیة الطیفیة الحدیثة ویة للمركبات السابقة الذكر قد تم یتحدید الصیغ البنإن

(SMES, UV, RMN-1D,2D).

كما اظھرت مختلف ، فعالیة ضعیفة مضادة للاكسدة B.bituminosaاظھر المستخلص البوتانولي لنبتة 

. المستخلصات للنبتتین المدروستین فعالیة مضادة للبكتیریا
، Bituminaria bituminosa ،Centaurea dimorpha، العائلة المركبة، العائلة الباقولیة꞉الكلمات المفتاحیة

. فعالیة مضادة للبكتیریا، مضادة للاكسدة
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1. Introduction

   The Fabaceae (Leguminosae) is an exceptional large 
angiosperm Family. Traditionally, three subfamilies are 
recognized, of which Papilionoideae (Faboideae) is by 
far the biggest one with about 14 000 species including 
numerous ones that are economically important[1].
   The genus Psoralea (Bituminaria) is firmly entrenched 
in phytochemistry as a source of furanocoumarins, whose 

linear archetypal compound (furo[3,2-g][1] benzopyran-
7-one) was named psoralen after it. Paradoxically, the 
presence of furanocoumarins is not a main feature of 
the genus, whose pattern of secondary metabolites 
is characterized by other shikimates, especially 
isoflavonoids and meroterpenoids[2]. In Algerian flora, the 
genus Bituminaria consists of three species: Bituminaria 
bituminosa L. (B. bituminosa), Bituminaria americana 
L., and Bituminaria licata Del.[3]. B. bituminosa is 
distributed all over the Mediterranean coastal area. 
Traditionally, it is used to treat spasms and treat against 
fever and epilepsy[4].
   Previous phytochemical studies on this species 
revealed  the  presence  o f  furanocoumar ins [5-7], 
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pterocarpan[5] and the essential oil of the leaves, flowers 
and seeds[8].

2. Materials and methods

2.1. Plant material

   Aerial parts of B. bituminosa were collected from 
Maskara (Algeria) in May 2011, and the plant was 
identified by Dr. Gérard De Belair (Departement of 
Biology, Annaba University, Algeria). A voucher specimen 
was put in the herbarium of our laboratory.

2.2. Extraction and isolation

   Air dried aerial parts (800 g) of plant were extracted 
three times with boiling 70% MeOH. The extracted MeOH 
was evaporated till dryness. The residue was dissolved in 
boiled water then filtered. The filtrat was extracted with 
CH2Cl2, ethyl acetate (EtOAc) and n-BuOH successively.
   The n-BuOH extract was applied to a column of 
polyamide MN SC6 and eluted with a gradient of toluene-
MeOH with increasing polarity.
   Fractions eluted with toluene-MeOH 75-25 gave a 
white precipate, which was washed with MeOH to give 
compound 1 (130 mg). Fractions eluted with toluene-
MeOH 60-40 gave yellow precipate, which was washed 
with MeOH to give compound 2 (100 mg).

2.3. Antibacterial activity

2.3.1. Biological material
   All of the bacteria, standard strains [Escherichia coli 
ATCC 25922 (E. coli), Staphylococcus aureus ATCC 29213 
(S. aureus), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P. 
aeruginosa)] and clinical strains [E. coli, S. aureus, P. 
aeruginosa, Proteus mirabilis (P. mirabilis), Klebsiella 
pneumoniae (K. pneumoniae), Enterobacter sp., Serratia 
sp., α emolitic streptocoque] were obtained from 
Bacteriology Laboratory Constantine University Hospital 
(C.H.U).

2.3.2. Biological test
   The extracts (CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH) were used to 
investigate the antibacterial activity of B. bituminosa 
using the disk diffusion method[9]. The bacterial strains 
were first cultivated on Mueller-Hinton agar, with 
the exception of streptocoque (Mueller-Hinton agar 
containing 50 mL blood/L) at 37 °C for 24 h prior to seeding 

on to the nutrient agar.
   A sterile 6 mm diameter filter disk (Whatman No. 3 
filter paper) was placed on the infusion agar seed with 
bacteria, and each extract suspended in ethanol 60% was 
dropped on to each paper disk (40 µL per disk) for all the 
concentrations (2.00 mg/mL, 1.00 mg/mL, 0.50 mg/mL, 0.25 
mg/mL). The treated Petri dish was kept at 4 °C for 1 h, 
and incubated at 37 °C for 24 h. The antibacterial activity 
was assessed by measuring the zone of growth inhibition 
surrounding the disk. Each experiment was carried out in 
triplicate and the results were expressed as mean依SD.

2.4. Antioxidant activity

2.4.1. DPPH free radical-scavenging activity
   Free radical scavenging capacity of the purified 
compounds was determined with the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) assay[10]. The molecule DPPH is 
characterized as stable-free radical by the virtue of the 
delocalization of the spare electron over the molecule. 
This delocalization gives a rise to a deep violet colour, 
which is characterized by an absorption band in methanol 
solution centered at 515 nm with a spectrophotometer. 
This assay was conducted according to the method 
described by Brand-Williams[11] and carried out on 96 
wells microplate. The percentage of DPPH remaining was 
calculated as a function of the molar ratio of antioxidant 
to DPPH:
DPPH (%)=[(DOcontrol -DOsample)/DOcontrol]伊100

   The IC50 value (mol/L antiox)/(mol/L DPPH), which 
defined as the effective concentration of antioxidant was 
necessary to decrease the initial DPPH concentration 
by 50%[12], was calculated from the results by linear 
regression analysis. The antiradical power (ARP) was 
calculated as 1/IC50: the highest ARP is associated with 
the greatest DPPH scavenging effect. Evaluation of free 
radical-scavenging activity was performed with Trolox 
equivalent antioxidant capacity (TEAC). TEAC value is 
based on the ability of the antioxidant to scavenge the 
radical DPPH and is defined as TEAC=ARP(compound)/ARP(Trolox).

2.4.2. Antioxidant capacity by cupric ion reducing 
antioxidant capacity (CUPRAC)
   The test of CUPRAC was first described by Apak et 
al[12]. It is based on the capacity to use the copper (II)-
neocuproine reagent as the chromogenic oxidizing 
agent. This test was carried out on 96 wells microplates. 
The absorbance was measured at 450 nm using the 
spectrophotometer .  The ant ioxidant  capaci ty  o f 
compounds and extracts was evaluated as Trolox 
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equivalents (TEAC values). If the results are exposed as 
DO=f(concentration of compound in g/L), TEAC could be 
calculated as E‰(compound)/E‰(Trolox), where E‰ represents 
the slope for each curve obtained.

3. Results 

3.1. Structures elucidation

   Compound 1: daidzin (daizein 7-O-glucoside); white 
powder, UVλmax(MeOH) nm: 261-305.
   1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, δ in mg/L) data: 9.55 (1H, 
brs, 4’-OH), 8.45 (1H, s, 2-H), 8.05 (1H, d, J=8.8 Hz, 5-H), 
7.41 (2H, d, J=8.5 Hz, 2’-H), 7.25 (1H, d, J=2.2 Hz, 8-H), 
7.15 (1H, dd, J=8.8Hz, J=2.2 Hz, 6-H), 6.82 (2H, d, J=8.5 
Hz, 3’-H), 5.10 (1H, d, J=6.4 Hz, 1’’-H).
   13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6, δ in mg/L) data: 153.3 (C-2), 
123.7 (C-3), 175.0 (C-4), 127.0 (C-5),115.6 (C-6), 161.3 (C-7), 
103.3 (C-8), 156.9 (C-9), 118.4 (C-10), 122.3 (C-1’), 130.0 
(C-2’), 114.9 (C-3’), 156.9 (C-4’), 99.9 (C-1’’), 72.9 (C-2’’), 
76.0 (C-3’’), 69.4 (C-4’’), 76.9 (C-5’’), 60.5 (C-6’’).
   Comparing with the reported data, the 1H-NMR and 13C-
NMR data are in agreement with those of daidzin in the 
literature[13].
   Compound 2: isoorientin (luteolin 6-C-glucoside); 
yellow powder, UVλmax(MeOH) nm: 270-350.
   1H-NMR (250 MHz, DMSO-d6, δ in mg/L) data: 13.55 (1H, 
brs, 5-OH), 7.45 (1H, dd, J=8, 1Hz, J=2.2 Hz, 6’-H), 7.42 
(1H, d, J=2.2 Hz, 2’-H), 6.89 (1H, d, J=8.1 Hz, 5’-H), 6.68 
(1H, s, 3-H), 6.48 (1H, s, 8-H), 4.59 (1H, d, J=9.8 Hz, 1’’-H).
   13C-NMR (62.5 MHz, DMSO-d6, δ in mg/L) data: 163.6 (C-2), 
102.7 (C-3), 181.8 (C-4), 160.7 (C-5), 108.9 (C-6), 163.6 (C-7), 
93.5 (C-8), 156.2 (C-9), 103.3 (C-10), 121.3 (C-1’), 113.3 
(C-2’), 145.8 (C-3’),149.9 (C-4’), 116.1 (C-5’), 118.9 (C-6’), 
73.1 (C-1’’), 70.6 (C-2’’), 79.0 (C-3’’), 70.2 (C-4’’), 81.6 
(C-5’’), 61.5 (C-6’’). 
   Comparing with the reported data, the 1H-NMR and 13C-
NMR data are in agreement with those of isoorientin in the 
literature[14].

3.2. Antibacterial activity

   The diffusion test was applied to 12 Gram-positive (S. 
aureus ATCC 29213, S. aureus, α emolitic streptocoque) and 
Gram-negative (E. coliATCC 25922, E. coli, P. aeruginosa 
ATCC 27853, P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae, 
Enterobacter sp. and Serratia sp.) microorganisms. The 
control treatment (ethanol 60%) had no inhibitory effect 
on any of the tested microorganisms. The results of these 

tests are presented in Tables 1, 2 and 3.
Table 1
Antibacterial activity of the extract CH2Cl2.
Microorganisms CH2Cl2 Control

2 mg/mL 1 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL
E. coli ATCC 25922 15.74依0.50 15.17依0.50 14.47依0.40 14.90依0.50 -
S. aureus ATCC 29213 20.45依1.30 18.03依1.10 15.83依1.20 14.38依1.20 -
P. aeruginosa ATCC 27853 13.64依0.70 12.60依0.10 12.24依0.70 12.50依1.10 -
E. coli 14.46依0.00 13.03依0.80 13.04依0.70 12.36依0.90 -
S. aureus 12.76依1.70 11.31依1.70 11.49依1.40 11.18依1.00 -
P. aeruginosa 12.21依1.90 14.05依2.20 12.09依0.50 10.90依1.10 -
P. mirabilis 12.89依1.50 11.64依1.90 13.24依2.00 13.01依1.80 -
K. pneumoniae 16.41依0.80 14.73依0.50 14.24依0.40 14.54依0.70 -
Enterobacter sp. 14.51依0.50 13.06依0.40 14.00依1.60 13.05依1.10 -
Serratia sp. 13.63依1.80 13.64依2.40 14.93依0.40 14.41依0.70 -
α emolitic streptocoque 12.18依2.20 - - - -

Table 2
Antibacterial activity of the extract EtOAc.
Microorganisms EtOAc Control

2 mg/mL 1 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL
E. coli ATCC 25922 12.25依1.00 13.17依1.50 13.55依0.60 13.08依1.00 -
S. aureusATCC 29213 11.88依0.80 11.11依0.70 10.73依1.10 11.57依0.20 -
P. aeruginosa ATCC 27853 11.32依1.60 12.24依1.40 11.57依2.00 12.16依0.30 -
E. coli 13.03依1.80 13.35依1.10 12.26依1.40 11.53依0.80 -
S. aureus 10.31依2.50 11.22依1.90 10.98依1.90 10.06依0.70 -
P. aeruginosa 11.45依0.60 12.26依1.00 10.78依0.80 11.36依0.70 -
P. mirabilis 12.20依1.50 11.72依1.10 11.69依1.70 10.68依1.60 -
K. pneumonia 12.35依1.40 13.69依0.90 13.26依1.30 11.39依1.00 -
Enterobacter sp. 14.05依1.80 12.88依2.20 11.40依0.30 10.86依0.60 -
Serratia sp. 11.35依1.40  9.74依0.50 12.31依1.60 13.46依0.20 -
α emolitic streptocoque - - - - -

3.3. Antioxidant activity

   The antioxidant activity of the n-BuOH extract of B. 
bituminosa was evaluated through the ability to scavenge 
DPPH and the capacity to reduce the cupric ion. The 
results are presented in Table 4.

Table 3
Antibacterial activity of the extract n-BuOH.
Microorganisms n-BuOH Control

2 mg/mL 1 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL

E. coli ATCC 25922 9.68依1.40 9.17依1.10 8.38依0.70 8.23依0.70 -
S. aureus ATCC 29213 - - - - -
P. aeruginosa ATCC 27853 6.81依2.20 6.76依1.80 - - -
E. coli 8.20依1.70 7.09依2.70 6.62依2.10 7.21依1.00 -
S. aureus - - - - -
P. aeruginosa - - - - -
P. mirabilis 11.70依1.30 9.80依1.40 8.78依1.00 9.13依0.80 -
K. pneumoniae 11.04依1.30 9.54依1.20 8.43依1.20 8.07依2.40 -
Enterobacter sp. 12.28依0.90 8.93依1.70 8.55依1.70 8.91依1.70 -
Serratia sp.  7.45依2.20 8.30依1.20 7.46依1.30 7.15依1.40 -
α emolitic streptocoque - - - - -

Table 4
Antioxidant activity of n-BuOH extract.
Extract DPPH CUPRAC

IC50(µg/mL) ARP TEAC E% (L/g/cm) TEAC
Trolox 0.10 9.43 - 0.07 -
n-BuOH 0.26 3.84 0.40 0.10 1.42
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4. Discussion

4.1. Antibacterial activity

   The CH2Cl2 extract showed a good activity against 
S. aureus ATCC 29213 (20.45 mm), K. pneumoniae (16.41 
mm) and E. coli ATCC 25922 (15.74 mm) with high 
concentration of 2 mg/mL. The other strains showed an 
inhibition zone varied from 12 mm to 14 mm.
   EtOAc has an activity against Enterobacter sp., E. 
coli, K. pneumoniae, E. coli ATCC 25922 and P. mirabilis 
(14.05 mm, 13.03 mm, 12.35 mm, 12.25 mm and 12.20 mm 
inhibition zone respectively) with high concentration of 
2 mg/mL, whereas there is no activity against α emolitic 
streptocoque.
   The n-BuOH extract has no activity against S. aureus 
ATCC 29213, S. aureus, P. aeruginosa and α emolitic 
streptocoque, although the potency of the extract 
against the other strains showed an inhibition zone 
varied from 6 mm to 12 mm with higher concentration of 
2 mg/mL.
   Among the tested extracts, the CH2Cl2 extract was 
more effective than the other extracts.

4.2. Antioxidant activity

   The antioxidant capacity of the n-BuOH extract 
was nearly equivalent than Trolox towards CUPRAC 
(TEACCUPRAC=1.42). Whereas that extract presents a weak 
radical scavenging activity toward DPPH comparing to 
Trolox (TEACDPPH=0.40).
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