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Introduction générale

Le genre humain s’est apergu depuis toujours du pouvoir des plantes ; bénéfiques ou
maléfiques, il a dés lors commencé I’¢élaboration de bases théoriques et de pratiques
thérapeutiques en puisant aux modeles naturels et biologiques et en utilisant les immenses
ressources de la nature pour soulager la souffrance. Les plus anciens écrits, entre autres chinois,
indou, égyptien, grec, inca, I’évoquent abondamment. C’est a la médecine arabe que 1’on doit
la conservation et le développement du savoir acquis dans I’antiquité. Ils poursuivirent leurs
recherches en médecine, en traduisant les ceuvres originales des Grecs en arabe, en ajoutant
leurs propres observations et en introduisant de nouvelles drogues a I’'usage général. Il convient
de nommer dans ce contexte le médecin Avicenne (980 — 1037), le « Prince des médecins »,

auteur de la célébre encyclopédie Canon de la médecine, irremplagable jusqu’au XVII® siécle.

L’ Algérie, pays tres riche dans sa biodiversité florale compte plus de 3000 espéces dont 13%
endémiques et appartenant a divers familles botaniques. Ce nombre important de plantes
médicinales, toxiques ou non, est une source inépuisable pour la recherche de métabolites

secondaires.

Dans ce contexte, notre choix s’est porté sur deux plantes, la premiére, Santolina
chamaecyparissus, appartenant a la famille des Asteraceae. Les études phytochimiques
effectuées auparavant sur cette espece ont permis d’isoler des composés phénoliques, des
flavonoides, des lactones sesquiterpéniques et des terpénoides. Cette plante est connue pour ses
vertus emménagogue, stimulante, tonique, antispasmodique, vermifuge, et stomachique. Elle
est aussi connue pour ses huiles essentielles qui sont actuellement employées en industries
pharmaceutique et cosmétique. Une seule investigation phytochimique a été réalisée au sein de
notre laboratoire sur cette espéece, ce qui nous a encouragés a poursuivre son étude. La seconde,
Centaurea pungens appartient également a la famille Asteraceae. Les études chimiques
effectuées sur des especes de ce genre ont montré leur richesse en lactones sesquiterpéniques,
triterpénes, stéroides et flavonoides. Des études de recherche d’activités biologiques d’especes
de ce genre ont révélé des activités antidiabétiques, diurétiques, antirhumatismales,
antifongiques, anticancéreuses et cytotoxiques. Plusieurs espéces de ce genre sont utilisées en
médecine traditionnelle.

Les investigations phytochimiques d’espéces du genre Centaurea effectuées dans notre
laboratoire ont également montré leur richesse en métabolites secondaires notamment les

flavonoides et les lactones sesquiterpéniques. Les critéres de choix de cette espece reposent
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essentiellement sur son endémisme et sur le fait que trés peu d’études ont été effectuées sur

cette plante.

Nos travaux sur les deux espéces sélectionnées vont étre répartis comme suit :

>

Le premier chapitre regroupe une synthese bibliographique sur la famille des Asteraceae
et les principaux métabolites secondaires isolés des deux genres étudiés ainsi que les
differents squelettes des flavonoides et des lactones sesquiterpeniques.

Le deuxieme chapitre est consacré a 1’é¢tude bibliographique des métabolites
secondaires (flavonoides et lactones sesquiterpéniques), les différents squelettes
flavoniques leur biogenese leur intérét thérapeutique. On reporte également des
démarches et méthodes nécessaires a leur séparation, leur purification et I’établissement
de leur structure.

Le troisieme chapitre rassemble le travail expérimental effectué au courant de ces
études.

Le quatrieme chapitre reporte les résultats obtenus ainsi que les interprétations
structurales des différents composés isolés. Les déterminations structurales ont été
réalisées en utilisant divers expériences de résonance magnétique nucléaire (*H, 3C,
DEPT, COSY, HSQC, HMBC, ROESY) ainsi que la spectrophotométrie UV-Vis.

Le cinquieéme chapitre regroupe les résultats de I’évaluation de 1’activité antioxydante,
la teneur en polyphénol totaux des extraits étudiés et 1’activité antibactérienne des

produits isolés de Centaurea pungens.

Ces travaux sont terminés par une conclusion générale.
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1.1 La famille des Astéracées

1.1.1 Généralités

Les Asteraceae (Martynov1820) appelée aussi composées ou Compositae (Giseke 1792)
peuvent se rencontrer sur toute la surface du globe a I’exception de I’ Antarctique. Néanmoins,
elles sont particulierement diversifiées dans les régions seches, comme le bassin méditerranéen,
I’ Afrique australe, le Mexique, le Sud-ouest des Etats-Unis et les régions arides d’ Amérique du
Sud [1].

La famille des Astéracées est la plus vaste famille de Phanérogames, avec 1 530 genres et
plus de 23 000 espéces. C’est I’une des plus importantes des angiospermes. On les trouve sous
forme d’herbes, d’arbustes et méme d’arbres. L’ Algérie compte 109 genres et 408 especes [2].

Les principaux genres sont Senecio, avec 1500 especes, Vernonia, avec 1 000 espéces,
Centaurea, avec 700 espéces, Cousinia, avec 600 especes, Eupatorium, avec 600 especes,
Hieracium, avec 500 espéces, Helichrysum, avec 500 especes, Artemisia, avec 400 espéces,
Baccharis, avec 400 espéces, Saussurea, avec 400 epeces, Mikania avec 300 especes, Cirsium,
avec 270 especes, Aster, avec 250 especes, Jurinea, avec 250 espéces, Bidens, avec 200

especes...[3].

1.1.2 Caractere botanique

Les Asteraceae sont principalement des herbes, mais on peut rencontrer aussi quelques
especes ligneuses : lianes, arbustes et méme arbres comme Lachanodes arborea [4]. 1l est
généralement facile de les distinguer des autres plantes, principalement en raison de leur
inflorescence caractéristique et d'autres caractéristiques communes [5]. Cependant, la
détermination des genres et des espéces de certains groupes tels que Hieracium est

particulierement difficile.
s Les feuilles

Les feuilles, toujours sont stipules, sont le plus souvent alternées mais parfois opposées
(Arnica), verticillées, ou regroupées en rosette (Bellis, Taraxacum). Ces feuilles sont souvent
simples, profondément découpées. Dans les pays tropicaux, elles peuvent devenir succulentes
ou au contraire se reduire a des écailles [3]. Elles contiennent trés souvent des canaux sécréteurs

avec de la résine ou du latex, particulierement commun chez les Cichorioidea.
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« Les fleurs

Des fleurs particulieres, elles sont réunies en capitules, c'est a dire serrées les unes aux autres,
sans pédoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourées d'une structure

formée par des bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collerette est appelé
un involucre.

Figure 1.1 : Différentes formes des fleurs des Asteraceae.

% Les fruits:

Le fruit est une Akeéne, surmonté ou non d’un pappus qui favorise la dispersion des graines

par le vent quelques fois ailé ou épineux. La graine est souvent sans Albumen.

Laitue vivace (Lactuca perennis)

Figure 1.2 : Quelques exemples sur les types de fruits de la famille Asteraceae.
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Centaurée des collines
(Centaurea collina)

Figure 1.2 Suite: Quelques exemples sur les types de fruits de la famille Asteraceae.

1.1.3 Classification et position systématique

Les Composeées, le nom original des Asteraceae, a été décrit pour la premiere fois en 1792
par le botaniste allemand Paul Dietrich Giseke [6]. Originellement, deux sous-familles ont été
reconnues: Asteroideae (ou Tubuliflorae) et Cichorioideae (ou Liguliflorae). Néanmoins, il a
été démontré que la deuxieme sous-famille est largement paraphylétique et est maintenant
divisée en 12 sous-familles, alors que la premiére est toujours en vigueur.

Bert et Hooker (1873) placent la famille sous les Gamopetalae juste aprés les Rubiales.
Hutchinson n'a pas traité la famille comme la derniere a évoluer et a mis les Asterales sous la
6°™ série bien avant la derniére série Laminales; mais il I'a placé prés des Rubiaceae.

Dalgren classe la famille des astéracées dans le super ordre des Asteriflorae et dans 1’ordre
des astrales. Thorne a élaboré une classification selon laguelle les Asteracae se trouvent dans le

super-ordre des Asteranae et 1I’ordre des Astrales [7].

1.1.3.1 Classification selon ’APG IV

Tableau 1.1 : Classification de la famille Asteraceae selon I'APG V. [8]

Clade Angiospermes
Clade Superastéridées
Clade Astéridées
Clade Campanulidées
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
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1.1.3.2 Classification de Cronquist

Tableau 1.2 : Classification de la famille Asteraceae selon Cronquist [9]

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae

1.1.3.3 Classification interne

Les Asteraceae sont subdivisées actuellement en 3 sous-familles: Barnadesioidea, elle
comprend 9 genres et 92 especes. Cichorioideae est un ensemble paraphylétique qui englobe
392 genres et 6 650 espéces. Répartis en 6 tribus dont I'une Cardueae, comprend la
Centaureinae. Asteroideae, monophylétique rassemble 1 119 genres et 16 000 especes
distribués en 10 tribus dont I’une est I’Anthemideae. Anthemideae est répartie en 108 genres

avec le genre Santoline appartenant a la sous-tribu Achilleinae [3].

1.1.4 Distribution géographique de la famille

Les espéces des Asteraceae ont une distribution cosmopolite, et sont retrouvées a travers le
monde, a I’exception de I'Antarctique et de l'extréme Arctique. Elles sont particuliérement
nombreuses dans les régions tropicales et subtropicales, notamment I'Amérique centrale, I'est
du Brésil, la Méditerranée, une partie du Moyen-Orient, I'Afrique australe, I'Asie centrale et le
sud-ouest de la Chine [1]. Elles s’acclimatent bien aux régions tropicales et subtropicales semi-

arides, a la toundra alpine et arctique et aux régions tempérées.

I1.1.5 Importance économique et utilisation

Les plantes d'importance commerciale de la famille Asteraceae comprennent les plantes
alimentaires : Lactuca sativa (laitue), Cichorium (chicorée), Cynara scolymus (artichaut),
Helianthus annuus (tournesol), Smallanthus sonchifolius (yacdn), Carthamus tinctorius
(carthame) et Helianthus tuberosus (artichaut de Jérusalem). Des plantes utilisées comme
herbes et dans les tisanes et autres boissons : la camomille, par exemple, provient de deux
especes différentes: la Matricaria chamomilla annuelle (camomille allemande) et la
Chamaemelum nobile (camomille romaine), le Calendula, connu sous le nom de Pot Marigold,
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est cultivé commercialement pour les tisanes et pot-pourri. L'échinacée est utilisée comme thé
médicinal. Le genre d'absinthe Artemisia comprend I'absinthe (A. absinthium) et I'estragon (A.
dracunculus). L'estragon d'hiver (Tagetes lucida) est couramment cultivé et utilisé comme
substitut & I'estragon dans les climats ou I'estragon ne survivrait pas.

Beaucoup de membres de la famille sont cultives comme plantes ornementales pour leurs
fleurs, et certains sont des cultures ornementales importantes pour l'industrie de fleur coupée.
Quelques exemples sont: Chrysanthemum, Gerbera, Calendula, Dendranthema,
Argyranthemum, Dahlia, Tagetes, Zinnia, et beaucoup d'autres [10].

De nombreuses especes de cette famille possedent des propriétés médicinales et sont
utilisées comme medecine antiparasitaire traditionnelle [11].

Les Asteraceae sont également utilisées a des fins industrielles. Marigold (Tagetes patula)
est retrouvé dans les aliments pour volailles et son huile est extraite pour des usages dans le
Cola et I'industrie de la cigarette [12].

Plusieurs espéces de la famille sont des producteurs de nectar abondants [12] et sont utiles
pour évaluer les populations de pollinisateurs pendant leur floraison. Centaurea (centaurée),
Helianthus annuus (tournesol domestique), et certaines espéces de Solidago (verge d'or) sont

de tres importantes plantes melliferes "Honey plants™ utilisés par les abeilles pendant I'hiver.

1.2 Le genre Santolina

1.2.1 Généralités

Le genre Santolina comprend 18 espéces méditerranéennes. Les espéces les plus répandues
sont Santolina veridis W. se trouvant dans le sud de la France et le nord de 1’Espagne Santolina
pectinata se trouve dans la péninsule ibérique et Santolina chamaecyparissus, commune dans
le bassin méditerranéen [13].

Il renferme des sous-arbrisseaux de petite taille, ligneux et rustique ; le feuillage est alterné,
trés finement penne, a hélice foliaire mince ; les capitules en boule, jaunes, cremes ou blancs,
longuement pédicellés, sont composes de petites fleurs tubulaires [14].

Ce genre presente des plantes ornementales [15]. Plusieurs especes ont été utilisées en
médecine traditionnelle [16]. D’autres sont utilisées aussi, dans la tradition populaire, comme
insecticides car leur feuillage aromatique €éloigne les insectes. Les huiles essentielles extraites

du genre Santolina sont utilisées dans la fabrication des parfums [15, 17].
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1.2.2 Composition chimique

Le genre Santolina est représenté par plus de 10 espéces largement distribuées dans la région
méditerranéenne. Plusieurs espéces ont été investiguées phytochimiquement et un nombre de
composés acétyléniques [18], d’huiles essentielles [19], de coumarines [20] et de flavonoides
[21] ont été identifiés. Il parait que les composés phytochimiques les plus répandus dans
différentes espéces de ce genre ayant des activités pharmacologiques sont des sesquiterpenes
de type eudesmane, de type germacrane et de type farnesane [22, 23]; des triterpenes de type
dammarane [21], des hétérocycles acétylénés [24] et des acétylénes de type éther spiroketalenol
[23, 24]. Les monotérpénes fréquemment rencontrés dans les huiles de Santoline sont :
artemisia cétone qui représente plus de 60% de la composition chimique de 1’huile, artemisia
alcool, artemisia triene, santolina triéne, santolina alcool, yomogi alcool et parfois le lavandulol
[19,20]. Des flavones comme 1’apigénine, la lutéoline ainsi que leurs glucosides (glucoronides
et rhamnoglucosides), des flavanes methoxylées comme la pectolinaringinine, 1"hispiduline, la
népetine et la jacéosidine et des flavonols glycosylés en position 7 (7-O-glucosyl) ont été aussi

isolés a partir de S. chamaecyparissus [21].

1.2.3 Usages traditionnels

Les espéces du genre Santolina sont largement utilisées en médecine populaire grace a leurs
propriétés antispasmodiques, analgésiques, désinfectantes, anti-inflammatoires, bactéricides et
fongicides [25]. En infusion, les fleurs et les feuilles sont utilisées comme vermifuge pour les
enfants et pour traiter la mauvaise digestion ainsi que les douleurs menstruelles [26, 27].
L’infusion de la santoline a aussi une action insectifuge sur les pucerons, les acariens et les
chenilles. La poudre de la santoline quant a elle, est utilisée pour soulager les douleurs liées aux
piqures des insectes. Quand elle est appliquée sur les plaies, elle accélére la cicatrisation [28,
29]. La santoline est largement utilisée dans les cas de maux de ventre, depurative,

tranquillisante et digestive pour les moutons [30].

1.2.4 Propriétés biologiques de S. chamaecyparissus

La plante S. chamaecyparissus est trés prisée en phytothérapie notamment grace a son
importante teneur en composées bioactives qui lui donnent des propriétés médicinales non
négligeables [26]. Les extraits de cette plante ont produit une réduction significative de
I’activité spontanée chez les souris et ont montré un effet analgésique. Ils ont inhibé les

contractions induites par différents agonistes incluant I’histamine et la sérotonine chez le
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muscle lisse isolé, comme ils ont induit des effets anti-inflammatoires dans les essais de
I’cedéme de la patte induit par le carraghénane. Par ailleurs, la plante s’est révélée une bonne
source de composés inhibiteurs de I’activité de la phospholipase A2 aussi bien in vitro qu’in
vivo [19]. La santoline est aussi utilisée en phytothérapie pour traiter les différents types de
dermatites [26]. Par ailleurs, son huile essentielle posséde des propriétés antifongiques [31] et

est utilisée en parfumerie et en cosmétique.

1.2.5 Etudes chimiques antérieures

Une recherche bibliographique réalisée sur les espéces du genre Santolina, a montré
qu’elles ont fait I'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Ce qui a permis d'isoler
un grand nombre de substances connues pour leurs diverses activités biologiques, dont les plus
majoritaires sont entre autres, des composés acycliques oxygeneés, des sesquiterpenes de types
eudesmane [20], germacrane [20, 32], des flavonoides, des acétylenes hétérocycliques, des
triterpénes de type dammarane, et des coumarines [20].

Ces études ont montré aussi une présence importante d’huiles essentielles [33]; composés
naturels, volatils et complexes, caractérisés par une forte odeur et formés par les plantes
aromatiques comme métabolites secondaires. Elles comprennent deux groupes de différentes
origines : le premier est le groupe des terpenes et terpénoides, l'autre est le groupe des composés
aromatiques et aliphatiques de faibles masses moléculaires [34]. Elles sont utilisées depuis
longtemps comme bactéricide, virucide, fongicide, antiparasite, insecticide et aussi dans les
applications médicinales et cosmétiques. Aujourd'hui, elles sont employées en industrie
pharmaceutique, sanitaire, cosmétique et agriculturale [35].

Les espéces S. chamaecyparissus, S. oblongifolia, S. ligustica, S. rosmarinifolia L.et S.
canescens, sont riches en huiles, ces dernieres sont constituées principalement de

monoterpenes, sesquiterpenes et de composés acétyléniques [13,33].
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1.3 Le genre Centaurea

1.3.1 Introduction

Appartenant a la famille des astéracées, le genre Centaurea compte environ 700 espéces et
600 sous-espéces [36]. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en Europe
meéridionale, dans le bassin méditerranéen, a 1’ouest de 1’Asie et sur le continent américain
[37]. En Algérie, le genre Centaurea est trés présent avec 45 espéces qui sont décrites a travers
le territoire [2].

Les investigations phytochimiques réalisées sur ce genre, montrent que les centaurées sont
trés riches en métabolites secondaires notamment les lactones sesquiterpéniques [38], les
flavonoides [39], les composés acétyléniques [40], les alcaloides [41] et les stéroides [42]. La
plupart des lactones sesquiterpéniques isolées de genre Centaurea sont de type germacranolide,
guaianolide, élémanolide, eudesmanolide et hélangolide. Les germacranolides et les

guaianolides sont les composes les plus abondants dans ce genre [43].

1.3.2 Description du genre Centaurea

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitules
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes
tubulées, multiflores homomorphes ou dimorphes, celle de la périphérie (souvent stériles)
s’ouvrant largement en cinq lobes. Le plus souvent, leur couleur varie entre le rose, le pourpre
et le violet, mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes. Ces fleurs entourées d’un
involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et inégales sur plusieurs rangs, a la
maniere des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus frequent) ou épineuses.
Leur observation est essentielle pour déterminer les especes. Le réceptacle plan ou subplan est
garni de soies abondantes.

Les fruits sont des akénes longs ou ovoides, lisses, a hile latéral, profond, barbu ou non,
portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou caduque [2]. Les centaurées
sont des plantes a résine ou a essence sans latex, elles se multiplient par touffes ou par semis,
généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types d’habitats tels que, les
déserts et les semi-déserts, les pentes raides, les hautes montagnes, les terres arables, les zones

a inondations périodiques, les zones séches et partiellement exposees au soleil [44].
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1.3.3 Propriétés pharmacologiques et biologiques

Plusieurs espéces du genre Centaurea sont utilisees dans la médecine populaire pour soigner
certaines maladies comme le diabéte, les rhumatismes, la malaria, I’hypertension... [45]. Dans
la médecine traditionnelle turque des variétés d’espéces du genre Centaurea sont utilisées pour
soulager la douleur et I’inflammation, les symptomes de la polyarthrite rhumatoide, la fi¢vre et
les maux de téte [46].

Les utilisations des especes du genre Centaurea ont été confirmées par des etudes
scientifiques qui ont mis en évidence diverses propriétés biologiques telles que antipelliculaire,
anti-diarrhéique, antirhumatismale, anti-inflammatoire, cholérétique, diurétique, digestive,
stomachique, astringente, antipyrétique, cytotoxique et antibactérienne [47]. Par exemple, les
fleurs de C. Cyanus sont connues en Europe pour leur utilisation dans la médecine traditionnelle
pour traiter les petites inflammations oculaires et comme diurétique, agent cholagogue,
antimicrobien, anti-inflammatoire et immunologique [48,49]. Les fleurs de C. solstitialis L. ssp.
solstitialis sont utilisées en Turquie pour traiter les ulceres peptiques, l'ulcere gastroduodénal,
le paludisme, les rhumes, les maux d'estomac, les douleurs abdominales et les infections
herpétiques autour des levres [50,51]. Beaucoup d'autres especes du méme genre sont tres
utilisées dans le domaine de la médecine traditionnelle. Les especes C. cyanus et C. scabiosa
sont utilisées contre la toux, les démangeaisons et en tant que remédes ophtalmiques [52]. En
outre, les espéces C. calcitrapa, C. melitensis et C.solstitialis sont utilisées pour leurs effets
hypoglycémiants tandis que les espéces C.calcitrapa, C. iberica et C. Jacea sont utilisées pour
leur activité antipyrétique [53]. L’évaluation comparative des extraits méthanoliques de cing
espéces turques du genre Centaurea (C. kurdica, C. rigida, C. amanicola, C. cheirolopha et C.
ptosimopappoides) a montré des activités antioxydantes diverses et que I'espéce C. cheirolopha
est la plus active [54]. Dans une autre étude sur plusieurs especes de centaurées, il a été montré
que l'espece C.diffusa a une activité antimicrobienne [55] et que les autres espéces sont utilisées
pour traiter la fievre, le diabéte et comme diurétique [56]. Les parties aériennes avec ou sans
fleurs de certaines especes du genre Centaurea sont utilisées dans la médecine turque pour
atténuer un large éventail de symptomes. Par exemple, les fleurs de C. iberica Trev. ex Sprengel
et C. solstitialis L. ssp. solstitialis et les parties aériennes de C. virgataLam. sont utilisées contre
les maux d'estomac [46]. Parmi les effets biologiques exercés par les especes du genre
Centaurea, il a été noté que plusieurs espéces ont éte particulierement recommandées contre
les cas inflammatoires tels que les abcees et contre 1’asthme (C. iberica Trev. Ex Sprengel), les

hémorroides (C. drahifolia Sm.), la cicatrisation des plaies (C. iberica Trev. Ex Sprengel, C.
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virgata Lam., C. pterocaula Trautv.), pour réduire la fievre (C. calcitrapa L., C. iberica Trev.
ex Sprengel, C. jacea L., C. solstitialis ssp. solstitialis) et les maux de téte (C.solstitialis L. ssp.
solstitialis)[46]. Un large éventail d'effets thérapeutiques ont également été attribués a des
espéces de ce genre dans les médecines traditionnelles a travers le monde, y compris, les
maladies endocriniennes (diabete), les troubles inflammatoires (douleurs rhumatismales,
antipyrétique), les symptdmes gastro-intestinaux (diarrhée, les indigestions et stomachique), les
affections urogénitales (diurétique, pour induire les menstruations), les probléemes cardio-
vasculaires (hypotension), parasitaires et les infections microbiennes (antibactérienne,
antipaludique) [46]. Dans la médecine traditionnelle chinoise, C. uniflora a été utilisée contre
la fievre et pour la désintoxication. L’extrait acétate d'éthyle de cette espéce inhibe la
peroxydation lipidique membranaire et a montré un effet anti-athérosclérotique. L'extrait
aqueux de C. Chilensis a été utilisé pour réduire la fiévre et les douleurs rhumatismales. C.
ornata est également utilisée contre les douleurs rhumatismales et C. sinaica est utilisée pour
réduire la fievre. Les thés préparés a partir des parties aériennes de différentes centaurées telles
que C. ornata, C. aspera, C. seridis var. maritima et C. melitensis sont également utilisées
comme hypoglycémiant. En raison de la saveur amere, les centaurées sont également utilisées
comme tonique digestif ou stomachique comme C. melitensis et C. pallascens. C.melitensis, C.
pallascens et C. sinaica sont également utilisées comme diuretique. En Espagne, les parties
aériennes de C. ornata sont utilisées comme dépuratif et cholagogue, tandis que les racines sont
utilisées comme antispasmodique, cytostatique, diurétique, antipaludique, astringent,
antinéoplasique, allergéne, stomachique, quant a C. sinaica on lui attribue des propriétés

tonique et emménagogue [46].
I.4 Les métabolites secondaires les plus courants des genres
Santolina et Centaurea

Plusieurs travaux ont été réalisés sur les genres Santolina et Centaurea, les études
antérieures sur ces especes reportent I'isolement de composeés acétyléniques, de flavonoides et

de lactones sesquiterpéniques ainsi que des études d’huiles essentielles.

1.4.1 Les flavonoides

Les flavonoides sont trés répandus dans les genres Santolina et Centaurea.

12
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Les flavonoides isolés des especes du genre Centaurea sont nombreux et présentent

une diversité structurale, le tableau 1.3 reporte quelques résultats de la littérature.

Tableau 1.3 : Quelques flavonoides du genre Centaurea.

Centaurées

Flavonoides Structures. Réf.
C. arbutifolia Chrysoériol 152b [57]
kaempférol 3-methyl ether-7-O-rutinoside 156d [58]
C. bruguierana Cirsilinéol 155e [59]
Cirsimaritine 153b
Hispudiline 7-O-rutinoside 153i
Népétine 154a
Népétine 7-sulphate 154f
C. chilensis Chrysoériol 152b [60]
Chrysoériol 7-O-glucoside 152d
Taxifoline 159
Hispiduline 153a [60]
8-Methoxyapigenine 153j [61]
Népétine 3°,4°,7-trimethyl ether 148 [62,63]
C. floccose Chrysoériol 152b [64]
Eriodictyol 167
Hispiduline 153a
Taxifoline 159
C. glomerata Chrysoériol 152b [64]
Taxifoline 159 [58]
Eriodictyol 167 [64]
Fisétine 164
Hespéridine 155f
Hispiduline 153a
Lutéoline 152a [57,65]
Naringénine 161
Rutine 157
Vitexine 155a [57]
C. Montana Chrysoériol 7-O-glucoside 152d [66]
Chrysoériol 6-C-glucoside 155r
Isoorientine 155k
Apigénine 6-C-glucoside 155c¢
Apigénine 6,8-di-C-glucoside 153e [60]
Lutéoline 7-O-glucoside 152c [68]
Lutéoline 4’-O-arbinoside 1550 [60,69]
Lutéoline 4°-O-glucoside 155p [66]
Lutéoline 7-O-glucoside —O-glucoside 152e
Lutéoline 6-C-glucoside 153d
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Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

Vitexine 155a
Swertisine 1539

C. regia Chrysoériol 152b [70]
Vitexine 155a
Chrysoériol 6-C-glucoside 155r [71]
Apigénine 8-C-glucoside 155c¢
Apigénine 6,8-di-C-glucoside 153e
Lutéoline 4’-O-glucoside 155p
Lutéoline 7-di-O-glucoside 152¢
Lutéoline 6-C-glucoside 153d
Vitexine 155a

C. napifolia Chrysoériol 152b [72]
Cirsilinéol 155e
Cirsimaritine 153b
Hispiduline 153a [73]
Hispiduline 7-O-glucoside 153c [72]
Népétine 3°,4°,7-trimethyl ether 148
Rutine 157

C. nicaeensis Chrysoériol 152b [74]
Cirsiliol 154d
Hispiduline 7-O-glucoside 153c
Isoorientine 7-O-glucoside 154e
Apigénine 6,8-di-C-glucoside 153e
Patulétine 156a
Patulétine 7-O-glucoside 156¢
Népétine 154a [75]
Népétine 3°,4°,7-trimethyl ether 148 [74]

C. sinaica Cirsiliol 154d [76]
Isorhamnétine 156b
Isorhamnétine 3-O-methyl ether 156f

C. behen Cirsimaritine 153b [78]
Jacéosidine 155h [77]
Naringénine 161

C. furfuracea Cirsimaritine 153b [80]
Hispiduline 153a [60]
Hispiduline 7-O-glucoside 153c [80]
Hispiduline 7-O-methylglucorosonide 153h [79]
Kaempférol 3-methylether 173f [73]
Patulétine 7-O-glucoside 156¢
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Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

C. incana Corymbosine 147 [81]
Hispiduline 153a
Hispiduline 7-O-glucoside 153c
Apigeénine 6,8-di-C-glucoside 153e
Patulétine 156a
Myricétine 3-methyl ether 7-O-glucoside 166
Népétine 154a
Népétine 3°,4°,7-trimethyl ether 148
Onopordine 155n
Rutine 157
Tricétine 7,3”,5’-trimethyl ether 162
C. arguta Eupatiline 1559 [82]
Hespéridine 155f [57,80,83]
Eupafoline 156f [82]
Jaceosidine 155h
kaempférol 3-methyl ether 7-O-rutinoside 156d
Naringénine 161
4’,5,7-Trihydroxy-3’,6-diméthoxyflavone 155m [57,84]
C. aspera Hispiduline 153a [85]
Eupafoline 156f [72]
Jacéosidine 155h [85,72]
Népétine 154a [85,86]
4’,5,7-Trihydroxy-3’,6-diméthoxyflavone 155m
C. virgata Eupatiline 1559 [77]
Eupatorine 155b
Isoschaftoside 155s
Jacéosidine 155h
6-Hydroxykaempférol 3,6-dimethyl ether 173h
Lutéoline-6-C-glucoside 153d
Népétine 154a
C. cyanus Genkwanine 145 [87,66]
Kaempférol-7-O-glucoside 173a [88,89,90]
Vitexine 155a [85,86]
C. macrocephala | Isoquercitrine 1569 [93]
Isorhamnétine 3-O-galactoside 156e [92]
C. kotschyi Isorhamnétine 156b [94]
Isorhamnétine 3-O-galactoside 156e
Cirsimaritine 153b
Quercétagetine 6-methyl ether 7-glucoside 156¢
Quercétageétine 3’-methyl ether 7-O- 173j
glucoside
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Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

C. bracteata Hispiduline 7-sulphate 160 [95]
Hispiduline 153a [96]
Lutéoline 152a
6-Methoxylutéoline 152f
Népétine 154a [95]
Népétine 7-O-glucoside 154b [96]
Népétine 7-sulphate 154f [95]

C. horrida Apigénine 6-C-arabinoside 153k [97]
Apigénine 8-C-arabinoside 1531
Apigénine 6,8-di-C-glucoside 153e
Scutéllarine-7-O-glucoside 153f

C. melitensis Hispiduline 7-O-rutinoside 153i [100]
Apigénine 6,8-di-C-glucoside 153e
Lutéoline 7-O-glucoside 152¢
Lutéoline 4’-O-arbinoside 1550
Lutéoline 8-C-glucoside 155q
Lutéoline 6-C-glucoside 153d
Népétine 154a
Myricétine 3,5’-dimethyl ether 7- 165
glucoside

C. inermis Isovitexine 4’-O-rhamnosyl 155c¢ [77]
Jacéosidine 155h [99]
Eupatorine 155b [77]
Hispiduline 153a
6-hydroxykaempférol 3,6-dimethyl ether 173h
Népétine 154a

C. pallescens Jacéosidine 155h [88]
Fisétine 164 [57]
Hesperidine 155f
Dihydroquercétine 159
Lutéoline 152a [65]
Morine 158 [57]
Naringénine 161
Rutine 157
Vitexine 155a

C. alexendrina Jacéosidine 155h [57]
Eupatiline 155¢ [65]
Fisétine 164 [57]
Hespéridine 155f
Dihydroquercétine 159
Lutéoline 152a [65]
Naringéenine 161 [57,65]
Rutine 157 [61]
Vitexine 155a [57,65]

16




Chapitre |

Synthese bibliographique

Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

C. cuneifolia Jacéosidine 155h [107,135]
Eupatiline 155¢g [133]
Eupatorine 155b
C. calcitrapa Dihydroquercétine 159 [57]
Fisétine 164
Hespéridine 155f
Hispiduline 153a [57,65,125]
Kaempférol 3-O-glucoside 173b [57]
kaempférol 6-methyl ether 7-O-glucoside 173c [41]
kaempférol 6-methyl ether 3-O-glucoside 173d [125]
Kaempférol 3-O-rutinoside 173e [125]
Lutéoline 152a [57,65]
Morine 158 [125]
Péctolinargénine 155t [125]
Naringénine 161 [57,65]
Rutine 157
Vitexine 155a [57]
Jacéosidine 155h [65]
C. pullata Cirsimaritine 153b [73]
Hispiduline 153a
Hispiduline 7-O-glucoside 153c
Patulétine 7-O-glucoside 156¢
C. thessala Hispiduline 153a [102]
Jacéosidine 155h
C. orphanidea Cirsimaritine 153b [104]
Lutéoline 152a [134]
C. scoparia Cirsimaritine 153b [105]
Hispiduline 153a [103,106]
Lutéoline 152a
C. cineraria Eupatiline 155¢ [107]
Jacéosidine 155h [109]
Népétine 154a [112]
C. rothmalerana Eupatiline 155¢g [136]
Jaceosidine 155h [77]
C. affinis Eupatorine 155b [108]
C. aggreagata Eupatorine 155b [138]
C. Eupatorine 155b [57,84]
pseudomaculosa Népétine 154a
C. clementei Hispiduline 153a [110,111]
Ladaneine 155j
Négléteine 155i
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Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

C. phyllocephala | Hispiduline 153a [113]
Cirsiliol 154d [114,113]
Jacéosidine 155h [115]
Népétine 154a [69,116]

C. solstitialis Homoorientine 154c [128]
6-Hydroxykaempférol 3,6-dimethyl ether 173h
Patulétine 156a [132]
Patulétine 7-O-glucosid 156¢ [128]

C. Phrygia 3°, 5, 7-Trihydroxy-4’,6- 1551 [121]
diméthoxyflavone

C. thracica Isovitéxine 4’-O-rhamnosyl 155c¢ [131]
Vitexine 155a [72]

C. jacea Jacéoside 155d [77]
Jacéosidine 155h [127]
6-Hydroxykaempférol 3,6-dimethyl ether 173h [96]
4°.5,7-Trihydroxy-3’,6-diméthoxyflavone 155m

C. isaurica Kaempférol 3-O-glucoside 173b [123]

C. ruthenica Jacéoside 155d [120]
Jacéosidine 155h [75]
Patulétine 156a
Patulétine 7-O-glucoside 156¢
Patulétine 3,7-di-O-glucoside 15649 [81]
Quercétagétine 173i
Quercétagétine 3°-methyl ether 7-O- 173) [75]
glucoside
Querceétagétine 7-O-glucoside 173k

C. kilea Jacéosidine 155i [83]
Népétine 3°,4°,7-trimethyl ether 148 [77]

C. malcitana Jacéosidine 155h [137]

C. senegalensis Jacéosidine 155h [122]

C. collina 6-Hydroxykaempférol 3,6-dimethyl ether 173h [107]
Patulétine 156a [63]
Patulétine 7-O-glucoside 156¢
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Tableau 1.3 Suite: Quelques flavonoides du genre Centaurea.

C. lippii Kaempférol 3-O-rutinoside 173e [129]
Lutéoline 6-C-glucoside 153d [100]
C. acaulis Kaempférol 4’-methyl ether 1739 [74]
C. macrocephala | Apigénine 8-C-arabinoside 1531 [68]
Lutéoline 6-C-glucoside 153d [117]
C. pseudocabiosa | Ladanéine 155j [119]
Lutéoline 7-O-glucoside 152c [120,119]
Chrysine 172a
Chrysine 7-O- glucuronide 172b
Chrysine 7-O- glucuronide methylester 172c
Chrysine 6-C- glucoside 172d
Chrysine 8-C- glucoside 172e
Chrysine 7-O-B-actopyranuronoside 172f
C. cheiranthifolia | Lutéoline 152a [111]

Les structures des différents flavonoides isolés des espéces du genre Centaurea cités dans
le tableau 1.3 sont présentées dans les figures 1.3 —1.11

OH
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R: R2 R3
a H H H
b H H CHs
c H glc H
d H glc CHs
e di-glc H H
f glc H arab

Figure 1.4: les structures des flavonoides de 152a-152f

R1 R R3
a OCHs H H
b OCHs | CHs H
C OCHs |glc H
d C-glc H H
e C-glc H C-glc
f OH H H
g C-glc CHs H
h OCHsz | me-gluc | H
153 i |OCH: |rut H
j H H OCHs
k C-arab | H H
| H H C-arab

Figure 1.5 : Les structures des flavonoides de 153a -153lI

R1 R
a OCH3 H
b OCHs glc
c glc H
d OCHs CHs
e glc glc
f OCHs HSO3

Figure 1.6: Les structures des flavonoides de 154a-154f
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R1 R2 Rs R4 Rs
a H H glc H OH
b | OCHs CHs H OH OCHs
c O-glc H H H OH
d | OCHs glc H OCHs OH
e | OCHs CHs H OCHs OH
f H rha-glc H OH OCHs
g | OCHs H H OCHsz | OCHs
h | OCHs H H OCHs OH
[ OH CHs H H H
j OH CHs H H OCHs
Kk C-glc H H OH OH
I OCHz3 H H OH OH
m | OCHs H H OCHjs OH
n H H OCHs; | OH OH
0 H H H OH Oarab
p H H H OH O-glc
q H H glc OH OH
r glc H H OCHjs OH
S arab H glc H OH
t OCH3 H H H OCH3
Figure 1.7: les structures des flavonoides de 155a-155t
R1 R> Rs Ra
a H H H OH
b H OCHs |H OH
c glc OH H OH
d rut H H OCHjs
e H OCHs |H Ogal
f H OCHs |H OCH3
g H OH H Oglc
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OH

HO o
O-rut
157
OH 0
OH
HO OH
OH
158 OH o 159
OH OH
HO3S0 0 HO 0 -
H
161
160
OH 0 OH 0
OCHj
OH
HaCO o
OCH;
OH 0 162

Figure 1. 9: Les structures des flavonoides de 157-162
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Figure 1.10: Structures des flavonoides de 172a-172f

Ry

f /\J/ /
R 0 x
P
Ry T’ W R
OH 0

173

Ry

“f \H OCH,
OH (8]
165
OH
//J\T,OH
HO \(/H%\ o] .--“‘\‘\LE/ ‘
S
OH (8]
167
a b c d e f
Ri| H| H H ge | H | H
R | H | glc | meglc H H |gal
Rs | H |H H H glc | H
R1 R2 Rs R4 Rs
a OH H Oglc H OH
b Oglc H OH H OH
c OH | oCH;3 | Oglc H OH
d Oglc | OCH; | OH H OH
e Orut H OH H OH
f | OCH3 H OH H OH
g OH H OH H | OCHs
h OCHs | OCH; | OH H OH
i OH OH OH OH OH
j OH OH Oglc | OCH; | OH
k OH OH Oglc OH OH

Figure I. 11 : Structures des flavonoides de173a-173k
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Les flavonoides du genre Santolina

Quelques flavonoides isolés du genre Santolina sont reportés dans la Figure 1. 12 a
.14

¢ Quelques dérivés de I’apigénine

1: Apigénine ; R=H OH
2 Apigenine 7-rhamnoglucoside ; R=rhamnoglucosyle
RO 0
3 :Apigénine7-glucoside ; R=glucosyle
4 : Apigénine 7-glucuronide ; R=glucuronyle
OH 0

Figure 1. 12 : Structures des dérivés de 1’apigénine 1-4

e Quelques dérivés de la lutéoline

5 : Lutéoline ; R=H
6 : Lutéoline7-rhamnoglucoside ; R=rhamnoglucosyle

7 : Lutéoline 7-glucuronide ; R=glucuronyl

Figure I. 13 : Structures des dérivés de la lutéoline 5-7

e Neépetine

Figure I. 14 : Structure de la Népetine
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1.4.2 Les lactones sesquiterpéniques

<> Les lactones sesquiterpéeniques du genre Centaurea

Les investigations phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont révélé
une grande diversité structurale, dont les squelettes prédominant sont ceux des germacranolides,
guaianolides suivis des eudesmanolides et des élémanolides et beaucoup moins des

héliangolides. Quel que soit leur type de squelette, elles sont fermées soit en C-6 soit en C-8.

1.4.2.1 Les germacranolides du genre Centaurea

Ce type de lactones sesquiterpéniques ont comme squelette de base un cycle a dix
atomes de carbone (Figure 1.15).Leurs masses moléculaires nedépassent pas 420 uma.

Figure 1.15 : Squelette de base d’un germacranolide fermé en C-6

La majorité de ces molécules comportent deux doubles liaisons, la premiéreentre C-1 et C-
10 et la seconde entre C-4 et C-5 toutes les deux dans la plupart des cas, de configuration E.
Des fonctions époxydes peuvent remplacer les doubles liaisons, dans ce cas la stéréochimie
du C-1letdeC-5 estp.

Le carbone de la position 11 peut voir son hybridation changer en se réduisant. On aura

alors deux possibilités : 11a-H, 138-Me ou 11p-H, 13a-Me. Dans la plupart des composés
cités (tableau 1.4) le C-4 porte le groupement CH2OH.
D’apres notre étude les C-6 et C-8 sont souvent substitués par des groupes hydroxyles ou
esters, que la lactone soit fermées en C-6 ou en C-8. Notons que I’orientation de ces
groupements oxygénés est souventa. La masse de ces groupes esters peut aller de 83 a 157
uma, dont quelques-uns sont reportés dans le tableau 1-5.
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La stéréochimie de I’hydrogéne H-6 est  par contre celle de H-7 est a. Le C-9 et le C-3

sont rarement substitués.

Tableau 1.4: Quelques lactones sesquiterpéniques de type germacranolide isolées du genre

Centaurea
Composé Structure Plante Réf.
Salonitenolide la
8a-angeloylsalonitenolide 1b
8a-(5-hydroxy)- 1c
angeloylsalonitenolide =
C. aspera
salonitenolide-8-O-(4’-acetoxy- 1d
5’-hydroxyangelate) =
139
8a-(Z-2-Methyl-4-acetoxybut-2- le
enoyloxy)-15-hydroxygermacra-
1(10),E,4Z,11(13)-trien-12,6a-
olide
Onopordopicrine 1f
Cnicine 16
4’-Acetylcnicine 17
11, 13-Dihydrosalonitenolide 2
8-0Ox0-15-hydroxygermacra- 3
1(10),E, 4z-dien-11BH-12,60-
olide
Sténophylloide 4
Dihydrosténophylloide 5
Onopordopicrine 1f C. scoparia [141]
Cnicine 16
4’-Acetylcnicine 17
3’-Acetylcnicine 18
Salonitenolide-8-O-(4’-acetoxy- 19 C. moesiaca
5’-hydroxyangelate [147]
8a-(5-Hydroxy)- 20
angeloylsalonitenolide
Onopordopicrine 1f
8a-Acyloxy-1,15-dihydroxy- 25
4E,10(14),11(13)-germacratrien- 26
12,6a-olide
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Tableau 1.4 Suite: Quelques lactones sesquiterpéniques de type germacranolide isolées du

genre Centaurea

Salonitenolide la C. grisebachii 143
id
Cnicine 16 144
Salonitenolide la C. alba 146
11B,13-dihydrosalonitenolide 96
Salonitenolide 8-O-(4'-acetoxy-5'- id
hydroxy)-angelate
Cnicine 4'-O-acetate 17 C. alba [146]
Cnicine 16
Jurineolide 60 C. scoparia [148]
Costunolide 72 C. acaulis L. [152]
Cnicine 16
- — 153
4’-Acetylcnicine 78 C thessala
8a-[(4-Acetoxy-5-hydroxy)- 79
angelate salonitenolide
11B,13-Dihydrocnicine 96
11B,13-Dihydrocnicine 89 C. pullata 154
11p,13-Dihydro-19-desoxycnicine 90
8a-O-(4-Acetoxy-5 hydroxyan- 91
geloyl)-11p,13-dihydrocnicine
Cnicine 16 C. diffusa 155
Cnicine 16 C. cineraria [157]
Cnicine 16 C. paniculata [97]
4’-Acetylcnicine 17
Cnicine 16 159
Onopordopicrine 21 C. nicaeenis
Dihydroamarine 114
Onopordopicrine 21 C. tweedieli [118]
Cnicine 16 C. affinis [160]
Salonitenolide la
Salonitenolide la C. orphanidea 124
Cnicine 16
4’-O-Acetylcnicine 17
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Tableau 1.5: Quelques groupes d’esters existant en C-6 ou en C-8 dans les germacranolides
du genre Centaurea

Groupe d’ester Nom du chainon Masse (uma)
(0] OH
)‘\’H\/OH (1°,2’-dihydroxyethyl) acrylate 115
O OH (1’-acetoxy-2’-hydroxyethyl)

acrylate 157
OAc
o)

4’-hydroxymethacrylate 85
OH
(o]
4’-acetoxymethacrylate 127
OAc
0

(1’-hydroxyethyl)acrylate

99
OH

0
1\)\ isovalérate 85
0
) HO 2’,4’-dihydroxysenecioate 103
N

0
4’-hydroxysenecioate 99
/ OH
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Tableau 1.5 Suite : Quelques groupes d’esters existant en C-6 ou en C-8 dans les
germacranolides du genre Centaurea

4’,5’-dihydroxytiglate 115
OH

OH

senecioate 83

Z

En spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton certains noyaux donnent des
signaux caractéristiques. Le tableau 1.6 regroupe les données relatives a quelques-uns de
ces noyaux.

Tableau 1.6 : Déplacements chimiques caractéristiques des germacranolides

Type de protons Déplacements chimiques (ppm)
H-1 4,94 -5.76
H-5 4.65—-5.76
H-6 431- 512
H-88 aOR 457 -5.25
aOH 4.08 - 4.38
H-15 ( CH,OH) 3.90-4.30
H-15" ( CH2.OH) 4.08 - 4.25
H-13 6.28 — 6.40
H-13 5.66 - 6.36
H-14 1.37-1.83

1.4.2.2 Les guaianolides du genre Centaurea
Les lactones sesquiterpéniques de type guaianolide ont comme squelette de base un cycle

heptagonal et un deuxieme pentagonal (Figure 1.16). On reportera quelques guainolides isolés

du genre Centaurea (tableau 1.7)
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Figure 1.16 : Squelette de base d’un guaianolidefermé en C-6

Les guaianolides vont se distinguer par la stéréochimie oo des hydrogenes en position 1 et 5

puisque la jonction des cycles se fait entre le C-1 et C-5, sans oublier que la lactone peut se

fermer en C-6 ou en C-8, I’hydrogéne en position 7 aura lui aussi une stéréochimie o.

Contrairement au germacranolides, les guaianolides possedent des doubles liaisons

exocycliques en position 4 ou 10. Quelques groupes de substituants de masse comprise entre

71 et120 uma sont reportés dans le tableau 1.8

Tableau 1.7 : Quelques guaianolides isolés du genre Centaurea

Composeé Structure Plante Réf.
(1R,3S,4S,5S,6S,7R,8S)-4p-(Chloromethyl)-
3B,4a-dihydroxy-8a-(3-formyl-2-methyl-
propenoyloxy)-1aH,5aH,63H,7aH-guai- 11
10(14),11(13)-
dien-6,12-olide
(1R,3S,4S,5S,6S,7R,8S)-4B-(Chloromethyl)-
3B,4a-dihydroxy,8a-(sarracenoyloxy)-1aH, 12
50H,6BH,7aH-guai-10(14),11(13)-dien-6,12- =
olide
8a-Hydroxy-3p-(benzoyloxy)-
laH,5aH,6BH,7aH- 13 C. scoparia
guai-4(15),10(14),11(13)-trien-6,12-olide 141
3B-Hydroxy-8a-(3,4-dimethoxybenzoyloxy)-
11B,13-dihydro-1aH,5aH,6pH,7aH-guali- 14
4(15),10(14)-dien-6,12-olide =
Kandavanolide 30
Salograviolide A 31
3-Deacetyl-9-O-acetylsalograviolide A 32
9-O-Acetylsalograviolide A, 33 C. nicolai 145
Salograviolide B 34
Chlorojanérine 38 [146]
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Chlorohyssopifolin A (Centaurepensin) 39
Chlorohyssopifoline A (C-17 epimer) 40 C. alba
3p,8a-O-Di(4-hydroxy-tigloyl)- 147
laH,50H,63H,7aH-guai-4(15),10(14),11(13)- 41
triene-6, 12-olide.
Cebelline F 42
8a,4’-(Hydroxytiglinate)-8- 43 _
desacyloxysubluteolide — C. scoparia
8-Desacylrepin 44
(1 S,3S,5R,6R,7R,8S)-8-Angelyloxy-3-
hydroxyguai-3(15), 10(14) 11(13)-trien- 45
6,12-olide
8-Desacetylcentaurepensin-8-O-(4- 46
hydroxytiglinate) —
Chlorohyssopifolin A 47
8a-Hydroxy-11la,13-dihydrozaluzanin C 48
Desacylcynaropicrine 49
Chlorohyssopifoline B 50
Chlorojanérine 38 C. scoparia 148
8-Deacylcentaurépensine 8-O-(4-hydroxy)- 52
tiglate =
Chloroscoparine 53
Chlorohyssopifoline B 54
Diaine 55
Cynaropicrine 56
Deacylcynaropicrine 57
Janérine 58
Dehydrocostus 59
3-Oxo0-4a-acetoxy-15-hydroxy-laH, 5aH, 6BH, 61 149
7oH, 1IBH-guai-10(14)-ene-6,12-olide -
C. musimomum
3-Ox0-4a-hydroxy-
15-hydroxy-1aH, 5aH, 6BH, 7aH, 11 BH-guai- 62
10( 14)-ene-6,12-olide.
4, 15-Dihydro-3-dehydrosolstitialine A 36
monoacetate =
Aguérin B 64
17,18-Desoxyrépine 65
19-Desoxy-15-chlorojanérine 66
Centaurépensine 39 151
Chlorojanérine 38 C. musimomum
Linichlorine B diacetate 67
Répine monoacetate 68
Cynaropicrine diacetate 69
Janérine diacetate 70
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Tableau 1.7 Suite : Quelgues guaianolides isolés du genre Centaurea

Zaluzanine D 73
14-Chloro-10B-hydroxy- 74 C. acaulis L. 152
10(14)-dihydrozaluzanine D —
Babyline A 99
Babyline B 100
Répine 101 C. babylonica 156
Chlorohyssopifoline 102
Janérine 103
Cébelline J 104
Sublutéolide 105 C. conifera 157
Répine 101
Janérine 58
Zaluzanine D 73
Zaluzanine C 107
Janérine 103
Chlorojanérine 38
Cynaropicrine 56
Deacylcynaropicrine 57 C. ptosimopappa 158
11a,13-Dihydro-deacylcynaropicrine 109
11p,13-Dihydro-deacylcynaropicrine 110
4B,15-Dihydro-3-dehydrosolstitialine A 111
Chlorojanérine 38
13-Acetylsolstitialine A 112 C. solstitialis [91]
Solstitialine A 113
Aguérine B 64 C. deflexa [98]
(1R,4Sor R, 5R, 6S, 7R, 8S)-15-Hydroxy-8-
(40-hydroxymethacroyloxy)-10 119 C. tweediei 118
(14), 11 (13)-guaiadien-6,12-olide
| 1,13-Dihydro-desacetylcynaropicrine 109 C. 126
Cynaropicrine 56 ptosimopappoides

Tableau 1.8 : Groupes d’esters existant en C-8 dans les guaianolides du genre Centaurea

Structure de la chaine Nom de la chaine Masse (uma)
(6]
4’-hydroxymethacrylate 85
OH
0
3’-hydroxymethacrylate 85
= OH
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Tableau 1.8 Suite : Groupes d’esters existant en C-8 dans les guaianolides du genre
Centaurea

2’-hydroxy-4’- 121
chloroisobutyrate

2’-methylbutyrate 85

Isobutyrate

(6]
)wgb\m
)‘H/ 71
(0]
)H/\/OH

4’-hydroxymethacrylate
87

4’-hydroxytiglate 99

1.4.2.3 Les élémanolides du genre Centaurea

Les lactones de type élémanolide ont comme squelette de base, un seul cycle de six atomes

comme le montre la figure 1.17. Elles ont une masse moléculaire n’excédant pas 390 uma
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Figure 1.17: Squelette de base d’un élémanolide

Selon notre étude tous les élémanolides du genre Centaurea possedent deux doubles liaisons
exocycliques I’une entre C-1 et C-2 et ’autre entre C-3 et C-4, en plus la stéréochimie de la
liaison C-1 et C-10 est a, celle de C-4 et C-5 est f. Cette stéréochimie va influencer celles des
substituants en position 5 et 10, ainsi I’hydrogéne en position 5 sera o et le méthyle porté par le
carbone 10 est f.Comme pour les germacranolides la double liaison peut étre réduite et la
lactonisation se fait essentiellement en C-6. Quel que soit le carbone de lactonisation le C-6 ou
le C-8 porte des groupes esters ou hydroxyles avec une stéréochimie a. Quelques lactones de

type élémanolides isolées du genre Centaurea sont reportées dans le tableau I.9.

Tableau 1.9: Quelques lactones sesquiterpéniques du type élémanolide isolées du genre

Centaurea
Composé Structure Plante Réf.
Methyl 8a-(Z-2-hydroxymethyl-4- C. aspera [139]
acetoxybut-2-enoyloxy)-6a,15- 6d
dihydroxyelema-1,3,11(13)-trien-12- —
oate
Elemacarmanine 6f
Hierapolitanine A 7 C. Hierapolitana 140
. o 8
Hierapolitanine B =
80-O-(3,4-Dihydroxy-2- C. moesiaca 142
methylenebutanoyloxy)-11,13- 22
dehydromelitensine
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Tableau 1.9 Suite: Quelques lactones sesquiterpéniques du type élémanolide isolées du genre

Centaurea
8a-0-(3,4-Dihydroxy-2- C. grisebachii ssp. 143
methylenebutanoyloxy)-11,13- 22
dehydromelitensine
8a-(3,4-Dihydroxy-2-methylene- 80
butanoyloxy)-dehydromelitensine —
Methyl 8a-(3,4-dihydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-6a, 15- 81
dihydroxyelema-1,3,11(13)-trien-12- - C. thessala 153
oate
8a-(3-Hydroxy-4-acetoxy-2-
methylenebutanoyloxy) dehydro- 82
melitensine
8a-O-(4-Hydroxy-2- 144
methylenebutanoyloxy) 94 C.pullata
melitensine
Melitensine 95
Dehydromelitensine 106 C. cineraria 157
8a-0O-(3, 4 C. orphanidea 124
Dihydroxymethylenebutanoyloxy) 22
dehydromelitensine

1.V.2.4 Les eudesmanolides du genre Centaurea

Les lactones du type eudesmanolide ont comme squelette de base deux cycles hexagonaux

(figure 1.18). Leurs masses moléculaires sont comprises entre 248 et 450 uma

Figure 1.18 : Squelette de base d’un eudesmanolide

La stéreochimie H-5 est o par contre celle du méthyle porté par le carbone 10 est B .La
fermeture de la lactone se fait trés rarement en C-8.La stéréochimie des hydrogenes 6 et 7 est

toujours P et a respectivement. Quelques lactones de ce type sont reportées dans le tableau .10
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Tableau 1.10: Quelques lactones sesquiterpénes du type eudesmanolide isolées du genre

Centaurea
Composé Structure Plante Réf.
Hierapolitanine C 9 C. hierapolitana [140]
Hierapolitanine D 10
Malacitanolide 23 C. moesiaca 142
8a-(3-hydroxy-4-acetoxy-2-
methylenebutanoyloxy)-4-epi- 24
sonchucarpolide
8a-hydroxy-4-epi-
. 83
sonchucarpolide —
8a-O-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-4-epi- 24
sonchucarpolide C. grisebachii ssp. 143
8a-0-(3,4-dihydroxy-2-
methylene-butanoyloxy)-4-epi- 23
sonchucarpolide
8a-hydroxy-11p,13-dihydro C. granada 150
63
onopordaldehyde. —
B-cyclocostunolide 71 C. acaulis [152]
8a-hydroxy-4-epi- 83
sonchucarpolide. -
Malacitanolide 84
4’-acetoxymalacitanolide 85
Atticine 86 C. attica 153
4-epi-carmanine 87
11, 13-dihydro-8a- 88
hydroxy-4-epi-sonchucarpolide —
8a-O-(4-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-11p,13- 92
dihydrosonchucarpolide 154
8a-O-(4-hydroxy-2- C. pullata
methylenebutanoyloxy)- 93
11B,13-dihydro-4-epi- —
sonchucarpolide
8a-hydroxy-11p,13-dihydro-4- 97
epi-sonchucarpolide —
8a-hydroxy-11p,13-dihydro- 98
onopordaldehyde =
(IR, 4R, 5R, 6R, 7R, 8S, 10R)-1-
Hydroxy-8-methacryloxy-15-
116
oxoeudesm- ==
11(13)en-6,12-olide
(1R, 4S, 5R, 6R, 7R, 8S, 10R C. tweediei 118
Methyl 1,6-dihydroxy-8-
117
methacryloxyeudesm- —
11(13)-en-15-oic acid-12-oate
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Tableau 1.10: Quelques lactones sesquiterpénes du type eudesmanolide isolées du genre

Centaurea

Malacitenolide

8a-0O-
4-epi-sonchucarpolide

8a-O-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-4-epi-
sonchucarpolide

C. orphanidea
24 124

. 9 » COOMe
N 2
. ]
En
(X3 e

" l\ """ | ‘ T 3

4 R=CH;
5§ R=HaMe

Figure 1.19 : Les structures des lactones sesquiterpeniques de 1 a 6
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16 R=A 19 R=D
17 r=B 20 R=E
18 Rec 2L ReF

OH

CH

Figure 1.20 : Les structures des lactones sesquiterpeniques de 16 a 26
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RO

R
R R1 R2
Al OR, 30 Ac H H
31 Ac H OH
32 H H OAc
33 Ac H OAc
o 34 Ac H H

OH
38
o)
Cl
_/
HO SunllOR : O
HOW'" 39
Cl 0 Cl
O _ul\\\\OH
40
0

Figure 1.21 : Les structures des lactones sesquiterpeniques de 30 a 40
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0]
OH
R1= R3= )‘\’/\/
0O
Ri= )H/\/OH -Ry=H
(0]
R;= /L’/\ Ry=H
Ri=R,=H
O
R= /“\/h/OH
=H
0]
R= /LK\/OH
O
R= cl
OH
=H

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquiterpéniques de 41 a 50
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R 0 CH,OH
2 B WG
<
é oy
54 >~
CH,OH
R
56
37
0
"~ CH,OH
0 H
39 0
0 H
/ o 'H
C=
7 CH,0Ac

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquiterpéniques de 52a 60
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R WOH
61 Ac
62 H

.-mll\\“
ey

HO

W

H

HO

8

IQ\
]
(eI

CH,CI

Z30
AcO

........oﬁ

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquiterpéniques de 61a 69
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CH,OAc

) |OH

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquitérpeniques de 70 a 76
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o OH o OH

A= B=
H Ac
OAc o

o
C D=
F OH
OH

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquitérpeniques de 79 a 88
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OH

OR

T

CHO

92 R=B..CHO 94 R=B
93 R=B..CHO 95  pawu
97 R=H,-CHO
(o] OH
Am
H OAc
[e]
o C=
"’,,f”
B=

OH

|§g Ol

Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquitérpeniques de 89 a 104
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Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquiterpeniques de 105 a 114
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Figure 1.21 Suite : Les structures des lactones sesquitérpeniques de 116 a 118
1.5 Conclusion

A la fin de cette modeste recherche bibliographique, on peut conclure que les flavonoides et
les lactones sesquiterpéniques de type germacranolides, élemanolides, eudesmanolides et
guainolides constituent la majorité des métabolites secondaires du genre Centaurea . D’autres
métabolites n’ont pas été reportés comme les lignanes, les triterpenes, les stéroides et les
alcaloides.

Les especes du genre Santolina sont aussi connues pour étre de bon accumulateurs de
métabolite secondaires et en particulier les composés phénoliques

Cette diversité de composeés est responsable des activités antioxydantes et antibactériennes.
Ces composeés sont considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiques des deux espéces
du genre Santolina et Centaurea et plus particulierement de la famille des Astéracées.
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Chapitre II
Les métabolites secondaires : les flavonoides et les lactones
sesquiterpeniques

I11.1.Introduction

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une partie importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites
secondaires.

Les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques assurent la survie de la plante,
ils se trouvent dans toutes les cellules de I’organisme d’une plante. Ces derniers constituent les
quatre grandes classes des métabolites primaires.

Par contre les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I’organisme de la plante. lls sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures.
Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. Les produits du
métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d’une grande variété
structurale. Ces composés marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une espece
de plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.

Dans cette étude, nous nous intéresserons particuliérement aux composes qui constituent les

métabolites secondaires.

I1. 2. Classement des métabolites secondaires

Les composes phénoliques, les terpénoides et les alcaloides sont les trois classes principales
de métabolites secondaires [1,2]. A I’heure actuelle plus de 100000 produits ont éte identifiés.

I1. 2. 1. Les composés phénoliques

I1. 2. 1. 1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, caractérisés par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide

[3].Le terme polyphénol a été introduit en 1980[2].

1. 2.1. 2. Structure

Comme leurs noms I’indiquent, les composés phénoliques sont caractérisés par au moins un

noyau aromatique auquel est directement lié un groupe, hydroxyle libre ou engagé dans une
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autre fonction comme éther, ester ou un hétéroside [4].1ls peuvent aller de molécules simples,

comme les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les tanins.

I1. 2.1.3. Localisation

Les composés phénoliques sont présents dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles, les
fruits, les graines... [3]. On les retrouve dans les fruits rouges comme les cerises, le raisin
[2].Parmi les composés, on peut citer les lignanes, les coumarines, les xanthones, les quinones

phénoliques et les flavonoides. A I’heure actuelle plus de 8000 composés ont été répertoriés

[4].

I1. 2. 1. 4. Classification
La classification des composés phénoliques a été établie sur la base du nombre de carbone
constituant leur squelette. Les différentes classes prédominantes [5] sont regroupées dans le

tableau I1.1: Principales classes de composés phénoliques

Squelette Classe Exemple de molécules Origine
carboné
Ce Phénols simples Catéchol
Ce-Cs Acides hydroxybenzoiques | Acide p- Epices, fraise
hydroxybenzoique
Ce-Cs Acides hydroxycinamiques | Acides cafeique, ferulique | Pomme de
Coumarines Scopolétine, esculétine terre,pomme
Citrus
Ce - C4 Napthoquinones Juglone Noix
Cs - Co- Cs | Stilbenes Resvératrol Vigne,
Ce - C3-Cs | Flavonoides
e Flavonols Kaempfeérol, quercétine Fruits, légumes,
e Anthocyanes Cyanidine,pélargonidine fleurs Fleurs,
e Flavanols Catéchine, épicatéchine fruits rouges
e Flavanonesl Narigénine Pomme, raisin
Soja, pois
(Cs -Ca)2 Lignanes pinorésinol Pin
(Cs - C3)n | Lignines Bois, noyaux des
fruits
(Ci5) n Tanins Raisin rouge, kaki

Les acides phénoliques et les flavonoides forment le groupe de composés phénoliques le
plus important. Dans ce qui suit, nous présenterons quelques notions sur cette classe de

métabolites secondaire
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11.2.1.4.A. Les acides phénoliques
11.2.1.4.A.1 Définition

Un acide phénolique est un composé organique possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie consiste a
réserver ce terme aux dérivés de I’acide benzoique et de ’acide cinnamique [6].

Les acides phénoliques se divisent en deux groupes: les acides hydroxy cinnamiques et les

acides hydroxy benzoiques.

11.2.1.4.A.2 Les acides hydro benzoiques

Les acides hydroxy benzoiques dérivent de I’acide benzoique, ils sont constitués d'un
squelette a sept atomes de carbones (C6-C1). Ces acides sont considéres parmi les formes
les plus répandues chez les gymnospermes et chez les angiospermes. Ils sont souvent
libérés apres hydrolyse alcaline du matériel végétal. Quelques structures d’acides hydroxy
benzoiques sont illustrées dans le tableau 11.2

Tableau 11.2: Structures de divers acides hydroxy benzoiques

Acides hydroxybenzoigues
Rz R1 R2 R3 R4

Acide para- H H OH H

R, hydroxybenzoique
Acide protocatéchique H OH OH H
Acide vanillique H OCHs | OH H

COOH Acide gallique H OH OH OH
Acide syringique H OCHs | H OCHjs
Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH
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11.2.1.4.A.3 Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxy cinnamiques dérivent de ’acide cinnamique, leurs squelettes de base sont
de type Cs-C3z.La molécule de base est I’acide para coumarique sous ses deux formes, I’isomére
trans est le plus fréquent, mais le cis existe aussi.

Ces acides sont rarement présents a 1’état libre et existent généralement sous forme d’esters
ou de glycosides [6] ; ’acide caféique est la molécule la plus répandue chez les végétaux, elle
est présente sous forme d’acide chlorogénique (ester 5- caféoylquinique) dans le café, d’acide
caféoylshikimique dans la datte, d’acide caféoylmalique dans le radis. Le tableau 11.3 illustre

quelques exemples d’acides hydroxycinnamiques

Tableau I1.3 : Principaux acides hydroxycinnamiques

Acideshydroxycinnamiques
R1 R2 R3
Acide H H H
OH cinnamiqu
e
Ry Acidep- H OH H
~ 0 coumariqu
e
Acidecaféiq OH OH H
Rz ue
Acideféruli OCHs OH H
Ra que
Acidesinapi OCH;s OH OCHjs
que
E-anéthol H OCH;s H
HOOC
0
H
X 0 OH
OH
HO

Acide p-coumaroylquinique
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HOOC

\ 0O OH

OH
HO

Acide chlorogénique (= Acide 5-caféoylquinique)

COOH

H——C——OH

HO \ COO—(l)— H
17
HO

Acide caféoyltartrique

Figure 11.1: Exemple de formes combinées des acides hydroxycinnamiques
11.2.1.4.A.4 Formation du noyau aromatique

Le principal mode de cette formation emprunte 1’acide shikimique (acide en Ce-C1), lequel
donne naissance a I’acide phénylpyruvique puis a 1’acide cinnamique (acide en Cs-C3)
Un mode de formation plus secondaire consiste en la cyclisation de chaines polycétoniques,

elles-mémes obtenues par condensation de groupements acétates.

e Voie de I’acide shikimique

Cette voie débute par la condensation de I’acide phosphoénol pyrinique (PEP) (1) avec
I’érythrose 4-phosphate (2) qui produisent un corps en Czdonne naissance au 5-
déshydroquinate (3) respectivement au quinate (4), tous deux dérives du cyclohexane. De la se
détache une voie de synthése vers les acides phénols carboxyliques qui est plutét caractéristique
des micro-organismes. Une déshydratation conduit au déshydroshikimate (5), qui est réduit en
shikimate (6) a l’acide de NADPH+H®. Par phosphorylation et réaction avec du
phosphoénolpyrate en position 3, il se forme d’abord un énoléther activé, le chorismate (7). A
cette étape, les aiguillages sont en place pour diverses voies : I’'une d’entre elles conduit par
I’intermédiaire de I’anthranilate (8) a I’acide aminé aromatique tryptophane (9), a partir duquel

se forme I’acide indolacétique (10), la deuxiéme voie qui nous intéresse ici produit I’acide
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cinnamique (14) respectivement 1’acide p-coumarique comme premier dérive(15).

On voit sur le schéma que I’embranchement se situe au niveau du préphénate (11).Le
préphénate est transaminé en arogénate, qui est ensuite transformé en phénylalanine (12) sous
I’action d’une arogénatedéshytratase (décarboxylante) ou en tyrosine (13) sous I’action d’une
NADP arogénate déshydrogénase (décarboxylante).

La désamination oxydative de la phénylalanine (12) en acide cinnamique (14) et de la
tyrosine (13) en acide p-coumarique est catalysée par des enzymes spécifiques [7]. Toutes ces
étapes sont montrées dans la figure 11.2.

Les systemes aromatiques sont aussi formés par voie acétate malonate ou bien par voie de

I’acétate mévalonate

T coo coo coo
H—T—OH 4 Hp—O0—C ——C7 —> —_—
S G © OH on OH OH
CH;—o—pP ) 3 @)
2)
H,0
coo" Ccoo

¢
i
)
U

0'—({6) NADP* NA DH+H" ©)

ATP (o]
Hty.
c-0-P
-00C
ADP+Pi
coor

CH,

c—oO

(it
\
(.

Ccoor (@)

N

NH,,

o
I "H,—C—COO"
"H,—C—COO"
OH

Phénylpyruvate

0
QO
0

4-hydroxyphénylpyruvate

Figure 11.2: Formation des acides phénoliques par la voie de I’acide shikimique
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Figure 11. 2 Suite : Formation des acides phénoliques par la voie de I’acide shikimique

11.2.1.4.A.5 Propriétes therapeutiques

Les acides phénoliques sont considéres comme substances phytochimiques avec des effets
prébiotiques, de chélation et anti-inflammatoires. Leur toxicité est faible. Comme I’acide
caféique, I’acide férulique empéche la formation du cancer des poumons chez les souris [8].
L’acide gallique inhibe la formation du cancer cesophagien chez les rats [9], quant a I’acide
rosmarinique, il possede une activité anti-inflammatoire, enfin les acides phénoliques sont

connus aussi pour leurs propriétés antibactériennes [10] et antifongiques [11].

11.3 Les flavonoides
11.3.1 Définition

Le terme flavonoide provenant du latin « flavus » signifiant « jaune »désigne la classe des
flavonoides, une des plus abondantes du réegne végétal. Des flavonoides ont été isolés par le
scientifique Eugéne Chevreul en 1814, mais, ils n’ont été réellement découverts qu’en 1937
par Albert Szent-Gyorgyi, qui mit en évidence leur influence pour réduire la perméabilité des
vaisseaux sanguins. A ce jour plus de 9000 structures naturelles ont été isolées et caractérisées
[12].On attribue aux flavonoides des propriétés variées, notamment veinotonique, anti
tumorale, anti radicalaire, anti inflammatoire, analgésique, anti allergique, anti spasmodique,

anti bactérienne et hépato protectrice [13].
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La structure de base d’un flavonoide s’organise autour d’un squelette Ce-C3-Cs.Les deux
cycles benzéniques A et B sont reliés par un chainon propyle Czqui peut étre complété par
une fonction éther formant le cycle C(Figure 11.3).

c6 C3 Cc6 .
Squelette Structure tricydique commune
1,3-diphénylpropane aux flavonoides

Figure 11.3: Structure des flavonoides : enchainement C6-C3-C6
11.3. 2 Classification des flavonoides

La classe des flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une
diversité fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C (Figure 11.4). Cette diversité
peut augmenter puisque les cycles A et B peuvent étre substitués par des hydroxyles, des

méthyles, des phényles ou autres.

C hﬂlLOﬂC\ I”/r I‘J/ I‘I Flav oncx
OH F I.u .monc<. O
[ Dihydrochalcones I:gy)f\ 51 [ Dihydroflavonols I

Isoflavones

R CH——
;
()
II
EIOH \ Z3 OH
OH II

Y “OH
OH

Flavan-3.4-diol

Figure 11.4: Les différents classes et sous classes de flavonoides
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11.3.3 Biosynthese des flavonoides

La biosynthése des flavonoides est 1'une des plus élaborées en rapport avec les métabolites
secondaires. Elle se fait en plusieurs étapes (Figure 11.5 et tableau 11.4). Le précurseur commun
des flavonoides est la 4, 2, 4', 6'-tétrahydroxychalcone métabolisée sous l'action de 1’enzyme
chalcone-synthase. La cyclisation des chalcones est catalysée par I’enzyme chalcone-isomerase

qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant aux (2S)-flavanones [40].

Tableau 1.1 : Les molécules impliquées dans la biosynthése des flavonoides

Enzymes intermédiaires
2-1 CHS (chalconesynthase) Chalcone
2-2 CHI (chalconeisomerase) Flavanone
2-3 FS (flavonesynthase) Flavone
2-4 F3H (flavanone-3-hydroxylase) dehydroflavonol
2-5 FLS (flavonolsynthase) Flavonol
2-6 chaine enzymatique (FNR, ANS, GT) dérivésanthocyaniques
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Figure 11.5: Schéma de biosynthese des flavonoides

Nous allons élucider quelques étapes de biosynthése, on commencera par les chalcones puis
les flavanones, les flavones et enfin les dihydroflavonols.
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11.3.3.1 Etape de biosynthése vers les chalcones

La chalcone est la premiere molécule qui ouvre la voie de biosynthese des flavonoides avec
la formation dusqueletteCs-Cs- Cg (Figure 11.6) :I’ester CoAde p-coumaryle et trois molécules
d’ester CoA demalonyle subissent une décarboxylation, cyclisation intramoléculaire et

aromatisation par I’action d’une enzyme, la chalconesynthase (CHS).

Ester CoA de malonyl

EsterCoA de p-coumaryle
fragment C¢(A)

fragment C;-Cg

OH

Une chalcone
squelette C4-C3-Cgg

Figure 11.6: Schéma de formation du squelette C6-C3-C6
11.3.3.2 Etape de biosynthése vers les flavanones

Les flavanones sont des isomeres des2’-hydroxychalcones, issues de la transformation du
motiflinéaire en motifcyclique [14].La chalconeisomérase(CHI) catalyse la cyclisation de la
chalcone en flavanone, la naringénine, créant un centre stéréogéne en position 2[15],grace a la
stéréospécificité de cette réaction enzymatique, la grande majorité des flavanones sont de

configuration 2S(Figure 11.7)
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Figure 11.7: Isomérisation stéréospécifique de lachalcone en (2S)-flavanone
11.3.3.3 Etape de biosynthése vers les flavones

Par rapport aux flavanones les flavones possédent en plus une double liaison entre les
carbones 2 et 3 du cycle C. La flavanone (naringénine) peut étre oxydée par la flavone synthase
pour former une flavone 1’apigénine (Figure 11.8). La transformation (2S) flavanone en flavone

entraine la perte du centre stéreogene en position 2.

OH OH
HO 0] R HO 0]
C C
FS
—>
OH 0 OH (0)
Naringénine Apigénine

Figure 11.8: Oxydation enzymatique d’une flavanone en flavone
11.3.3.4 Etape de biosynthése des dihydroflavonols

Les dihydroflavonols se caractérisent par un groupe hydroxyloxyle surlecycleC, créant un
centre steréogene en position 3,les (2S)-flavanones sont converties en(2R, 3R)-
dihydroflavonols par action de 3 beta-hydroxylase (F3H) Figure 11.9.Cette étape de biosynthése
n’est autre qu’une oa-hydroxylation énantiospécifique en position 3 de la naringénine en
dihydrokaempférol [16].
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Naringénine Dihydrokaempférol

Figure 11.9: 3-hydroxylation d’une flavanone en dihydroflavonol
11.3.4 Substitution du squelette flavonique

Le squelette flavonique peut étre substitué par des groupements hydroxyles, méthoxyles ou

méme des sucres (glucose, rhamnose...)

I11.3.4.1 L’hydroxylation

Les réactions de biogénese montrent que dans le cas des flavones et des flavonols, les
hydroxyles en position5 et 7 du noyauA et ’hydroxyleen positon4’du noyau B existent avant
la formation du noyau chalcone[17] mais la substitution ou I’hydroxylationdunoyau B en
position 3’ ne se fera qu’aprés la formation du squelette chalcone. La polyhydroxylation sur le
noyau B (3°,4°,5”) n’est possible que grace a ’enzyme hydroxylase[18,19].Les positions 2’ et
6’ du cycle B sont rarement hydroxylées [20].

11.3.4.2 La méthoxylation

La méthylation nécessite la présence d’une enzyme (O-methyltransferase )qui joue le role
de transporteur a partir de la S-adenosyl-méthionine(SAM) qui représente le donneur du
groupement méthyle, cette réaction peut se faire sur le noyau A(carbones 5,6,7) lenoyau B
(carbone 2°, 3°, 4’ct 5”)et I’hétérocycle C(carbone 3) sachant que toutes les méthylations se font

aprés la formation du noyau chalcone [18,21 ].

11.3.4.3 La O-glycosylation

L’enzyme responsable de cette reéaction est la glucosyltransferase qui joue le r6le de donneur
de sucre UDP-Glu (uridinediphosphate glucose). Cette réaction s’effectue entre un hydroxyle

du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique du sucre (glucose, rhamnose, Xxylose,
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galactose et arabinose). Les deux sites préférentiels de cette glycosylation sont lap osition7 dans
le cas des flavones et la position 3 dans celui des flavonols [22].

11.3.4.4 La C-méthylation et la C-glycosylation

Le radical méthyle ou glycolyse dans ce type de substitution se lie directement au cycle
benzénique par une liaison carbone-carbone. Lors de I’hydrolyse acide la liaison C-C résiste
[23].Dans ce cas de substitution les positions C-6 et C-8 sont privilégiées.

11.3.5 Propriétés des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties de la plante : racines, tiges, feuilles,
pollens, graines...Certains sont plus spécifiques, ils sont localisés dans les fruits, les fleurs
comme pour les anthocyanes, par contre les chalcones se trouvent surtout dans les fleurs.

La principale propriété reconnue aux flavonoides est d’étre veino—actifs, c¢’est-a-dire d’étre
capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur résistance. Ils
peuvent étre antiallergiques, hépatoprotecteurs (isobutrine, hispiduline, flavolignanes),
antispasmodiques sur I’iléon de cobaye stimulé par divers agonistes (flavonoides du thym et
autres lamiacées), hypocholestérolémiants (flavanones),diurétiques,antibactériens,antivirauxin
vitro(3-hydroxy et 3-methoxyflavones)[24].

La propriété antioxydante est étroitement liée a la structure chimique du flavonoide.

v’ La présence du radical hydroxyle 3-OH lié a la double liaison C-2 — C-3 et son
emplacement adjacentau groupement carbonyle de 1’hétérocycle C en position C -4est
exige pour la grande efficacité de I’activité antioxydante[25] .Cette activité est accentuée
quand le noyau B est substitué par un systéemeortho-dihydroxyle .

v’ Les groupements hydroxyles en position 3,5,7,3” et 4’participent dans 1’inhibition de la
peroxydation lipidique [26].

v' L’O-méthylation des substitutions hydroxyles du squelette flavonique réduit I’activité
antioxydante des flavonoides [27,28].

v’ La capacité antioxydante revient a leur aptitude a former des chélates métal-ion [29].

v' Les groupements hydroxyles en position 5, 7etla double liaison C-2 — C-3 qui sont des
sites potentiels de reactivité, sont essentiels pour I’activité inhibitrice des flavonoides de

I’enzyme xanthineoxydase et du radical peroxyde produit par cette derniére [30].
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11.3.6 L’utilisation des flavonoides en thérapeutique

Les flavonoides seuls ou associés sont les constituants habituels des vasculoprotecteurs et
veinotoniques cas des jambes lourdes, varices ...
» Traitement des signes fonctionnels liés a la crise hémorroidaire.
» Dans les cas de baisse d’acuité.
» Traitement du lymphceedéme du membre supérieur apres traitement chirurgical du

cancer du sein.

11.3.7 Analyse structurale des flavonoides

L’identification des structures moléculaires réside en I’utilisation de plusieurs techniques
spectroscopiques comme la RMN du proton, du carbonel3, DEPT, COSY, HMBC, HSQC...
ainsi que la spectrophotométrie UV-Visible qui reste la technique de choix pour ce genre de

compose [31,32].

11.3.7.1 Relation entre le rapport frontal et la structure

La relation Rs- structure a été établie par Bate-Smith et Westall, il est défini comme étant
le rapport de la distance entre 1’origine et la tache du produit aprés élution d’une part et la
distance entre I’origine et le front du solvant d’autre part. Cette valeur dépend du type de
squelette flavonique (aglycone ou glycosyle) ainsi que la disposition de ses différentes
substitutions [31-33]. Dans le cas ou le produit tres soluble dans la phase mobile et non retenu
par la phase stationnaire, le Rfest égal a 1.Le tableau I11.5 montre I’impact de la substitution

du squelette flavonique sur la valeur du Ry

Tableau 11.2 : Relation entre le Rf et la structure flavonique

Structure flavonique | R¢

Augmentation des diminue dans les systémes de solvants organiques et augmente dans
groupes hydroxyles | les systéemes de solvants aqueux

Glycosylation augmente dans les solvants aqueux
diminue dans les solvants organiques

Méthylation des diminue dans les systémes de solvants aqueux et augmente dans les
hydroxyles systemes de solvants organiques
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I1.3.7.2 La fluorescence sous lumiére de Wood

La fluorescence des substances flavoniques sous lumiére de Wood (365 nm) donne certaines
informations sur leurs structures chimiques. Le tableau 11.6 montre la relation entre la

fluorescence et la structure chimique [34,35].

Tableau 11.3 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures

flavoniques
La fluorescence Les structures possibles
Noire violette Flavones avec 5,6,7 ou 5,7,8 Trihydroxy flavone
Flavonol avec 3-OR
Chalones
Bleue Flavone ou flavonol sans OH en5

Flavanone avec OH en 3 ou flavanol
Flavanol avec 3-OH et sans 5-OH

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

Jaune-verte Aurones

Bleue—verte Flavanones sans 5-OH

11.3.7.3 La spectrophotométrie UV-visible

C’est une des méthodes les plus importantes pour I’identification des structures flavoniques.
Elle permet de localiser les groupements hydroxyles sur le squelette flavonique. Le spectre UV

du produit pris dans le méthanol est caractérisé par deux bandes d’absorption principales :

e La bande I, présentant un maximum d’absorption entre 320 et 380 nm est
caractéristique du systeme cinnamoyle faisant intervenir la conjugaison du groupement
carbonyle C-4 avec la double liaison (C-2 - C-3) et le noyau B.

e La bande II, présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm est
attribuée au systeme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement

carbonyle avec le noyau A
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Absorption de la partie benzoyle Absorption de la partie cinnamoyle

Figure 11.10: Squelette de base des flavonoides

Le spectre pris dans le méthanol va subir des modifications apres I’addition d’un certain
nombre de reactifs tels que NaOH, NaOAc, AICIlz, H3BOs et HCI. Ces changements se
traduisent par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes

d’absorption, permettant ainsi la localisation des hydroxyles libres sur le squelette flavonique.
11.3.7.3.1 Spectre en présence de NaOH

NaOH ou (NaOMe), base forte, ionise tous les hydroxyles phénoliques du squelette
flavonique, il en résulte un effet bathochrome sur les deux bandes 1 et Il. Cet effet est plus
important sur la bande 1. Les flavonoid es trés hydroxylés sont instables en présence de ce
réactif, particulierement pour les flavonols (3-OH libre) ayant un hydroxyle libre en 4°.

Ce déplacement bathochrome suivi d’une variation de I’intensité lumineuse de la bande 1
renseigne sur le nombre et la position des hydroxyles libres [35]. L’apparition d’une nouvelle
bande entre 320 et 335nm par rapport au spectre MeOH indique 1’existence d’un OH libre en
7.

Cependant, I’effet de NaOH sur les flavones et flavonols est de détecter les groupements
hydroxyles dans les positions3 et/ou 4’ et 7

Dans le cas des isoflavones hydroxylées sur le noyau A, le spectre montre apres additionde
NaOH un effet bathochrome des deux bandes I et Il. Si I’isoflavone est ortho-dihydroxyléeen

3 “et4’ le spectre UV montre une réduction d’intensive avec le temps [32].

11.3.7.3.2 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
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la bande Il des flavones et des flavonols traduit la présence d’un hydroxyle libre en 7. Cet
effet peut étre perturbé par la présence d’autres substituants en 6 ou en 8 [32].

Dans le cas des isoflavones , le NaOAc ionise spéecialement le groupement hydroxyle en
position 7 [27] , ceci se traduit par un déplacement bathchrome de la bande 11(6-20 nm). Si

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

11.3.7.3.3 Spectre en présence de NaOAc + H3BOs

Pour réaliser ce spectre, I’acide borique (H3sBO3) est additionné a 1’échantillon en présence
de NaOAc. ce spectre renseigne sur la présence ou I’absence de systéeme ortho-dihydroxyle sur
le cycle B (3°,4%) ousur le cycle A(6 et 7 ou 7 et 8)suite a la formation des chélates dont
I’effet se manifeste par un déplacement bathochrome de la bande 1[32].

11.3.7.3.4 Spectre en présence de AlClsz et AICI; +HCI

La présence du chlorure d’aluminium dans la solution méthanolique méne a la formation
de complexes entre les hydroxyles ortho du flavonoide d’une part et les hydroxyles des
positions 3 et 5et la fonction carbonyle d’autre part, la formation de ces complexes se traduit
par un effet bathochrome de la bande | par rapport au spectre pris dans le MeOH. Les
complexes formés entre AICIs et les groupes ortho-dihydroxyles des noyaux aromatiques A
et B sont instables et se décomposent en présence de HCI [36], par contre ceux formés entre
AICls et les hydroxyles 5-OH ou 3-OH et la fonction carbonyle sont stables [37,38].Ces
effets se manifestent sur le spectre UV par un déplacement hypsochrome de la bande I, par
rapport au spectre apres addition d’AICI3 et un déplacement bathochrome moins important

comparé au spectre pris dans le MeOH.

11.3.7.4 La spectroscopie RMN-H

On utilise cette méthode dans I’analyse qualitative des flavonoides pour déterminer :
> Le degré d’oxydation des noyaux A, B et C.
» La position et le nombre de molécules de sucre et le type de liaison anomérique
(o ou PB)entre le sucre et 1’aglycone.
» La position et le nombre de groupements méthoxyles présents dans la molécule.

» Le nombre de proton et cela a partir de la courbe d’intégration.
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Les solvants les plus utilisés dans le cas des flavonoides sont CDCIl; ou CDsOD.
Dans le cas des flavonoides glycosylés on utilise le DMSO-ds comme solvant. Ce dernier
n’est pas tres approprié car en plus de son degré d’évaporation élevé, le pic
caracteristique de ce solvant apparaita 3.5 ppm (solvant contaminé par des molécules

H2 O) couvre les signaux des protons du sucre relié a 1’aglycone.
11.3.7.4.1 Les protons aromatiques
11.3.7.4.1.1 Les protons du noyau A

Les déplacements chimiques et la multiplicité des protons H-5, H-6 et H -8 varient en

fonction des substitutions de ce noyau. Ces données sont résumées dans le tableau I1-7.

Tableau 11.4: Déplacement et multiplicité des protons du noyau A

Flavonoides H-5 H-6 H-8
Ppm J(HZ) Ppm J (HZ) Ppm J (Hz)
5-7 Dihydroxy - 6,16 -6,25 ; d (2,5) 6,39 - 6,59 ; d
(2,5)
5-OH 7-Hydroxy, - 6,20 - 6,40 ;d (2,5) | 6,50 -7,00 ;d (2,5)
glycoside
5,6,7-OR - - 6,3;s
R=H, sucre - - -
5,7,8 OR 6,3;5s -
7-OR 8,00 ; d (9,00) 6,70 -7,10 ; 6,70 -7,10 ;d (2,5)
R=H, sucre dd (9,00 ; 2,5)

11.3.7.4.1.2 Les protons du noyau B

Les déplacements chimiques des protons de ce noyau se situent dans I’intervalle6, 80—

8,10ppm et dépendent du nombre de substitution et du degré d’oxydation du noyau C. Ces
valeurs sont résumées dans le tableau 11.8.

Tableau I11.5: Déplacement et multiplicité des protons du noyau B.

Flavonoides H-2’.H-6’

6ppm J (HZ)

H-3’,H-5°
6ppm J (HZ)

4’ —hydroxyflavone

7,70-7,90 ; d (8,5)

6,50 -7,10 ; d (8,5)

4’ —hydroxyflavonol

7,90 - 8,10,d (8,5)

5,50 -7,0 ; d (8,5)
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3> 4’-dihydroxy 7,20-7,90 ;d (2,1) et 6,00 - 6,75 ; d (8,5)
dd; d (8,5; 2,1)
3°,4°,5’ trihydroxy 6,50 -7,50 ;s -

Tableau 11.8 Suite : Déplacement et multiplicité des protons du noyau B.

11.3.7.4.1.3 Protons du noyau C
Dans la flavone, le proton H-3 résonne sous forme de singulet dans I’intervalle 6,20-

6,40 ppm.

11.3.7.4.2 Les protons aliphatiques
11.3.7.4.2.1 Protons des méthoxyles

Ils se présentent sous la forme de singulets dans I’intervalle 3,50 — 4,50 ppm.

11.3.7.4.2.2 Protons des sucres

Les valeurs des déplacements chimiques du proton anomerique dépendent d’une part
du flavonoide et d’autre part de la position et du type de liaison sucre aglycone. La constante
de couplage du proton anomérique permet de déterminer la nature de la liaison sucre —

aglycone (a ou B).

Dans le cas du glucose, le proton anomérique résonne sous forme d’un doublet avec une
constante de couplage d’environ 7 Hz car sa biogénese lui impose la position . Le proton
anomérique du rhamnose donne également un doublet mais sa constante de couplage est
d’environ 2,5 Hz (position a),en plus son spectre présente un signal entre 0,8 et 1,2 ppm
avec une constante de couplage d’environ 6Hz caractéristique du groupement méthyle. Si le
rhamnose est en position C-3 du squelette flavonique, le signal du méthyle apparait entre 0,72

et 0,86 ppm ; s’il est en C-7 I’intervalle sera entre 1,04 et 1,21 ppm.

Si le sucre est relié par un atome de carbone a 1’aglycone comme dans les 6-C-glucosides
ou8-C- glucoside le proton anomérique résonne dans I’intervalle 4,48 a 4,90 ppm. Dans le
tableau 11.9 sont reportés les déplacements chimiques des protons anomériques de quelques

Sucres.
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Tableau 11.6: Domaine de résonance des protons anomériques.

H-1", Sppm Sucre
5,35 -5,56 3-O—glucoside
4,90 -5,25 7-O-glucoside
4,96 -5,36 3- O-rhamnoside
5,22 -5,75 7- O-rhamnoside
5,48 — 5,68 3- O-glucuronide
5,10-5, 18 7- O-glucuronide

v' Si la partie glycoside est constituée de deux sucres, la valeur du déplacement
chimique du proton anomérique du sucre relié a I’aglycone est supérieure a celle
du deuxiéme sucre . On observe le cas inverse si le premier sucre est du type C-
glycoside.

v' Si la partie osidique est composée d’un glucose comme premier sucre et d’un
rhamnose comme second (rhamnoglucoside ),on peut différencier la forme (1-6)
rhamnoglucoside connue sous le nom de rutinoside de la forme (1-2)
rhamnoglucoside connue sous le nom neohesperidoside par le déplacement chimique

des protons anomériques du glucose et du rhamnose.

Dans le cas du rutinoside, le proton anomérique du glucose résonne a 5,3 ppm et
celui du rhamnose a4,4 ppm. Si on est en présence du neohesperidoside ces déplacements

chimiques seront de 5,7 et 4,4 ppm, respectivement.

11.4 Les sesquiterpenes

11.4.1 Généralités

Les terpénoides sont des métabolites secondaires résultant de la condensation d’unités
isopréniques a 5 atomes de carbone. A ce jour, avec plus de 30 000 molécules identifiées, les
terpenes constituent 1'une des plus polymorphes et des plus grandes familles de composes

naturels. lls sont présents dans tous les organismes vivants. La dénomination des différentes
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classes de molécules terpéniques repose sur le nombre de motifs isoprenes constituant leur
squelette. Ainsi on rencontre :

e Les monoterpenes, constitués de deux unités isoprenes soit 10 atomes de carbone

e les sesquiterpenes qui comportent 3 unités isoprenes soit 15 atomes

e Les diterpenes qui comportent une unité supplémentaire soit 20 atomes de carbone.

e Les sesterpenes qui comptent 25 atomes de carbone les triterpénes qui sont constitués

de 30 atomes de carbone

e les tétraterpénes qui contiennent 40 atomes de carbone

Quant aux stéroides, dont le précurseur commun est le cholestérol (27 atomes de carbone),
lui-méme synthétisé a partir du squaléne, ils n’obéissent pas a la régle du nombre de
répetitions du motif isoprénique. Tous les stéroides partagent la méme structure de base,
le noyau stérol soit un cyclo pentanoperhydrophénantrene : 3 cycles hexagonaux et 1 cycle a 5
atomes de carbone. Différents groupements chimiques peuvent se fixer sur le noyau sterol
formant ainsi différents stéroides et expliquant la grande diversité structurale de ce type de

molécules. Le plus abondant et le plus connu des stéroides est le cholestérol.

11.4.2 Les lactones sesquiterpeniques

Les lactones sesquiterpéniques, representent un ensemble important en nombre de
substances naturelles. Plus de 3000 structures ont été isolées. L’isolement de ce type de
structures remonte a plus d'un siecle. En effet, I'a-santonine a été isolée pour la premiére fois
en 1930[39].

a-Santonine

Les lactones sesquiterpéniques sont métabolisées par un éventail de familles de plantes.

Extraites des champignons et des bryophytes, elles ont été mises en évidence dans les
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angiospermes (Apiaceae, Lauraceae, Menispermaceae, ...) et trés abondamment dans les
Astéracées d'ou l'intérét de ce travail.

Les lactones sesquiterpéniques sont en général issues des parties aériennes et localisés dans
les poils sécréteurs situés au niveau des feuilles, des tiges et des bractées de I'inflorescence.
Elles sont par contre rares dans les parties souterraines d’ou quelques rares structures ont €té
isolées, notamment la lactucine des racines de la chicorée et I'nélénaline de l'aunée.

La particularité structurale des lactones sesquiterpéniques leur conféere des possibilités de
réactivité biologique incontestable compte tenu de I'enchainement a- méthyléne y-lactone et
des fonctions époxydes fréquentes dans la majeure partie de ces molécules. Ces fonctions
constituent des sites réactifs vis-a-vis des nucléophiles biologiques principalement le groupe
thiol des amines de diverses enzymes (glycogéne synthase, ADN polymérase, thymidylate
synthase, ...) donnant ainsi des alkylations irréversibles d’ou une gamme trés importante

d'activité biologique [40].

11.4.3 Nomenclature

Elle consiste a ajouter le suffixe olide au nom du squeletteses quiterpenique indiquant le
caractére lactonique ou au nom trivial le plus souvent inspiré par 1’origine botanique de la
structure. On citera comme exemple : la chlorojanérine qui est un guaianolide extrait de
Centaurea janeri, de méme pour le malacitanolide qui est un eudesmanolide extrait de

Centaurea_malicitana.

OH

Chlorojanérine Malacitanolide
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11.4.4 Structures

Les structures des lactones sesquiterpéniques sont variées mais, dérivent toutes du produit
de cyclisation cyclodécadiénylique du 2E, 6E, farnesylpyrophosphate. Bien que les preuves
expérimentales soient rares, il est admis que les principaux squelettes sesquiterpéniques se
forment via les germacranolides eux-mémes issus de la cyclisation du cation
cyclodécadiénylique. Logiquement, la structure du produit de cyclisation dépend de la
conformation initiale adoptée par le macrocycle et la position des doubles liaisons qui
permettent des cyclisations intramoléculaires variées. En fait, I'enzyme impliquée dans cette

réaction doit en principe conditionner la stéréospécificité du processus [40] (Figure 11.10).

Les variations structurales secondaires sont nombreuses et portent :

e Sur le cycle lactonique, en général de type a-méthyléne y-lactone. Dans tous les cas (sauf
chez les lactones issues des bryophytes) le proton H- 7est a autrement dit la liaison entre
C- 7 et C-11 est B. La fermeture de la lactone peut étre cis-12, 6 ; cis-12, 8 ; trans-12, 6
ou trans-12,8olide.

e Sur les groupes méthyles souvent fonctionnalisés (alcools, acides carboxyliques,
époxydes, esters....)

e Sur les instaurations qui peuvent étre réduites ou oxydées (époxydes, hydroxyles qui

sont fréquemment estérifiés).
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Figure 11.11: Principaux squelettes de lactones sesquiterpéniques via un germacranolide
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11.4.5 Origine biogénétique des lactones sesquiterpéniques

En 1887, O. Wallach envisageait la construction des terpenes a partir de la condensation téte
a queue d'un nombre variable d'unités isopréniques (Figure 11.11).

Y
/KAOPP

( " X AN
w} ( OPP

OPP

Figure 11.11: Condensations téte a queue des unités en C5

Cette hypothése sur la biogenése des composés terpéniques a été transformée en regle
générale par Ruzika [41,42] puis, plus tard par Hendrickson [43] qui avait envisagé toutes les
étapes possibles de la biosynthese notamment a partir des unités acétates.

Initialement, le marquage isotopique permet de montrer que le squelette carboné des terpenes
provenait de l'acétate.

Ultérieurement il fut démontré que l'acide mévalonique était un précurseur universel de ces
composes terpéniques (Figure 11.12)

Le farnesylpyrophosphate (FPP), précurseur universel des sesquiterpénes lactones peut
exister sous quatre isomeres géométriques. Ces isomeéres formés a la base de germacra-
1(10),4(5)-diéne-6,12-olide ont une structure qui peut étre déduite de I'isomeére géométrique de
FPP correspondant, apres cyclisation, oxydation d'un groupe méthyle de I'isopropyle, oxydation
du carbone 6 et fermeture sur lI'oxygene de la fonction hydroxyle.

Un grand nombre de lactones sesquiterpéniques caractérisées par le groupe y-lactonique en 6
ou en 8 proviennent de la cyclisation du FPP. Il existe d'autres groupes de lactones
sesquiterpéniques dont les drimanolides et les tutimanolides ou la fonction oxo du groupe y-
lactonique est formée a partir des autres groupes méthyliques du squelette sesquiterpénique.
Les autres structures sesquiterpéniques sont formées par des réactions intramoléculaires de

cyclisation, ruptures de liaisons etc,
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Figure 11.12 : Biosynthése des germacranolides a partir d’unités acétates via I’acide

La biogenése du cycle y-lactonique renferme plusieurs possibilités [44,45]. L'une delles
montre l'oxydation sur C-11 par l'intermédiaire de la fonction époxyde, une autre, par
I'nydroxypéroxyde, les dernieres font apparaitre un groupe aldéhyde ou carboxyle qui se
lactonisent dans les positions 6 ou 8 ou était déja présent le groupe hydroxyle par oxydation

enzymatique (Figure 11.13)
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Figure 11.13: Différentes voies de biogenése du cycle y-lactonique

Une autre hypothése concerne le groupe furanique qui par oxydation donne le groupe vy-
lactonique o, B insaturé (Figure 11.14) Cette hypothese est confirmée par le fait que les

furanoerémofilanes qui sont facilement oxydés par l'oxygéne de lair pour former les
érémofilanolides.

] O] ]
- ]
= =

Figure 11.14: Formation des érémofilanolides

Les composés intermédiaires trés importants dans la biosynthése sont surtout des composés
avec des groupes époxydes. Ils donnent des réactions de cyclisation et des hydropéroxydes

[46 ,47]. De méme, ils ouvrent des possibilités de formation d'autres types de squelettes
sequiterpéniques[48].
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[11.1 Etude phytochimique de Santolina Chamaecyparissus

111.1.1 Choix du matériel végétal

Le genre Santolina est représenté par plusieurs especes, les composés phytochimiques les
plus répandus sont les lactones sesquiterpéniques de types eudesmane et germacrane, les
triterpenes et les monoterpenes. Ces derniers sont fréeguemment rencontrés dans les huiles. Les
huiles essentielles de Santolina chamaecyparissus ont montré une bonne action sur les
souches de bactéries et de champignons. La fleur de cette espéce est utilisée en médecine
populaire en raison de son effet antispasmodique [1,2].

Contrairement au genre Centaurea, le genre Santolina a fait 1’objet d’une seule étude
dans notre laboratoire, ce qui nous a encouragé a poursuivre son investigation

phytochimique.

I11.1.2 Place dans la systéematique

Notre espece est classée comme suit

Régne : Plantae,

Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs),

Classe : Dicotylédones,

Sous classe : Asteridae Gamopétales,

Ordre : Astrales,

Division : Magnoliophyta (angiospermes phanérogames, plantes a fleurs et a fruits)
Famille : Asteraceae,

Tribu : Anthemideae

Genre : Santolina,

Espéce : Santolina chamaecyparissus

111.1.3 Description botanique

Santolina chamaecyparissus ou santoline petit cyprés ou santoline est un sous-arbrisseau
tres decoratif et trés aromatique de 20 a 60 cm de hauteur. Elle possede de trés nombreuses tiges
ligneuses ramifiées qui se développent en touffes denses. Les rameaux minces dressés et
pubescentes, pennatifides, sessiles, découpés en lobes tres courts ne dépassant pas 2 mm sur 2

rangs de part et d’autre de 1’axe, subcylindriques ou obovales. Les capitules bombés d’un jaune
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vif, dépourvus de ligules, large de 8 & 10 mm, sont solitaires au sommet des rameaux. Les
coroles en tube dilaté a la base et coiffant I’ovaire. Sur un réceptacle muni d’écailles étroites et
obtuses, sont entourées d’un involucre glabre a bractées portant des nervures saillantes sur le
dos. Les fruits a 4 angles sont dépourvus d’aigrettes [1].

Le feuillage qui persiste est couvert d'une sorte de duvet argenté comme les jeunes rameaux,
constituent I'attrait principal de la santoline qui par ailleurs dégage une bonne odeur aromatique,
cette odeur qui rappelle celle de la lavande lui a valu le nom de lavande coton.

De juillet a aolt, les fleurs jaunes s'épanouissent, elles sont relativement petites mais
nombreuses et leur couleur lumineuse produit un bel effet sur le fond plus sombre des plantes
voisines, la fin de la floraison est I'occasion idéale pour tailler la plante. La santoline n'est pas

exigeante sur le type de sol a condition gu'il ne garde pas I'eau ; il faut par contre une exposition

ensoleillée.

. Figue Ii. . Aspect mofphblogfqué de Sanolia chamaecyparissus
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111.1.4 Répartition géographique

Cette espece est d’origine méditerranéenne. Elle est présente en Espagne, France, Italie,
Croatie et Afrique septentrionale. En France, on la retrouve dans les Pyrénées orientales et les

Alpes maritimes. Elle est absente en Corse [3].

111.1.5 Protocole expérimental

111.1.5.1 Récolte du matériel végétal

La plante a été récoltée au mois de mai 2012 le long de la route de Sétif et authentifiée par
le professeur Kaabeche de I’université de Sétif. Un spécimen a été déposé au niveau de 1’herbier
de I"unité de recherche VARENBIOMOL, université Fréres Mentouri, Constantine.

Aprés séchage du matériel végétal dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les

parties aériennes sont pesées puis broyées: 2500g.

111.1.5.2 Extraction

Les parties aériennes de Santolina  chamaecyparissus sont mises a macérer a
température ambiante dans un mélange hydro-alcoolique (éthanol/eau; 70/30 ; V /V) pendant
48 heures. L’opération est répétée 3 fois avec renouvélement du solvant chaque 48 heure.

Apres filtration, le filtrat est concentré a une température n’excédant pas 35 degrés
Celsius. L’extrait hydroéthanolique obtenu est dilué avec de I’eau distillé a raison de 400ml
pour un kilogramme de matiére seche. Le filtrat va subir trois extractions successives de type
liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants de polarité
croissante, chloroforme, acétate d’éthyle et on termine par le n-butanol. Les trois phases
organiques sont séchées avec du Na>SOsanhydre puis filtrées, concentrées a sec et pesées.

Le protocole d’extraction est résumé par I’organigramme reporté dans la figure 111.2

Les rendements des phases organiques sont reportés dans le tableau 111.1
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Matiére végétale m=2500g

» Macération a froid dans un mélange EtOH/H20
(70:30; v/v), répétée 3 fois (24-48h).
= Filtration.

\ 4

Extrait EtOH

= Concentration non a sec
= Dilution avec 1000 ml de H»O distillée
= Filtration

Filtrat

= Extraction par du CHCI3(x3)
= Décantation

| }

Phase organique Phase aqueuse
= Séchage par Naz2SOs = Extraction par de I’AcOEt (x1)
= Filtration = Décantation
= Concentration a t=35°C 1 l
Extrait chloroforme Phase organique Phase aqueuse
m=9,25 g . .
Séchage par = Extraction par le n-
Na2SOsAnhydre butanol (x3)
= Filtration

_ = Décantation
= Concentration a t=35°C

Extrait Acétate l 1
d’¢éthyle m=15 g Phase organique Phase aqueuse

= Séchage par Na2SOsAnhydre
= Fjltration
= Concentration & t=35°C

[[ Extrait n-butanol m=22 g ]]

Figure 111.2 : Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction de S.chamaecyparissus
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Tableau I11.1 : Rendements des différents extraits

Mateériel végétal (2500 g) Poids (Q) Rendement (%)
Extrait chloroforme 9,25 0,37

Extrait acétate d’éthyle 15 0,6
Extrait n-butanol 22 0,88

111.1.6 Seéparation et purification des extraits

Pour mettre au point le systéme d’élution le plus adequat, les différents extraits ont été
soumis ades tests chromatographiques sur plaques d’aluminium recouvertes de gel de silice.
Nos résultats nous ont permis de privilégier 1’extrait chloroforme et I’extrait n-butanol vu leur

richesse en composés phénoliques.

111.1.6.1 Séparation et purification des composants de I’extrait
chloroforme

Les tests chromatographiques effectués sur plaques analytiques, ont montré une meilleure
séparation avec le systéme cyclohexane/acétate d’éthyle. Ainsi un premier fractionnement
de T’extrait chloroforme (5,5 g) a été réalise par chromatographie d’adsorption sur une
colonne de gel de silice. L’extrait dissout dans du chloroforme est mélangé avec une petite
quantité de gel de silice , aprés évaporation, la poudre homogene obtenue est déposée sur une
colonne préparée dans le cyclohexane (environ 30g de gel de silice pour 1 g
d’extrait).L’¢élution est reéalisée par le systeme cyclohexane - acétate d’éthyle en gradient
de polarité avec un fractionnement tous les 25ml et introduction du MeOH vers la fin de
I’élution de la colonne. Le suivi de la composition des fractions est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur un support d’aluminium. Les plagques
sont visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec 1’acide
phosphomolibdique suivi de chauffage pendant 2 minutes. Les résultats sont rassemblés dans
le tableau 111.2.
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Tableau I11.2 : Résultats de la séparation sur colonne de 1’extrait chloroforme de

Santolina chamaecyparissus

Lot de N° de la % CeH12 % AcOEt % MeOH Poids (mg)
fractions fraction

1-26 SC-1 90 10 0 18,07
27-35 SC-2 90 10 0 34,10
36-52 SC-3 90 10 0 27,99
53-68 SC-4 90 10 0 15,17
69-90 SC-5 90 10 0 56,84
91-113 SC-6 80 20 0 60,5
114-127 SC-7 80 20 0 55,54
128-135 SC-8 80 20 0 38,64
136-179 SC-9 80 20 0 196,25
180-220 SC-10 70 30 0 154,3
221-231 SC-11 70 30 0 50,4
232-242 SC-12 60 40 0 60,4
243-249 SC-13 60 40 0 69,00
250-270 SC-14 60 40 0 265,7
271-292 SC-15 50 50 0 155,86
293-310 SC-16 50 50 0 208,06
311-334 SC-17 40 60 0 256,8
335-354 SC-18 40 60 0 215,55
355-369 SC-19 20 80 0 369,91
370-428 SC-20 10 90 0 400,14
429-459 SC-21 0 90 10 541,71
460-483 SC-22 0 50 50 578,57
484-520 SC-23 0 0 100 867,9

111.1.6.1.1 Etude des fractions de ’extrait chloroforme

Une premiére analyse chromatographique sur plague CCM nous a permis de

sélectionner certaines fractions, soit a cause de leur simplicité soit a cause de leur poids

relativement important.
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«» Etude dela fraction SC-2

La fraction SC-2 de masse 34,1 mg a subi une séparation sur plaque préparative ( de
gel de silice 60 sur support d’aluminium) en utilisant comme systéme d’élution
CHCI3/MeOH (9,5/ 0,5). Apres deux élutions trois produits ont été récupéres : SC-2-1,SC-
2-2 et SC-2-3 de masse respectives 2,1 ;1,6 et 2,9 mg avec comme seul produit pur SC-2-

2 (1,6 mg) les deux autres se sont avérés étre des mélanges.
% Etude de la fraction SC-5

Une partie de la fraction SC-5 de masse 56,84 mg a subi une séparation sur plaque préparative
de gel de silice en utilisant comme systéeme d’élution éther de pétrole/acétate

d’éthyle/chloroforme (8/1/1),le produit majoritaire de masse 8,5 mg est noté Sch 13

«» Etude des fractions SC-8 et SC-9

Le test analytique sur plaque CCM de gel de silice des fractions SC-8 et SC-9 avec comme
systéme d’élution cyclohexane/acétate d’éthyle (8 /2) a révélé leur similitude. Le mélange des
deux fractions (234,89mg) est déposé sur une colonne de gel de silice, éluée par le systéme n-
Hexane/acétate d’éthyle en gradient de polarité. La chromatographie sur colonne nous a permis
d’obtenir 10 sous —fractions (Fr1-Fr10). La sous-fraction Fr2 (24mg) renferme des cristaux qui
apres lavage avec du cyclohexane nous a permis d’obtenir un produit pur SC8-Fr2 de masse
10mg.

«»» Etude des fractions SC-11 et SC-12

La chromatographie sur couche mince sur plaque d’aluminium, des fractions SC-11 et
SC-12 arévélé la similitude des deux fractions. Ces dernieres ont été regroupées (110,8 mg)
et ont montré la formation d’un précipité qui a été filtré puis lavé au méthanol. Le produit pur

obtenu est une poudre jaune de masse 63,7 mg nous le notons Sch 1

«+ Etude de la fraction SC-14

La fraction SC-14 de masse 265,7 mg comporte également un précipité, ce dernier est
filtré puis lavé a plusieurs reprises avec du méthanol. Le produit obtenu est une poudre jaune

de masse 50,4 mg nous le notons Sch 2
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«» Etude de la fraction SC-15

La fraction SC-15 d’une masse de 155,86 mg. Une quantité de cette fraction a subi une
séparation sur plaques de gel de silice en utilisant comme systéme d’élution : éther de

pétrole /AcOEt (7 : 3) . Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau Il -3.

Tableau 111.3 : Fractionnement par chromatographie sur couche épaisse de la fraction

SC-15
Sous-fraction Poids | Remarques
SC-15-1 8,8 Mélange
SC-15-2 4,1 Mélange
SC-15-3 8,4 Mélange
SC-15-4 5,2 Mélange
SC-15-5 10 Produit de fluorescence noir violette sous UV (365 nm)
SC-15-6 12 Produit de fluorescence bleu fluorescente sous UV (365 nm)
SC-15-7 10 Produit de fluorescence noir violette sous UV (365nm)

Les sous fractions SC-15-5, SC-15-6 et SC-15-7 ont subi une ultime purification sur
colonne de Sephadex LH-20 éluée par du méthanol, les produits purs obtenus SC-15-5-16,
SC-15-6-11 et SC15-7-27 que nous reportons, respectivement sous les codes Sch 3 (3mg),
Sch 4 (2mg) et Sch 5 (1mg).

On note que la purification des fractions SC-6, SC-7 s’est avérée difficile puisqu’elles

contenaient en grande partie de la chlorophylle

L’extrait chloroforme de 1’espéce Santolina chamaecyparissus a permis d’isoler huit
produits purs : SC2-2, Sch 13, SC8-Fr2, Sch 1, Sch2, Sch3, Sch4, Schb,

Une Co-chromatographie de ces produits nous a révélé que les produits SC2-2 et Sch

2 étaient identiques.

En conclusion I’extrait chloroforme de I’espéce Santolina chamaecyparissusa permis

I’obtention de sept produits.
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111.1.6.2 Séparation et purification des composants de P’extrait n-butanol

L’extrait n-butanol a été testé avec plusieurs systemes de solvants différents, la meilleure
séparation a été obtenue avec le systeme isocratique ACOEt/AcOH/H20 (6:1:1). Environ 18 g
de I’extrait n-butanol a subi une séparation par chromatographie d’adsorption sur colonne de
gel de silice de granulométrie moyenne ( 230-400 mesh). L’extrait n-butanol dissout dans
du méthanol est mélangé a une petite quantité de gel de silice, puis séché sous vide et
pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogeéne. Cette poudre a été déposée en haut d’une
colonne de gel de silice. Le poids du gel de silice correspond approximativement a 30 fois
le poids de I’extrait. Le fractionnement a été fait tous les 50 ml. Le rassemblement de ces
fractions est effectué sur la base des données de la chromatographie sur couche mince de
gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254
et 365 nm ), révélées par I’anisaldéhyde puis chauffées a 100° C pendant 2 min. L’ensemble

des résultats est regroupé dans le tableau Il1-4.

Tableau 111.4 :Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait
n-butanol de Santolina chamaecyparissus, élution isocratique ACOEt/AcOH/H20 (6:1:1)

Lots Nom de la fraction Poids (mg)
1-4 Bl 120
5-13 B2 90
14-19 B3 31
20-33 B4 970
34-42 B5 1400
43-46 B6 600
47-51 B7 1070
52-62 B8 539.9
63-68 B9 810
69-74 B10 506
75-83 B11 987
84-88 B12 450
89-100 B13 80
101-117 B14 810
118-135 B15 200
136-141 B16 600
142-149 B17 130
150-161 B18 220
162-167 B19 920
168-173 B20 862
174-178 B21 530
179-185 B22 420
186-192 B23 230
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Tableau 111.4 Suite: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
n-butanol de Santolina chamaecyparissus, €lution isocratique AcCOEt/AcOH/H20 (6:1:1)

193-194 B24 920
195-206 B25 950
207-212 B26 720
213-224 B27 900
225-238 B28 1200

Les fractions sont testées dans d’autres systémes, avec différentes proportions, ceci

nous a permis de faire un second regroupement qui est présenté dans le tableau I11-5.

Tableau I11-5 : Regroupement final des fractions issues de la colonne chromatographique
de I’extrait n- butanol de Santolina chamaecyparissus

N des fractions Nouvelle nomination Observation

1-19 SB1 Graisses

20-33 SB2 Mélange séparable
34-46 SB3 Mélange séparable
47-62 SB4 Mélange

63-74 SB5 Mélange

75-88 SB6 Mélange séparable
89-100 SB7 Mélange

101-117 SB8 Mélange séparable
118-135 SB9 Mélange

136-141 SB10 Mélange

142-149 SB11 Mélange

150-161 SB12 Mélange

163-173 SB13 Mélange

174-178 SB14 Mélange

179-185 SB15 Mélange

186-192 SB16 Mélange

193-194 SB17 Mélange

195-206 SB18 Mélange

207-212 SB19 Mélange

213-238 SB20 Mélange

I11.1.6.2.1 Etude des fractions de P’extrait n-butanol
«+ Etude de la fraction SB2

La fraction SB2 de masse 970 mga subi une séparation sur colonne de gel de silice

(200-400 mesh ) avec comme systéme d’élution CHCIls/MeOH en gradient de polarité. Le
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rassemblement final des fractions a été effectué sur la base d’analyse par CCM analytique
celanous a permis de récolter 10 fractions.

Le résultat de cette colonne chromatographique est rassemblé dans le tableau 111-6.

Tableau I11-6 : Fractionnement de la fraction SB2 sur colonne de gel de silice

Lot de pots Nom de la fraction ; % Observation
d’élution CHCl3/MeOH

1-8 Bl 100/0 /

9-17 B2 95/5 /

18-27 B3 95/5 Mélange complexe
28-39 B4 90/10 Mélange complexe
40-47 B5 90/10 Mélange complexe
48-56 B6 80/20 Mélange séparable
57-64 B7 70/30 Mélange complexe
65-71 B8 60/40 Mélange complexe
72-83 B9 50/50 Mélange complexe
84-95 B10  20/80 Meélange complexe

La fraction B6 comporte un produit qui a été purifié par recristallisation dans de 1’acétone,
le produit pur obtenu de masse 50,4 mg est noté Sch 6. .
% Etude de la fraction SB3
Cette fraction de masse 1,4 g ayant montré un précipité avant évaporation, est lavée a
plusieurs reprises avec du méthanol, le produit obtenu de masse 47,8 mg est noté Sch7.
% Etude de la fraction SB6

La fraction de masse 1437 mg est déposée sur une colonne de 150 g de gel de
silice (200, 400 mesh, Merck ) élué par le systeme CHCIls/MeOH, en gradient de
polarité. Des pots de 25 ml ont été récuperés et rassembles en fonction de leur profil
chromatographique. Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le tableau I11.7

Tableau I11-7 : Fractionnement de la fraction SB6 sur colonne de gel de silice

Lot de fraction N° de la fraction % systéme d’élution | Poids (mg)
CHCl3/MeOH
1-3 C1 100/0 20,9
4-9 C2 100/0 38,9
10-31 C3 90/10 42,85
32-51 C4 85/15 41,32
52-82 C5 85/15 60,5
83-114 C6 80/20 75,1
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Tableau I11-7 Suite : Fractionnement de la fraction SB6 sur colonne de gel de silice

115-157 C7 80/20 148,2
158-182 C8 80/20 79
183-190 C9 70/30 63,9
191-200 C10 70/30 80
201-213 Cl1 60/40 85,3
214-230 Cl12 60/40 79,8
231-240 C13 50/50 194
241-252 Cl4 40/60 68,5
253-262 C15 20/80 25,2
263-295 C16 0/100 185,8

Parmi les 16 fractions récoltées, nous avons procédé a la purification des fractions C7,
C8 et C10 acause de leurs poids relativement important.

®,

% Etude de lafraction C7

La fraction C7 de masse 148,2 mg a subi une séparation par HPLC-IR (MeOH
/H20,40% ), a permis d’obtenir trois produits purs, le premier noté Sch 10 (1,2mg ; Tr=9.2
min) , le second Sch 11 (1,2mg; Tr=12,2 min) et le dernier Sch 12 (1,dmg ; Tr= 38

min).

% Etude de la fraction C8
La fraction C8 de masse 79 mg a été purifiée par HPLC-IR (MeOH/H20,40% ) a
permis d’obtenir le produit Sch 8 (0,7 mg).

% Etude de la fraction C10
La fraction C10 de masse 80 mg aé€té purifiée par HPLC-IR (MeOH/H20, 40%) a
permis d’obtenir le produit Sch9 (1mg; Tr =7,8 min).

% Etude de la fraction SB8

De poids relativement important (810 mg),la fraction SB8 a subit une separation sur
papier wattman (30% acide acetique). Ona pu récupérer 6 bandes,seules les bandes SB8-
4 et SB8-6 ont été purifiées sur colonne de Sephadex LH-20 éluée par du méthanol.
On a obtenu deux produits purs P1 et P2 de poids respectifs 15 mg et 10 mg, de
fluorescence noir violette sous lumiére de Wood.
Une co-chromatographie des différents produits isolés de I’extrait n-butanol a restreint le
nombre de composeés isolés puisque le produit P1 est identique a Sch 7 quant a P2 il est similaire
aSch 11
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En conclusion I’investigation phytochimique de I’extrait n- butanol de I1’espéce

Santolina. chamaecyparissus a permis 1’obtention de 7 produits purs.

I11.2 Etude phytochimique de I’espéce Centaurea pungens

111.2.1 Choix du matériel végétal

Centaurea pungens appartient a la famille des Asteraceae. Pour le genre Centaurea
plusieurs activités biologiques ont été mises en évidences: astringente, dépurative,
antiseptique, cytotoxique, antipyrétique, antibactérienne, antifongique, antirhumatismale, anti
inflammatoire , diurétique et fébrifuge [4,6]. Citons comme exemple les fleurs de Centaurea
solstitialis L. ssp. solstitialis sont utilisées en Turquie pour traiter les ulceres peptiques, l'ulcére
gastro-duodénal, le paludisme, les rhumes, les maux d'estomac, les douleurs abdominales et les
infections herpétiques autour des lévres [7,8] L’espéce cyanus  est réputée pour son
traitement des affections oculaires. La décoction des fleurs atténue la toux..Elle possede
aussi des activités antimicrobienne, anti-inflammatoire et immunologique [9,10]. Du point de
vue composition chimique, les especes de ce genre sont réputées par 1’accumulation des
métabolites secondaires de type flavonoides et lactones sesquiterpéniques. Les résultats
des investigations phytochimiques obtenus sur ces types d’espéces dans notre laboratoire
depuis plus d’une trentaine d’années, nous ont encouragés a entreprendre cette étude a la

recherche de nouvelles molécules biologiquement actives.

111.2.2 Place dans la systématique

Notre espece est classée comme suit

Régne : Plantae,

Embranchement : Angiospermes (plantes a fleurs),

Classe : Dicotylédones,

Sous classe : Asteridae Gamopétales,

Ordre : Astrales,

Division : Magnoliophyta (angiospermes phanérogames, plantes a fleurs et a fruits)
Famille : Asteraceae,

Genre : Centaurea,

Espéce : Centaurea pungens
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111.2.3 Description botanique

Centaurea pungens est une plante vivace basse. D’une taille allant de 30 a 40 cm. Les
feuilles, sont découpées et non épineuses. Les capitules ont des bractées munies d'une longue
épine (2 a 3 cm) avec des épines secondaires dans la partie inférieure. Les fleurons sont violets

[11]
On retrouve C. pungens a Ihérir et dans le Tassili Hoggar. C’est une espece endémique

saharienne.

Figure 111.3 : Photos de Centaurea pungens
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111.2.4 Protocole expérimental

111.2.4.1 Récolte du matériel

Le mateériel végétal a été récolté a 80Km de la ville de Bechar surla route menant
a Béni-abbes, sud-ouest (Algérie ) en mai 2015 et authentifié par M.Mohamed
Benabdelhakem, directeur de I’agence de la préservation de la nature de Bechar. Un
spécimen (CP145/11) a ¢été déposé au niveau de I’herbier de 1’unité de recherche
VARENBIOMOL université fréeres Mentouri Constantine.

111.2.4.2 Extraction

Les parties aériennes de la plante sont séchées a 1’abri des rayons solaires et de
I’humidité. Les fleurs ont été coupées en petits morceaux et separées (720 g) des autres
parties de la plante (tiges et feuilles). Les 720 g de fleurs ont subi une macération dans un
meélange hydroalcoolique MeOH/H2O (70/30) pendant 72 heures. L’extrait obtenu est
concentré sous pression réduite et a température ne dépassant pas 35°C. La macération

est répétée 3 fois avec renouvélement du solvant.

Les extraits récoltés sont rassemblés et concentrés. Le résidu obtenu est additionné de 300
ml d’eau distillée sous agitation magnétique, la solution ainsi obtenue est laissée au repos
pendant une nuit et au frais (4°C) pour décantation. Apres filtration la solution aqueuse
obtenue subit une extraction de type liquide- liquide en utilisant des solvants de polarité
croissante, en commengant par le CHCls, puis ACOEt et enfin le n-butanol. Les trois phases
organiques sont séchées (Na2SOas anhydre) puis concentrées a sec sous pression réduite puis

peseées.

Les parties aériennes restantes (feuilles et tiges) de poids 645,21 g ont subi la méme
extraction sauf que cette foiscion a commencé par de 1’éther de pétrole suivi par le

chloroforme puis I’acétate d’éthyle et enfin le n-butanol .

Les protocoles d’extraction des fleurs et des feuilles tiges sont résumés dans les

organigrammes reportés dans les figures 111.4 et 111.5.
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Fleurs m=720 g

= Macération a froid dans un mélange MeOH/H>0
(70:30; v/v), repétée 3 fois (24-48h).

$ = Filtration.

Extrait méthanolique

= Concentration non a sec
= Dilution avec 300 ml de H,O distillée
= Filtration

Filtrat

= Extraction par du CHCI3(x3)
= Décantation

1 l

Phase organique Phase aqueuse
= Séchage par Naz2SO4 = Extraction par de ’AcOEt (x3)
= Filtration = Décantation

= Concentration a t=35°C

v

<

Extrait chloroforme |
m=3,5¢

Phase organique Phase aqueuse
= Séchage par = Extraction par le n-
Na2SOs Anhydre butanol (x3)
= Filtration = Décantation

= Concentration a t=35°C

X
Extrait Acétate J l l

d’¢thyle m=5,23g Phase organique Phase aqueuse

= Séchage par Na2SOsAnhydre
= Fjltration
= Concentration a t=35°C

Extrait n-butanol
m=10,38g

Figure I11. 4 : Protocole d’extraction des fleurs de 1’espéce Centaurea pungens
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645¢ feuilles + tiges

= Macération a froid dans un mélange MeOH/H>0
(70:30; v/v), répétée 3 fois (24-48h).
= Filtration.

Extrait méthanolique

= Concentration non a sec
1 = Dilution avec 260 ml de H20 distillée
= Filtration

Filtrat

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

! ¢

Phase organique Phase aqueuse

" Séchage par NazSO« = Extraction par du CHCI3 (x3)

* Filtration o = Décantation
= Concentration a t:35°(t l
Extrait éther de Phase organique Phase aqueuse
pétrole m=0,11 g = Séchage = Extraction par de I’AcOEt (x3)
par = Décantation
Na2S04 ' v
= Filtration phase organique Phase aqueuse
) ;?:::Zntr = Séchage par = Extraction par
(=350 Na2SO4 le n-butanol
] B = Filtration (x3)
= Concentration = Décantation
Extrait chloroforme 3t=35°C l y
m=5,33¢ ] 1
Phase organique Phase aqueuse
Y = Séchage par Na2SOa4
Extrait Acétate = Filtration
d’éthyle m=6,6 g = Concentration a t=35°C

Extrait n-butanol
m=12,42 g

Figure I11. 5 : Schéma d’extraction des feuilles et tiges de Centaurea pungens
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Les rendements des différents extraits sont reportés dans le tableau I11.8

Tableau 111.8 : Le rendement des différents extraits

720 g de Fleurs 645,219 Feuilles et Tiges
Extraits CHCl3 AcOEt n- Ether de | CHCIs AcOEt n-
butanol | pétrole butanol
Poids 3,54 5,23 10,38 0,11 5,33 6,67 12,42
(9)
Rendement | 0,49 0,73 1,44 0,02 0,83 1,03 1,93
(%)

111.2.5 Séparation et purification des extraits

Des tests chromatographiques sur plaque d’aluminium de gel de silice ont été effectués
sur les différents extraits avec différentes polarités, notre choix s’est porté sur les extraits
acétate d’éthyle et n-butanol vu leurs poids relativement important. La séparation de
I’extrait chloroforme, s’est avérée difficile car en plus de sa faible quantité 1’extrait contient

en majorité de la chlorophylle.

111.2.5.1 Séparation et purification des composants de I’extrait Acétate
d’éthyle

Le systeme d’élution qui a donné 1a meilleure séparation est CHClz/acétone (8/2, V/V). Environ
4,5¢ de I’extrait acétate d’éthyle sont dissous dans le méthanol puis mélangé a une petite
quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous vide et pulvérisé jusqu’a obtention d’une
poudre homogene. Cette derniere est déposée sur une colonne de gel de silice préparée dans
du CHCIs.L élution est réalisée par le systtme CHCls/acétone en gradient de polarité. Le
fractionnement a débuté par des volumes de 50 ml (les dix premiers pots) et a continué tous
les 25 ml. Notons que le suivi de la colonne a été effectué sur la base d’analyses par
chromatographie sur plaque d’aluminium recouvert de gel de silice. Ainsi 30 fractions ont été

obtenues. Le résultat de cette opération est rapporté dans le tableau I11.9.
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Tableau I11.9 : Fractionnement sur colonne de 1’extrait acétate d’éthyle de Centaurea

pungens
Lots de pots Fraction Systeme d’élution
(%) CHClz/acétone
1-2 F1 100/0
3-6 F2 100/0
7-9 F3 100/0
10-11 F4 99/1
12-16 F5 99/1
17-19 F6 99/1
20-23 F7 98/2
24-31 F8 98/2
32-36 F9 96/4
37-42 F10 96/4
43-58 F11 96/4
59-67 F12 94/6
68-74 F13 94/6
75-85 F14 94/6
86-90 F15 92/8
91-95 F16 92/8
96-105 F17 92/8
106-117 F18 90/10
118-126 F19 90/10
127-138 F20 88/12
139-144 F21 88/12
145-155 F22 86/14
156-162 F23 86/14
163-188 F24 84/16
189-198 F25 84/16
199-214 F26 80/20
215-224 F27 80/20
225-229 F28 80/20
230-238 F29 80/20
239-248 F30 75/25
249-254 F31 75/25
255-267 F32 75/25
268-277 F33 75/25
278-284 F34 70/30
285-290 F35 70/30
291-300 F36 70/30
301-311 F37 65/35
312-315 F38 65/35
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Tableau 111-9 Suite: Fractionnement sur colonne de I’extrait acétate d’éthyle de Centaurea

pungens
316-321 F39 65/35
322-338 F40 60/40
339-348 F41 60/40
349-359 F42 60/40
360-366 F43 55/45
367-376 F44 50/50
377-391 F45 40/60
392-400 F46 20/80
401-418 F47 0/100

Apres chromatographie sur couche mince sur plaques d’aluminium révélées par
I’anisaldéhyde puis chauffées a 100°C, nous avons pu faire un second regroupement. Les

résultats sont réunis dans le tableau 111.10.

Tableau 111.10: Regroupement de fractions issues de la colonne de 1’extrait acétate d’éthyle

Lots de fractions Fractions finales Masse des fractions
finales (mg)

F1-F5 CPA-1 73,1

F6-F8 CPA-2 56,1
F9-F10 CPA-3 52,4

F11 CPA-4 44,2

F12 CPA-5 58

F13 CPA-6 26,2

F14 CPA-7 33,4

F15 CPA-8 12,2
F16-F17 CPA-9 191,5

F18 CPA-10 37

F19 CPA-11 24,7

F20 CPA-12 74 6

F21 CPA-13 81,9

F22 CPA-14 59,6
F23-F24 CPA-15 126,1
F25-F27 CPA-16 151
F28-F30 CPA-17 1300
F31-F35 CPA-18 103,6
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Tableau 111.10 Suite: Regroupement de fractions issues de la colonne de 1’extrait acétate

d’éthyle
F36 CPA-19 72,9

F37 CPA-20 155,9
F38 CPA-21 81,5

F39 CPA-22 205,8
F40 CPA-23 189,5
Fa1 CPA-24 125,7
F42 CPA-25 250,2
F43 CPA-26 165,7
Fa4 CPA-27 102,8
F45 CPA-28 150,9
F46 CPA-29 299,8
F47 CPA-30 65,4

«» Etude de la fraction CPA -5

La fraction CPA-5 (58 mg) comporte un precipité. Apres plusieurs lavages au méthanol, le

produit obtenu de masse 39,6 mg est noté CP5,
% Etude de la fraction CPA-9

La fraction CPA-9 (191,5mg) renferme un produit majoritaire sous forme de précipité. Filtré

puis lavé avec du méthanol, le composé obtenu de masse 20,8 mg est noté CP4.
% Etude de la fraction CPA-17

La fraction CPA 17 (1300 mg) a subi une séparation sur colonne de gel de silice. L’élution
est effectuée par un systeme de polarité croissante. Le systéeme d’élution utilisé est
CHCI3/MeOH. Environ 1,2 g sont dissous dans une petite quantité de gel de silice puis séchés
sous vide, la masse obtenue est pulvérisée jusqu’a obtention d’une poudre homogéne. Le
fractionnement se fait tous les 50 ml. A partir du quinziéme pot, le volume de chaque pot est
réduit de moitié (25ml).Le suivi de la composition des pots a été effectué par chromatographie
sur couche mince de gel de silice sur plaques d’aluminium. Les plaques sont visualisées sous

lumiere UV (254,365 nm) puis révélées par I’anisaldéhyde et chauffées a 100°C pendant 3
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min, 20 sous-fractions ont été obtenues. Le résultat de cette opération est reporté dans le tableau

-11.

Tableau I11-11 : Résultat du fractionnement sur colonne de la fraction CPA-17

Lots de pots Sous-fractions Systéme d’élution Poids (mg)
CHCI3/MeOH
1-14 A17-1 100/0 7,7
15-26 Al7-2 99/1 4,3
27-32 Al7 -3 99/1 11,3
33-39 Al7-4 97/3 339
40-46 Al7-5 96/4 66,1
47-52 Al7-6 94/6 70,9
53-60 Al7-7 94/6 112,3
61-63 Al7-8 92/8 54,6
64-66 Al7-9 92/8 46,9
67-70 Al7-10 90/10 68,5
71-74 Al7-11 88/12 59,4
75-83 Al7-12 85/15 56,8
84-92 Al7-13 85/15 104,5
93-102 Al7-14 80/20 75,7
103-111 Al7-15 80/ 20 43,7
112-119 Al7-16 80/20 67,8
120-130 Al7-17 75/20 60,1
131-140 Al7 -18 70/30 77,8
141-156 Al17-19 60/40 88

L)

% Séparation et purification de la fraction CPA 17

» Etude de la sous-fraction A17-9

Cette sous-fraction de masse 46,9 mg comporte un précipité. Ce dernier est lavé a plusieurs

reprises avec du méthanol. Le produit obtenu est noté CP7 (12mg)

«» Etude de la fraction CPA 26

Cette fraction de masse 165,7 mg a subi un premier fractionnement par chromatographie

d’exclusion sur une colonne séphadex LH-20 éluée par le MeOH, 10 sous fractions de 12ml

F26-1 a F26-10 ont éteé récupérées, la sous fraction F26-6 presente sur plaqgue CCM un produit

majoritaire. Une ultime purification sur une colonne de séphadex LH-20 éluée par le méthanol

a permis d’obtenir le composé CP 2 (5mg).
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111.2.5.2 Séparation et purification des composants de I’extrait n-
butanol

Une chromatographie sur couche mince de gel de silice des deux extraits n-butanol (fleurs)
et n- butanol (feuilles+tiges) a montré une bonne séparation dans le systéeme
(CHCI3/MeOH/H20 ; 26:14:3).

Notre choix s’est porté sur I’extrait n-butanol fleurs. Environ 2,7g de cet extrait sont
déposés sur une colonne de gel de Sephadex éluée par du méthanol, 96 pots contenant des
volumes de 10 ml ont été récupérés. Sur la base de leurs profiles chromatographiques sur
plaques d’aluminium de gel de silice, les 96 pots ont été regroupés en 19 fractions . Les

résultats de cette analyse sont reportés dans le tableau 111 -12.

Tableau I11-12 : Fractionnement sur colonne de I’extrait n- butanol (fleurs).

Lots de pots Fractions Poids (mg)
1-20 CPB-1 Traces
21-22 CPB-2 289,9
23-25 CPB-3 516,4
26 CPB-4 310,9
27-28 CPB-5 319,8
29-30 CPB-6 236,5
31-33 CPB-7 126,2
34-36 CPB-8 48,2
37-41 CPB-9 44,6
42-43 CPB-10 17,7
44-46 CPB-11 23,3
47-54 CPB-12 54,9
55-62 CPB-13 49,1
63-69 CPB-14 26,3
70-73 CPB-15 17,4
74 CPB-16 7,6
75-82 CPB-17 15,9
83-87 CPB-18 14
88-96 CPB-19 23

7

«+ Etude de la fraction CPB-3

La fraction CPB-3 (516,4mg) de poids relativement important, est la fraction la plus riche.

Une partie de cette fraction a subi une separation par chromatographie liquide a haute
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performance (HPLC) semi préparative, utilisant le systéme d’élution MeOH/H20 (40 / 60).

La purification de cette fraction nous a permis d’obtenir trois produits purs.

- Le produit CP1 (MF 12 ) de masse 1 mg avec Tr=8,8 min

- Le produit CP3 (MF9) de masse 1,4 mgavec Tr=11,2 min

- Le produit CP6 (MF 13) de masse 2,2 mg avec Tr=14 min
% Etude de la fraction CPB-9

La fraction CPB-9 (44,6 mg) a subi une purification par HPLC semi préparative, le
systéme d’élution étant MeOH/H2O (35/ 65).Apres trois injections, nous avons obtenu le
produit CP9 (MF 22) de masse 1,6 mg, Tr=6 min.

« Etude de la fraction CPB-17

Cette fraction de masse 15,9 mg a été filtrée, le précipité obtenu est lavé a plusieurs

reprises avec du méthanol. Le produit CP8 (MF 1) obtenu possede une masse de 4,4 mg.

En conclusion I’investigation phytochimique des extraits chloroforme et n-butanol de

I’espece Centaurea pungens a permis d’obtenir 9 composés.
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V.1 Identification des produits isolés de Santolina

chamaecyparissus

IV.1.1 Identification des produits isolés de la phase chloroforme
IV.1.1.1 Elucidation structurale du composé Sch 1 (SC11)

OH (0]

La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumiére de Wood est caractéristique

d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3 (3-OR).

L’examen de la série spectre UV-visible (Figure IV.1.1) permet d’obtenir les indications
suivantes : dans le spectre enregistré dans le MeOH, la valeur de la longueur d’onde
d’absorption maximale de la bande I, 338 nm indique une structure relative a une flavone. Le
spectre apres addition de NaOH montre un déplacement bathochrome de la bande | de 37
nm avec une diminution de I’intensité indiquant I’absence d’un OH libre en C-4’. Ce
spectre montre I’apparition d’une nouvelle bande avec une absorption maximale a 320 nm en
faveur d’un OH libre en C-7. Apres addition de AICIs + HCI dans la solution méthanolique
on observe un effet bathochrome de la bande I de 27 nm indiquant la présence d’un OH libre
en C-5 et une oxygénation en C-6. La comparaison des spectres apres addition de AICls et aprés
addition de AICI; + HCI dans la solution méthanoliqgue ne montrant aucune différence
significative entre les deux spectres, indique 1’absence d’un systéme ortho-dihydroxyle sur le
noyau B. Apres addition de NaOAc dans la solution méthanolique, le spectre montre un léger
déplacement bathochromique de la bande II confirmant la présence d’un OH libre en C-7 avec
une oxygénation en C-6. Le spectre enregistré en présence de NaOAc et H3BOs confirme
I’absence d’un systéme ortho-dihydroxyle sur le noyau B. Toutes ces données sont

rassemblées dans le tableau IV.1.1.
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Tableau IV.1.1 : Données de la série spectrale UV du composé Schl (SC 11).

Réactifs Bande | Bande 11 Interprétation
MeOH 338 275 Flavone
+NaOH (effet hypochrome) 375 275, 320 OH libre en C-7 et
. . OR en C-4°
+NaOH apres 5min 375 275, 320
+AICl3 365 275 OH en C-5et OR
en C-6
+AICIl3+HCI 362 275
+NaOAc 349 279 7-OH et 6-OR
Absence d’ortho-di
+NaOAc +H3BO4 350 275 OH sur le noyau B
203 el
3 [
|
'\
a0 y3) 30 \ ) .1':17 iw 20 0
Longueur d’onde (nm) Longueur d’onde (hm)
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Figure IV.1.1: Spectrophotométrie UV-Visible du composé Sch 1 (SC 11)

L’analyse du spectre RMN *H (Figures IV.1.2 ;1V.1.2.1; IV.1.2 .2 et IV.1.2.3) montre la
présence de :
» Un signal sous forme de singulet d’intégration 1H a 6nx=13,05 ppm attribuable au
proton du OH de la position C-5 du squelette flavonique
» Un signal sous forme de doublet de doublets d’intégration 1H a 6x=7,69 ppm (J =
8,5; 2,1 Hz) attribuable a H-6" de cette flavone
» Deux signaux sous forme de doublets d’intégration 1H chacun a 6x=7,57 ppm (J
=2,1 Hz) et a 64=7,13 ppm (J=8,5 Hz) attribuables a H-2’ct H-5’, respectivement
» Deux signaux sous forme de deux singulets d’intégration 1H chacun a 64=6,97 et
dH=6,65 ppm. Le premier est attribué a H-8, vu sa corrélation sur le spectre HSQC
(Figure IV.1.3), avec le carbone résonant a 6c=94,35 ppm, dont la valeur du
déplacement chimique est caractéristique du carbone C-8 d’un flavonoide. Le second
proton est par conséquent, attribué au proton H-3, vu la nature flavone de cette
molécule. La résonance du carbone C-3 est relevée a 6c=103,34 ppm. La valeur du

déplacement chimique de ce carbone est en parfait accord avec cette attribution.
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» Trois signaux sous forme de singulets d’intégration 3H chacun a 64=3,89 ppm; 3,86
ppm et 3,76 ppm indiquant la présence de 3 groupements méthoxyles dans cette
flavone.

Ces données de RMN additionnées a celles de la série spectrale UV-Visible permettent
d’ores et déja de placer les 3 groupements méthoxyles dans les positions C-3°, C-4’et C-6 et
ainsi le composé Sch 1 (SC11) est donc la 5,7-dihydroxy-6, 3’,4’-trimethoxyflavone connue

sous le nom d’eupatiline (Figure 1V.1.4).
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Figure 1V.1.2: Spectre RMN!H (400 MHz, DMSO-ds) du composé Sch 1 (SC 11)
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Figure 1V.1.2.1: Spectre RMN*H (400 MHz, DMSO-ds) du composé Sch 1, étalement 1
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Figure 1V.1.2.2: Spectre RMN!H (400 MHz, DMSO-ds) du composé Sch 1, étalement 2
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Figure 1V.1.2.3 : Spectre RMN*H (400 MHz, DMSO-ds) du composé Sch 1, étalement 3

Figure 1V.1.5: Structure du composé Schl (SC 11), eupatiline

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Figure IV.1.3) permet ’attribution des
protons aux atomes de carbone correspondants, en effet:
» Une tache de corrélation entre le proton en position 6’ et le carbone a 6¢=119,98 ppm
permettant ainsi 1’attribution de ce carbone au C-6’.

» Le proton H-2’ permet I’attribution de C-2’ au carbone résonant a 5c=109,36 ppm.

v

Le proton H-5 permet I’attribution de C-5’ au carbone résonant a 6c=111,62 ppm.

» La résonance du carbone du méthoxyle dont les protons résonnent a o4=3,89 ppm est
relevée a 6¢=55,70 ppm.

» La résonance du carbone du méthoxyle dont les protons résonnent a d4=3,86 ppm est

relevée a 8¢=55,82 ppm.
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» La résonance du carbone du méthoxyle dont les protons résonnent a d4=3,76 ppm est

relevée a 6¢=59,93 ppm.
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Figure 1V.1.3 : Spectre HSQC (DMSO-de, 400MHz) du composé Sch 1 (SC 11)

Pour procéder a I’attribution des carbones quaternaires, et surtout pour attribuer les
méthoxyles a leur carbones porteurs, nous avons examiné le spectres relatifs aux expériences
HMBC (Figure 1V.5) et Jmod (Figures IV.1.6.1; IV.1.6.2; IV.1.6.3). Cette analyse est
facilitee par le signal du OH en C-5, qui permet aisément I’attribution du C-5 au signal
résonant a 6c=152,71 ppm, du C-6 a la résonance a 6c=131,33 ppm et du C-10 a la résonance
a 6c=104,09 ppm, gréce a leur corrélation avec le proton de cet hydroxyle sur le spectre
HMBC. La valeur du déplacement chimique du carbone C-6, confirme bien sa methoxylation.
Le spectre HMBC permet de placer le méthoxyle resonant a 84=3,76 ppm (6c=59,93 ppm) en
cette position grace a sa correlation avec les protons de ce méthoxyle. Le spectre HMBC

permet également d’attribuer :
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> Le carbone C-2 au signal résonant a 6c=163,33 ppm, grace a sa corrélation aux protons
H-3 et H-2’

» Le carbone C-7 au signal résonant a 8c=157,67 ppm, grace a la valeur de son
déplacement chimique et sa corrélation avec le proton H-8

» Le carbone C-9 résonant a 6c=152,42 ppm, grace a sa corrélation avec le proton H-8

» Le carbone C-4 résonant a 6c=182,18 ppm, gréce a la valeur de son déplacement
chimique et sa corrélation avec les protons H-8 et H-3

» Le carbone C-1’ résonant a 6c=122,89 ppm, grace a la valeur de son déplacement
chimique et ses corrélation avec les proton H-3 et H-5’

» Le carbone C-3’ résonant a 6c = 148,97 ppm, grace a la valeur de son déplacement
chimique et sa corrélation avec les proton H-2’ et H-5’

» Le carbone C-4’ résonant a 6c=152,08 ppm, gréce a la valeur de son déplacement
chimique et sa corrélation avec les proton H-2" et H-5’

Un ré-examen attentif du spectre HMBC a permis de déduire que le methoxyle dont les

protons résonnent & 6x=3,89 ppm (6c=55,70 ppm) est en position C-3’ et que celui dont les

protons résonnent & d4=3,86 ppm (5¢c=55,82 ppm) est en position C-4’.
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*
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Figure 1V.1.5 : Spectre HMBC (DMSO-dg, 400 MHz) du composé Sch 1 (SC 11)
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Figure 1V.1.6.1: Spectre Jmod (DMSO-ds, 100 MHZz) du composé Schl (SC 11), étalement 1
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Figure 1V.1.6.3 : Spectre Jmod (DMSO-de, 100 MHz) du composé Sch 1, étalement 3

Tous les résultats de ces analyses spectroscopiques sont reportés dans le tableau 1V.1.2.

Tableau 1V.1.2 : Données de la spectroscopie RMN du composé Sch1(SC 11), eupatiline

Position | 'H dppmJ(Hz) 400 MHz, DMSO-ds | Jmodppm 100 MHz,DMSO-ds
2 - 163,33
3 6,65 s 103,34
4 - 182,18
5 - 152,71
6 - 131,33
7 - 157,67
8 6,97 94,35
9 - 152,42
10 - 104,09
I’ - 122,89
3 757d (2,1) 109,97
3’ - 148,97
4 - 152,08
5 7.13d (8,5) 111,62
6’ 7,69dd (8,5;2,1) 119,98
6-OCHz | 3,76 59,93
3’-OCHs | 3,89 55,70
4-OCH; | 3,86 55,82
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IV.1.1.2 Elucidation structurale du composé Sch 2 (SC14)

OH 0]
La chromatographie sur couche mince de ce composé sous lumiere de Wood (A=365 nm

) révéle une fluorescence noir violette , couleur caractéristique d’une flavone ou d’un
flavonol substitué en C-3, ceci est réconforté par la valeur 332 nm de la longueur d’onde
d’absorption maximale de la bande I du spectre enregistré dans le MeOH largement en
faveur d’une flavone. Par ailleurs la série spectrale UV-Visible en présence de réactifs
montre :
» L’addition de NaOH provoquant un déplacement de la bande I de (AA=+44 nm)
avec un effet hyperchrome révéle la présence d’un OH libre en C-4’.
» Le déplacement bathochrome (AA=+ 24 nm) de la bande I, aprés addition de (AICl 3
+ HCI) indique la présence d’un OH libre en C-5 avec une oxygénation en
position C-6.
» L’addition de NaOAc n’ayant aucun effet notable sur la longueur d’onde de la
bande Il comparé au spectre enregistré dans le MeOH, indique un 7-OR
Ces resultats sont rassemblés dans le tableau IV.1.3

Tableau 1V.1.3 : Données de la série spectrale UV-Vis. (Amvax, nm)du composé Sch2(SC 14)

Réactifs Bande | Bande I Remarque
MeOH 332 277 Flavone

+NaOH 376 avec effet hyperchrome | 276 OH libreen C-4’
+ALCl3 360 300 Pas de systéme

ortho-diOH sur le noyau
B,OHen C-5et OR en

+AICI3+HCI | 356 300

C-6
NaOAc 336 276 ORenC-7
+NaOAc 336 276 Pas de systeme
+H3BO3 ortho-diOH

La combinaison des données des spectres RMN *H (Figure 1V.1.7) et HSQC (Figure 1V.1.8)

montrent la présence de :
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* Un doublet d’intégration 2H a 34=7,83 ppm (J=8,8 Hz ; 5c=128,16 ppm) attribuable a

H-6" et H-2’.

”  Un doublet d’intégration 2H a 84=6,97 ppm (J=8,8 Hz ; 6c=115,92 ppm ) attribuable

aux protons H-3’ et H-5".

” Deux singulets d’intégration 1H chacun a 84=6,59 ppm (8c=104,03 ppm) et 1= 6,56
ppm (6c=90,34 ppm) attribuables a H-3 et H-8, respectivement vu les valeurs
caractéristiques des déplacements chimiques de leurs carbones porteurs.

”  Deux singulets d’intégration 3H chacun a 81=3,97 ppm (8¢c=55,72 ppm) et d1=3,94
ppm 8¢c=60,68 ppm) attribuables a deux groupements méthoxyles.

La combinaison des données spectrales de la série UV-Vis en présence de réactifs et de
RMN *H permettent de placer les deux groupements méthoxyles dans les positions C-6 et C-
7. Comme la série spectrale UV-Vis indique une hydroxylation du C-4’ du noyau B, il est donc
évident que ce composé Sch2 est la 5,4’-dihydroxy-6,7-dimethoxyflavone (Figure IV.1.9).

Cette molécule est connue sous le nom de cirsimaritine [1] .
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Figure 1V.1.7 : Spectre RMN'H (CDCls,400 MHz) du composé Sch 2 (SC 14)
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Figure 1V.1.8: Spectre HSQC (CDClIs 400 MHz) du composé Sch2
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OH

H;CO o

H;CO
OH 0

Figure 1VV.1.9: Structure du composé Sch 2, cirsimaritine

L’attribution des autres atomes de carbone a ¢été effectuée par 1’étude du spectre de
corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Figure 1V.1.10).et du spectre jmod
(Figure 1V.1.11) en effet :

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle résonant 64=3,94 ppm (dc=
60,68 ppm) et le carbone résonant a 6c¢=132,55 ppm que nous pouvons attribuer sans
ambiguité a C-6, vu la valeur de son déplacement chimique et sa corrélation (HMBC) avec H-
8.

Une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle résonant 64=3,97 ppm (6c= 55,72
ppm) et le carbone résonant a 6c=158.70 ppm attribuable de fait & C-7, vu la substitution du
carbone en position 7 par un méthoxyle signalée plus haut.

Des taches de corrélation entre H-3 et H-8 et le carbone résonant a d¢c = 106, 11 ppm permettant
’attribution de ce carbone a C-10.

Une tache de corrélation entre H-8 et le carbone résonant a 6c=153,14 ppm permettant
I’attribution de ce carbone a C-9.

Une tache de corrélation entre H-3 et le carbone résonant a 6c=164,04 ppm permettant
I’attribution de ce carbone & C-2.

Le carbone C-4 est attribué a la résonance a 6c=182,75 ppm.
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Figure 1V.1.10: Spectre HMBC (CD30D) du composé Sch2 (SC14)

Les données des spectres RMN de cette molécule sont regroupées dans le tableau 1V.1.4.

Tableau 1V.1.4 : Données de la spectroscopie RMN (CD30D, 400 MHz) du composé Sch2

Positions 'H 8ppm J (H2) 13C Sppm
2 - 164,04
3 6,59 s 104,03
4 - 182,75
5 - nd*

6 - 132,55
7 - 158,70
8 6,56 s 90,34
9 - 153,14
10 - 106, 12
I - nd*

2 et6 7.83d (8,8) 128,16
3ets’ 6,97 d (8,8) 115,92
4 - nd*
6-OCHzs 3,94 s 60,68
7-OCH3 3,97 s 55,72

nd* : non détecté
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Figure 1V.1.1: Spectre jmod (CDCl3+CD30OD, 400 MHz) du compose Sch 2
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IV.1.1.3 Elucidation structurale du composé Sch 3 (SC15-5-16)

OH

H3;CO (0]

H3CO
Sch 3
OCH; O

Le spectre RMN H (Figure 1V.1.12) du composé Sch 3 montre des signaux caractéristiques
d’un flavonoide de type flavone, cette dernicre est contaminée par un autre flavonoide. En

tenant compte de 1’intégration des signaux de ce spectre, on reléve concernant cette flavone :
» Deux doublets d’intégration 2H chacun, formant un systéme AX (J=8,0 Hz) a 64=7,93
et 6,97 ppm. Ces signaux attribuables aux protons H-2’, H-6" et H-3’, H-5" ;

respectivement du noyau B, indiquent une substitution de ce noyau en position C-4’.
» Deux singulets d’intégration 1H chacun a 64=6,87 et 6,70 ppm attribuables soit & H-8
et H-3 soit a H-3 et H-6. Cette observation permet de conclure que cette molécule est

une flavone vu la présence de H-3.
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Figure 1V.1.12.1: Spectre RMN!H (CDsOD, 500 MHz) du composé Sch 3, étalement 1
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Figure 1V.1.12.2: Spectre RMN !H (CD3;0OD, 500 MHz) du composé Sch 3, étalement 2

L’examen du spectre HSQC (Figure 1V.1.13) permet de relever les résonances des carbones
porteurs de ces deux protons. En effet celle du premier proton (64=6,87 ppm) apparait a
8c=90,85 ppm. Cette valeur du déplacement chimique est caractéristique du carbone C-8. Celle
du deuxieme proton (64=6,70 ppm) apparait a 6c=102,83 ppm. Cette valeur du déplacement

chimique confirme bien que ce carbone n’est autre que le C-3. On conclut a ce stade qu’on est

bien en présence d’une flavone substituée dans les positions C-4’, C-5, C-6 et C-7.
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Figure 1V.1.13: Spectre HSQC (CDs0D, 500 MHz) du composé Sch 3

L’examen attentif et simultané des spectres RMN *H et HSQC montre la présence de trois
méthoxyles. Les deux premiers montrent des signaux trés proches sur le spectre proton
(64=4,02 et 4,01 ppm) et des carbones résonant a des déplacements chimiques identiques a
8c=54,93 ppm sur le spectre HSQC. Sur le spectre HMBC (Figure 1V.1.14) les protons de ces
deux méthoxyles montrent des corrélations nettes avec les carbones quaternaires oxygénes
résonant a 6c=160,91 et 150,49 ppm, respectivement. Toujours sur le spectre HMBC le carbone
résonant a 6c=160,91 ppm, montre une tache de corrélation avec H-8. Cette observation et la
valeur 160,91 ppm de son déplacement chimique permettent son attribution au C-7. Le carbone
résonant a 6c=150,49 ppm ne montrant aucune corrélation avec H-8 et les protons du cycle B
est obligatoirement attribué au C-5, vu la valeur de son déplacement chimique.
Concernant le troisiéme méthoxyle résonant a 64=3,87 ppm (6c=59,13 ppm), on observe des
corrélations nettes entre ses protons, le proton H-8 et le carbone quaternaire résonant a

6c=132,14 ppm. Ces correlations additionnées a la valeur 132,14 ppm du déplacement

chimique de ce carbone suffisent largement pour attribuer ce carbone a la position C-6. Grace

toujours au spectre HMBC, la résonance du C-10 est relevée a 6¢c=107,09 ppm vu ses
corrélations avec H-8 et H-3; la résonance du C-9 est relevée a d6c=154,14 ppm, vu sa

corrélation avec H-8 ; la résonance a 6c=167,21 ppm est attribuée au C-2 vu ses corrélations
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avec H-3, H-2" et H-6’ et la résonance a 6c=121,22 ppm est attribuée au C-1’ vu sa corrélation
avec H-3” et H-5".

-9 sci15_516 3 (HMBC 1H/13C) MeOD 500MHz = X
iy =<
. L
=

> o
i o
=— —
=
S
P~
-
=
=
- w
-
o
°
=
s
=
. S
pPpm = P = a o 1 o L’Q.n-.

Figure 1V.1.14: Spectre HMBC (CDsOD, 500 MHz) du composé Sch 3

On retient donc, que ce composé est C-5, C-6 et C-7 triméthoxylé.
L’ensemble de ces analyses permet de déduire que ce composé est substitué¢ par un

groupement hydroxylé en position C-4’. Ceci est confirmé par la corrélation observé entre les
protons H-2’ et H-6" et le carbone dont la résonance apparait a 6¢c=160,2 ppm attribuable sans

aucune ambiguité au C-4’ de cette flavone.

Toutes ces données reportées dans le tableau 1V.1.5 ménent a la molécule connue sous
le nom de 4’-hydroxy-5, 6,7-trimethoxyflavone ou cirsimaritine 5-methyl éther (Figure
IV.1.15).

OH

H,CO o)

H,CO

OCH; O

Figure 1V.1.15 : Structure du composé Sch 3, cirsimaritine 5-methyl éther.
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Tableau IV.1.5 : Données de la spectroscopie RMN (CD30D),) du composé Sch 3

Positions 1H (500 MHz) 8ppm J (Hz) | 13C (125 MHz) 8ppm
2 - 167,21

3 6,70s 102,83

4 Non détecté
5 - 150,49

6 - 132,14

7 - 160,91

8 6,87 s 90,84

9 - 154,14

10 - 107,09

R - 121,22

2’ et6’ 7,93 d (8,00) 128,08

3 ets’ 6,97 d (8,00) 116,09

4 - 160.2
5-OCHs 401 s 54,93
6-OCHj3 3,87 s 59,13
7-OCHjs 4,02 s 54,93

En réexaminant le spectre proton de ce composé et en faisant abstraction des signaux du composé
Sch 3 (cirsimaritine 5-methyl éther), on s’apergoit que ce spectre renferme des signaux
caractéristiques d’une flavone C-6 et C-7 diméthoxylée. Les protons du méthoxyle en C-6
admettent un déplacement chimique assez proche mais légérement supérieur a ceux du méthoxyle
en C-6 du composé Sch 3 (64=3,87 ppm, s). Les protons du méthoxyle en C-7, admettent
également un déplacement chimique trés proche mais légerement supérieur a celui de leurs
correspondants dans le composé Sch 3 (64=4,02 ppm, s). Ces attributions ont été faites sur la base
de I’analyse du spectre HMBC, ce spectre a d’ailleurs montré que les carbones C-6 et C-7 de cette
molécule admettent des déplacements chimiques tres proches de ceux de leurs correspondants

dans le compose Sch 3 (6¢c=132,14 et 160,91 ppm, respectivement). Concernant les autres protons

de cette flavone on releve deux singulets a 64=6,90 et 6,74 ppm attribuables aux protons H-8 et H-

3 respectivement. Ces attributions sont bien justifiées par le spectre HSQC qui montre des taches
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de corrélation nettes entre ces protons et des carbones dont les résonances sont trés proches de
ceux de C-8 et C-3 du composé Sch 3. Les signaux des protons du cycle B, relevés a 6y=7,59 ppm
(dl, J=8 Hz), 64=7,57 ppm (sl) et 64=6,97 ppm (d, J=8 Hz) et attribués a H-6’, H-2’ et H-5’,
respectivement, indiquent la substitution de ce cycle dans les positions C-3 et C-4’. L’absence
d’autres signaux de groupements méthoxyles ou autres groupements, indique que cette flavone est
C-3°, C-4’, C-5 trihydroxylée. La synthése des résultats de cette analyse indique qu’il s’agit de la
5,3’,4’-trihydroxy-6,7-dimethoxyflavone, molécule connue sous le nom de cirsiliol
(Figure 1V.1.16).

Figure 1V.1.16: Structure du composé en mélange avec le composé Sch 3,cirsiliol

Nous avons isolée cette molécule a 1’état pur de la deuxieme plante étudiée dans le
cadre de ce travail (Centaurea pungens). Nous avons décrit sa structure en détail et reporté ses
données de RMN (voir composé CP4 ou composé CPA 91).
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Figure 1V.1.12.3: Spectre RMN 'H (CD3;0OD, 500 MHz) du composé Sch 3, étalement 3
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Figure 1V.1.12.4 : Spectre RMN 'H (CD3;OD, 500 MHz) du composé Sch 3, étalement 4

Grace au spectre RMN *H et notamment les intégrales des signaux de H-3 (1,4) de la molécule
Sch 3 (cirsimaritine 5-methyl éther) et H-3 (1,0) du contaminant soit le cirsiliol, nos calculs ont
montré que cet échantillon renferme des pourcentages de 58,33 et 41,67 en faveur bien
entendu, de la cirsimaritine 5-methyl éther.

IV.1.1.4 Elucidation structurale du composé Sch 4 (SC15-6-11)

OH

OH

NH,
HO

OCH;,4 Sch 4
L’examen du spectre RMN!H (Figure 1V.1.17) enregistré dans le MeOH-ds montre la

présence de signaux relatifs a un noyau aromatique trisubstitués dans les positions 1,3 et 4.
» Un doublet d’intégration 1H a 64=6,97 ppm (J=1,6 Hz)
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> Un doublet de doublets d’intégration 1H a 64=6,84 ppm (J=8,2 ; 1,6
Hz)
> Un doublet d’intégration 1H a 64=6,78 ppm (J=8,2 Hz)
D’aprés leur multiplicité ces signaux sont attribuables aux protons H-2, H-6 et H-5,
respectivement du noyau aromatique.
Ce spectre montre également un singulet d’intégration 3H a 6n=3,92 ppm caractéristique d’un

groupement méthoxyle.

J____,_M__ﬂ_fbllduh W B AR I} I\ Y ”llﬁ_
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T
5.8
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Figure IV.1.17 : Spectre RMN H (CD3OD, 600 MHz) du composé Sch 4
L’analyse simultanée des spectres RMN H et HSQC (Figure IV.1.18) permet d’attribuer les

carbones porteurs des trois protons aromatiques notamment le C-2 au carbone résonant
8c=109,42 ppm, le C-6 au carbone résonant a 5c=118,53 ppm et le C-5 au carbone résonant a
0c=114,58 ppm. L’examen du spectre HMBC (Figure IV.1.19) permet de relever les
résonances des trois carbones quaternaires du noyau aromatique, notamment:

> le C-4 a 6c=148,86 ppm gréace a ses corrélations avec les protons H-2 et H-6 ;

» le C-3 a 6¢c=151,18 ppm gréce a sa corrélation avec H-5, ce carbone montre également
une corrélation nette avec les protons du methoxyle précédemment évoqué permettant
alors de placer ce méthoxyle dans la position C-3 du noyau aromatique ;

» le C-1a6c=135,85 ppm gréace a sa corrélation avec H-5.

On retiendra de cette analyse que ce noyau aromatique est methoxylé en C-3 et oxygéné en

C-4, vu la valeur du déplacement chimique de ce carbone, et bien entendu, ce composé est
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substitué en C-1. Ceci est d’ailleurs tout indiqué par le spectre HMBC qui montre une
corrélation entre C-2 du noyau aromatique et le proton d’un méthine aliphatique résonant a
O0H4=4,64 ppm (d, J=4,7 Hz). Cette valeur de son déplacement chimique est en faveur d’un

oxyméthine. A ce stade de notre analyse nous pouvons proposer la présence dans cette

molécule de I’entité reportée dans la figure IV.1.20.

OCH,4

Figure 1V.1.20 : Entité 1 présente dans la molécule Sch 4

L’examen du spectre HSQC permet de relever la résonance du carbone de I’oxyméthine a
6c=85,98 ppm et permet également de relever la présence d’un autre méthine résonant a
6c=53,77 ppm (61=3,15 ppm ; m) et d’un oxyméthyléne a 6c=72,02 ppm, 61=4,26 ppm (dd,
J=8,7; 6,4 Hz)et 3,86 ppm (dd, J=8,7; 3,3 Hz). Le signal de ce dernier proton est
partiellement recouvert par le signal du méthanol résiduel. D’aprés la multiplicité de ces
signaux, il est évident que ce noyau est substitué par une chaine comportant trois atomes de

carbone (Figure 1V.1.21) et que par conséquent, nous sommes en présence d’un
H

o—%
I

H,C

phénylpropanoide.

o

OCH,4 |

Figure 1V.1.21: Structure partielle du composé Sch 4
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Figure 1V.1.18: Spectre HSQC (CDs0D, 600 MHz) du composé Sch 4
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Figure 1V.1.19: Spectre HMBC (CDsOD, 600 MHz) du composé Sch 4

L’examen attentif des spectres HSQC et HMBC ne montrant aucun autre atome de carbone
ni de groupements hydrocarbonés permet alors de déduire la présence de trois groupements
hydroxylés dans cette molécule en C-4 du phényle et les deux autres sur la chaine latérale. Le

premier sur le méthine attaché au noyau aromatique est le second sur le CH». Le groupement
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méthine restant ne peut étre qu’azoté vu les valeurs de déplacement chimique de son proton
(61=3,15 ppm) et de son carbone a (6c=53,77 ppm). L’absence de groupements hydrocarbonés

dans cette molécule permet de proposé un groupement NH> dans cette position. Cette molécule
est donc le 1,3-propanediol, 2-amino 1- (4-hydroxy-3-méthoxyphényl) (Figure 1V.1.20)

OCH,4

Figure 1V.1.20: Structure du composé Sch 4, 1,3-propanediol, 2-amino 1- (4-hydroxy-3-
méthoxyphényl).nomenclature
Les données de RMN de cette molécule sont rassemblées dans le tableau 1V.1.6.

Tableau 1V.1.6 : Données RMN du composé Sch 4, 1,3-propanediol, 2-amino 1- (4-hydroxy-
3-méthoxyphényl)

Position 'H dppmJ(H2) 3¢ Oppm,
1 - 135,85
2 6,97 d(1,6) 109,7
3 - 151,18
4 - 148,86
5 6,78 d(8,2) 114,55
6 6,84 dd (8,2 ; 1,6) 118,52

1 Prop 4,64 d (4,7) 85,98

2 Prop 3,15 m 53,77

3 Prop 4,26 dd (8,7 ;6,4) 72,02

3,86 dd (8,7 ; 3,3)
OCHjs 3,92 s 54,82

*Prop : Chaine propanique

IVV.1.1.5 Elucidation structurale du composé Sch 5 (SC 15-7-27)
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Sch 5

La fluorescence noir- violette de ce composé sous lumiere de Wood est caractéristique
d’une flavone ou flavonol 3-OR. Le spectre enregistré dans le méthanol montre une absorption
maximale a 350 nm.

» L’addition de NaOH provoquant un déplacement de la bande | (+47 nm) avec une
augmentation de I’intensité, indique I’existence d’un OH libre en C-4’.

» L’addition de NaOAc provoquant un déplacement de la bande II (+28 nm),
toujours par rapport au spectre en présence du MeOH oriente vers 1’existence
d’un OH en C-7. Cette idée est appuyée par I’apparition d’une nouvelle bande a
327 nm dans le spectre apres addition de NaOH.

» Enfin apres addition de (AICIs+ HCI), la bande | subit un déplacement de (+18 nm)
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH ce qui indique D’existence d’un
OH libre en position 5. La comparaison de ce spectre (AIClz+ HCI) avec celui
obtenu aprés addition de AICIz montre un déplacement hypsochrome de la bande |
de 26 nm. Cette observation est en faveur de la présence d’un systéme ortho-diOH sur
le noyau B.

Les résultats de la série spectrale UV(Figure 1V.1.23) du composé Sch 5 (SC15-5-27)

sont reportés dans le tableau IV.1.7

Tableau 1V.1.7: Données de la série spectrale UV-Vis du composé Sch 5

Réactifs Bande | Autres Bande II Interprétations
(nm) Bandes (nm)

MeOH 356 271 259

+NaOH 403 330 270 OH libre en 4°
OH libre en 5

+AICl3 440 358 276 ortho di-OH sur
le cycle B

+AICl3 +HCI 374 354/ 269

+NaOAc 384 327 273 OH libre en 7

NaOAc+H3BO3 | 383 322 264 Ortho di-OH sur
le noyau B
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Figure 1V.1.21: Données de la spectrophotométrie UV-Visible du composé Sch 5

L’examen des spectres RMN 'H (Figure 1V.1.22 ; 1V.1.22.1) enregistré dans le DMSO-ds
présente:

>

Un signal a 7,42 ppm d’intégration 2H attribuable a H-6’ et H-2’. Ce
signal correspond a deux signaux superposés, lI'un sous forme d’un doublet de
doublets (J=8,1 ; 2,1 Hz) correspondant & H-6’ et 1’autre sous forme d’un doublet
(J=2,1Hz) caractérisant H-2’.

Un autre doublet a 6,86 ppm avec une constante de couplage
(J=8,1Hz) attribuable a H-5’.

Un signal a 6,66 ppm d’intégration 1H sous forme d’un singulet
attribuable a H-3.

Deux signaux sous forme de doublet d’intégration 1H formant un
systtme AM a 6,43 ppm et 6,18 ppm (J =2,1 Hz) attribuables a H-8 et H- 6,

respectivement.
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Figure 1V.1.22 :Spectre RMN *H (CD3s0D, 600MHz) du composé Sch 5
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Figure 1V.1.22.1 : Spectre RMN!H (DMSO-ds, 400 MHz) étalé du composé Sch 5

Les données de la RMN *H (Tableau 1V.1.8), du spectre HSQC (Figure 1V.1.23) additionnées
de celles de spectrophotométrie UV-Vis permettent confirmer la structure du composé Sch 5
connu sous le nom de lutéoline (Figure 1V.1.24)
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Figure 1V.1.23: Spectre HSQC (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Sch 5

Tableau 1V.1.8 : Données spectrales de RMN1H (DMSO-d6, 400 MHz) du composé Sch5

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimique J(Hz)

7,42 1H dd (8,1;2,1) H-6’

7,38 1H d(2,1) H-2’

6,86 1H d(8,1) H-5

6,66 1H S H-3

6,43 1H d(2,1) H-8

6,18 1H d(2,1) H-6

Figure 1V.1.24: Structure du composé Sch5 ; lutéoline

IV.1.2.6 Elucidation structurale du composé Sch 13 (FBFL-2C)
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HO GH Sch 13

L’examen des spectres RMN 'H (Figure 1V.1.25), RMN *3C (Figures IV.1.26; 1V.1.26.1 ;
IV.1.26.2), DEPT 135° (Figure IV.1.27) et HSQC (Figure 1V.1.28) enregistrés dans du
chloroforme deutéré additionné de quelques gouttes de DMSO-dg, on releve en effet, la
présence de signaux caractéristiques d’un noyau aromatique monosubstitué. Il s’agit de deux
multiplets, le premier d’intégration 2H a on=7,46 ppm correspondant aux résonances des
protons H-2 et H-6 (6c=128,24 ppm) et le second d’intégration 3H, a on=7,38 ppm
correspondant aux protons H-3 et H-5 (6¢=129,58 ppm) et H-4 (6c=130,64ppm). Ce spectre
montre également un singulet d’intégration 1H a 61=5,49 ppm corrélant sur le spectre HSQC
au carbone résonant a 6c=68,59 ppm. On reléve également la présence d’un multiplet centré a
on=4,27 ppm dont I’intégrale totale correspondant a trois protons. L’analyse du spectre HSQC-
DEPT 135°, montre que ce multiplet correspond a deux protons d’un méthyléne dont le
carbone résonne a dc = 63,68 ppm et un proton d’un groupement CH dont le carbone résonne a
oc = 102,00 ppm. La valeur du déplacement de ce carbone est en faveur de la présence d’une
entité sucre dans cette molécule car cette valeur correspond bien a celle d’un carbone
anomérique relié a une aglycone par I’intermédiaire d’un atome d’oxygeéne. Cette idée,
confortée par la présence du méthylene précédent et par la présence dans le spectre proton du
massif d’intégration 4H situé dans I’intervalle 3,25 a 3,50 ppm; indique donc que ce sucre est
de type hexose. Cette observation est appuyée par le spectre COSY (Figure 1V.1.29) qui montre
des corrélations entre les protons du multiplet (61=4,27 ppm) et des protons du massif
(intervalle 3,25 a 3,50 ppm). L’examen du spectre HSQC permet en effet, de relever des
corrélations entre les protons résonant dans cet intervalle et les carbones de 4 groupements CH
résonant a 6¢=77,41; 74,70 ; 73,53 et 70,23. La comparaison des valeurs des déplacements
chimiques des carbones de ces 4 oxyméthines avec les données de la littérature permet de
déduire que cet hexose est de type glucose. On peut alors sur la base des résultats de notre
analyse des spectres proton et HSQC du composé Sch 6 soit la prunasine, attribuer ces 4

carbones aux hydroxyméthynes C-5’*, C-3’*, C-2° et C-4’, respectivement. (* : Ces deux
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attributions peuvent étre interchangées). Il est bien entendu que la carbone du méthylene
résonant a 6c=63,68 ppm, est attribuable au C-6 de cette hexose. On remarque que le
déplacement chimique de ce carbone est relativement élevé, ce qui laisse attendre une acylation
de ce sucre en cette position. Cette substitution est fortement envisageable vu la présence d’un
groupement méthyle résonant a 6+=2,07 ppm (6c=21,16 ppm) attribuable au méthyle d’un

groupement acétate.
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Figure 1V.1.25: Spectre RMN 'H (CDCls, 400 MHz) du composé Sch 13
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Figure 1V.1.26: Spectre RMN *3C (CDCls, 100 MHz) du composé Sch 13
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Figure 1V.1.26.1: Spectre RMN *3C (CDClIs, 100 MHz) du composé Sch13, étalement 1
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Figure 1V.1.26.2: Spectre RMN *C (CDCls, 100 MHz) du composé Sch 13, étalement 2
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Figure 1V.1.27: Spectre DEPT 135° (CDCl3, 100 MHz) du composé Sch 13
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Figure 1V.1.28: Spectre HSQC (CDCls, 400 MHz) du composé Sch 13

Cette hypothése est confirmée par le spectre HMBC (Figure 1V.1.30) dans lequel on releve une

tache de corrélation nette entre les protons de ce méthyle et le carbone de ce méthyléne soit le

C-6" du groupement O-glucopyranosyle confirmant donc 1’acétylation de ce sucre en cette

position.Toujours sur le spectre HMBC, on reléve quatre autres taches de corrélation

importantes pour 1’établissement de la structure de ce composé. Ces quatre taches sont relevées
entre le proton du groupement méthine précedemment évoqué (61=5,49 ppm ; 8c=68,59 ppm)
et:

- Le carbone anomérique du groupement O-glucopyranosyle indiquant alors que cette entité

sucre est portée par ce méthine,

- un carbone quaternaire résonant a 117,90 ppm caractéristique d’un
groupement nitrile indiquant la présence de ce type de groupement sur ce méthine, la
présence de ce groupement cyano en cette position explique I’abaissement significatif du
déplacement chimique du carbone de ce méthine (6c=68,59 ppm), du fait qu’il bénéficie de
la proximite de la zone de blindage de la triple liaison,

- les carbones C-2 et C-6 du noyau aromatique indiquant que ce cycle

est bien porté par ce méthine,
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le carbone C-1 du noyau aromatique (6c=132,78 ppm) confortant et

confirmant la substitution de ce méthine par le noyau aromatique.
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Figure 1V.1.29: Spectre COSY (CDCls, 400 MHz) du composé Sch 13
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Figure 1V.1.30: Spectre HMBC (CDCls, 400 MHz) du compose Sch 13
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Figure 1V.1.30.1: Spectre HMBC (CDCl3, 400 MHz) du composé SCh13, étalement
Toutes ces données rassemblées dans le tableau 1V.1.9, convergent vers la structure partielle

reportée dans la figure 1V.1.31

Figure 1VV.1.31: Structure partielle du composé Sch 13
Selon la configuration absolue du centre chiral C-7, cette molécule est soit la 6’-O-
acétylprunasine ou prunazine 6’-O-acétate soit la 6’-O-acétylsambunigrine ou sambunigrine 6’-
O-acétate. Pour cela, et conformément aux résultats des travaux reportés dans la litterature,
nous nous sommes basés sur la valeur du déplacement chimique du proton anomérique dont la
valeur relativement faible 61 proche de 4,27 ppm est en accord avec la configuration absolue
(R) de ce centre chiral (Figure 1V.1.32) [2].
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HO' GH
Figure 1V.1.32: Structure finale du composé Sch 13, 6’-O-acétylprunazine ou prunazine 6’-O-
acétate

IV.1.2 ldentification des produits isolés de la phase n-butanol

1V.1.2.1 Elucidation structurale du composé Sché6 (SC 4-107)

OH  sché
L’examen du spectre RMN H (Figures 1V.1.33, 1V.1.33.1, IV.1.33.2) montre la présence

de deux signaux, le premier d’intégration 2H sous forme d’un multiplet a 64=7,62 ppm, le

second d’intégration 3H, sous forme de multiplet a 64=7,49 ppm, ces signaux sont

caractéristiques d’un noyau aromatique monosubstitué.
Ce spectre montre également un ensemble de signaux caractéristiques d’un hexose,
notamment :

- Un signal sous forme de doublet a 6n=4,29 ppm (J=7,3 Hz) attribuable au proton
anomérique que nous noterons H-1". La valeur de la constante de couplage relevée dans
ce signal indique qu’il s’agit d’un sucre de configuration 3.

- Deux signaux d’intégration 1H chacun attribuables respectivement
a H-6’a et H-6’b a 6x=3,95 ppm (dd ; J=12,2; 1,8 Hz) eta o6n=3,72 ppm (dd; J
=12,2; 6,1 Hz).

- Un ensemble de multiplets dans Dintervalle 3,25 -3,37 ppm
attribuable aux protons 2’,3’,4’ et 5’ de I’hexose.

- De plus, ce spectre montre un signal d’intégration1H sous forme d’un
singulet a 61=5,94 ppm porté par un carbone résonant a 6c=66,11ppm d’apres le spectre
HSQC (Figure 1V.1.34). La valeur du déplacement chimique de ce proton indique qu’il
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s’agit d’un oxyméthine substitué par des groupements électroattracteurs. Quant a la
valeur du déplacement chimique (6c=66,1 ppm) de son carbone porteur, elle est
indicatrice de la présence trés probable de ce carbone dans la zone positivante d’un cone

d’anisotropie d’un groupement présent dans cette molécule.

sk sc4_107 1 (1D 1H) MeOD 500MHz X
=]
B
a A A 1 A
@ 03 D 0D P D ? OO0 O O T O 00—
s 0 ©®ONA--coonomo B AR OBE IO N T DM DN O o
s BEobbRT T @ R R R R A R R R R RN S
=i A Y L %) P bl o o w o S 0303 030303 63 03 03 03 03 03 03 03 03 03 05 03
N “4;(5—— g‘—‘%ﬁéﬁw \f_/_ﬁ_'ﬁs—f
2
-
= JJ
il / Iry

|
| A SR BT.
"—""1'1""1'0""!5""é';;"i""f' éng:jéél
Figure 1V.1.33: Spectre RMN!H (CD30D,500 MHz) du composé Sch 6
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Figure 1V.1.33.1: Spectre RMN *H (CD30D,500 MHz) du composé Sch 6, étalement 1
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Figure 1V.1.33.2 : Spectre RMN'H (MeOH-ds, 500 MHz) du composé Sch 6; étalement 2
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Figure 1V.1.34: Spectre HSQC (MeOH-ds, 500 MHz) du composé Sch 6

L’analyse approfondie du spectre HSQC relatif a ce composé permet de localiser le

carbone

anomérique de ce sucre grace a sa corrélation avec H-1’a 6¢=100,79 ppm. La

valeur de ce déplacement chimique indique que cet hexose est relie a I’aglycone par le
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biais d’un atome d’oxygéne . Toujours sur le méme spectre et dans I’intervalle des
protons du sucre (3.20 — 3.4), on reléve quatre corrélations avec les carbones résonant & d¢c =
73,19; 76,92 ; 70,01 et 77,85 ppm. Les protons du groupement CH. (position C-6 de
I’hexose) montrent une tache de corrélation avec le carbone résonant a 6¢=61.40 ppm.
L’examen du spectre COSY (Figure 1V.1.35) et la combinaison de ses données avec celles du
spectre HSQC permet d’attribuer le carbone résonant a 6c=77,85 ppm au C-5 (position C-5 de
I’hexose) grace a la corrélation de son proton avec les protons H-6’a et H-6’b. Vu cette
corrélation, le proton H-5" sera attribué au multiplet a n = 3,26 ppm. La combinaison des
analyses de ces deux spectres permet également d’attribuer le carbone résonant a 6c =73,19
ppm au carbone C-2’ (position C-2 de I’hexose) grace a la corrélation de son proton avec le
proton anomérique. Avec la méme idée, le carbone résonant a 6c=76,92 ppm sera attribué au
C-3’ et celui résonant a 6¢=70,01 ppm au carbone C-4’. Les protons H-2’ et H-4’ seront par
conséquent attribués au multiplet centré a 64=3,34 ppm et le proton H-3’ sera attribué au triplet
a 6n=3,32 ppm (J=9,0 Hz). La valeur de la constante de couplage relevée dans le signal de H-3’
indique des orientations axiales pour les protons H-2’, H-3* et H-4’. Cette observation oriente
donc vers le fait que cette entité sucre est un glucopyranosyle. Cette hypothese est largement
appuyée par les valeurs des déplacements chimiques des carbones de cet hexose qui sont en
parfait accord avec les données de la littérature pour ce type de groupement [3].

Concernant le noyau aromatique monosubstitué comme signalée plus haut, le spectre
HSQC permet d’attribuer les carbones C-2 et C-6 (magnétiquement équivalents), & la résonance
a 0c=128,05 ppm grace a leur corrélation avec les deux protons relatifs au multiplet centré a
dH=7,62 ppm. Les carbones C-3 et C-5 (magnétiquement équivalents) seront attribués a la
résonance a 6¢=129,20 ppm. Le carbone C-4 sera attribu¢ a la résonance a 8¢=130,10 ppm.
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Figure 1V.1.35: Spectre COSY (500 MHz, CD30OD) du composé Sch 6

Le carbone C-1, point de substitution de ce noyau aromatique (Figure 1V.1.36) sera attribué
a la résonance a 6¢=133,10 ppm grace au spectre HMBC (Figure IV.1.37) ou I’on observe des
taches de corrélation entre les protons H-2, H-6, H-3 et H-5 et ce carbone quaternaire.
Par ailleurs, le spectre HMBC montre des corrélations entre le proton de I’oxyméthine (31=5,94
ppm) évoqué précédemment et les carbones C-1, C-2, C-6 et C-1’ (carbone anomérique) et un
carbone quaternaire résonant a 6c=118,50 ppm. De ces corrélations, nous pouvons déduire que
ce méthine est substitué par le groupement phényle, 1’entité sucre soit le groupement O-
glucopyranosyle et un groupement nitrile vu d’une part le déplacement chimique (autour de
118 ppm) caractéristique de ce type de carbone et d’autre part, le nombre impair d’atomes
d’hydrogéne trouvés dans cette molécule (17 atomes) qui ne peut se traduire que par la
présence d’un nombre impair d’atomes d’azote dans cette molécule (Figure IV.1.38) . La
présence du groupement nitrile sur cet oxyméthine est confortée par 1’abaissement de la valeur
du déplacement chimique de son carbone 6c = 66,11 ppm résultant de la présence de ce carbone

dans la zone positivante du cylindre d’anisotropie du groupement nitrile.
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Figure 1V.1.36: Structure partielle du composé Sch 6
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Figure 1V.1.37: Spectre HMBC (600 MHz, CD3s0D) du composé Sch 6

La comparaison de nos données a celles de la littérature a permis d’établir la stéréochimie
(R) du centre asymétrique de cette molécule. En effet nos résultats sont en parfait accord avec
ceux d’une molécule naturelle isolée de Centaurea aspera var. subinermis [4], de Perilla
frutescens var. acuta [5] et de Centaurea nicaeensis All. var. walianaMaire [6]. Cette molécule

est connue sous le nom de prunasine (Figure 1V.38).
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OH

OH

OH
Figure 1V.1.38: Structure finale du composé Sch 6, prunasine
Les données RMN de cette molécule, sont regroupées dans le tableau 1V.1.10

Tableau 1V.1.9 : Données RMN du composé SCH 6(SC4-107), prunasine

Position | *H §ppmJ(Hz) BC Sppm,
1 - 133,10
2 7,62 m 128,05
3 - 129,20
4 - 130,1
5 - 129,20
6 7,62 m 128,05
7 594 S 66,11
8 - 118,50
B 4.29d (7,3) 100,79
2’ 3,34 m 73,19
3 3,321(9) 76,92
& 334m 70,01
5 3,26 77,85
6 3,95dd (12,2; 1,8) 61,40
3,75dd (12,2; 6,1)
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IV.1.2.2 Elucidation structurale du composé Sch 7 (SC 43)

OH
OH
OH

HO
HO 0

OH

OH
0 Sch7

L’examen des spectres RMN-'H (Figure 1V.1.39) de ce composé, montre qu’il s’agit d’un
flavonoide de type flavone caractérisé par les signaux :
- Un signal d’intégration 1H sous forme de doublet dédoublé a én = 7,46 ppm (J=8,3; 2,3
Hz) attribuable a H-6".

- Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet a ow=7,42 ppm (J=2,3 Hz)
attribuable a H-2’.

- Un signal d’intégration 1H sous forme de doublet a dn = 6,93 ppm (J = 8,3 Hz)
attribuable a H-5.

- Deux doublets formant un systtme AM a 06n=6,84et 6,53 ppm (J=2,2 Hz)
caractéristiques des protons H-8 et H-6, respectivement, du noyau A d’un flavonoide

- Un signal d’intégration 1H sous forme de singulet a 6n=6,65 ppm attribuable au H-3
d’une flavone.
A ce stade de notre analyse nous pouvons attendre la structure partielle reportée dans la figure
1V.1.40

OR2

Figure 1V.1.40 : Structure partielle du composé Sch 7
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Ce spectre proton montre €¢galement un signal d’intégration 1H sous forme de
doublet a 64=5,09 ppm (J=7,3 Hz) attribuable au proton anomérique d’un sucre relié a
I’aglycone par un pont oxygene, la valeur de la constante de couplage indique une
configuration  du carbone anomérique.

Enfin un ensemble de signaux dans [D’intervalle 4,0 a 3,4 ppm attribuable aux autres
protons du sucre avec notamment un doublet de doublets (J =12,0; 1,6 Hz) relatif au proton
H-6""a a 61=3,94 ppm, un doublet de doublets relatif au proton H-6"’b (J=12,0 ; 5,6 Hz) & &H
=3,74 ppm) ; un multiplet 64=3,56 ppm attribuable & H-5"" vu sa multiplicité. Les protons H-
3"’ et H-2"’ résonnent sous forme d’un multiplet centré a dn = 3,52 ppm et le proton H-4’’ sous
forme d’un triplet a o4 = 3,43 (J = 8,8 Hz). Ce signal montre un effet de toit avec le signal de
H-3"’. La valeur 8,8 Hz de la constante de couplage mesurée dans le signal de H-4"’ et la valeur
de celle relevée dans le signal du proton anomérique de ce sucre, indiquent des orientations
axiales des protons H-1°’, H-2*’, H-3"’, H-4’ et H-5"" de ce sucre. De ce fait, ce substituant

sucre est un glucopyranosyle.
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Figure 1V.1.39:Spectre RMN H (600 MHz, CDs0D) du composé Sch 7

Le spectre HSQC de ce composé (Figure 1V.1.41), permet d’attribuer les carbones
porteurs de protons dans cette molécule, ainsi les atomes de carbone de 1’aglycone C-6°, C-5°,

C-2’, C-3, C-6 et C-8 seront attribués aux résonances a ¢ = 119,90; 115,10; 113,01;
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102,50 ; 99,10 et 94,80 ppm, respectivement ; les carbones C-1"°, C-5"°, C-3”’, C-2"°, C-4>’ et

C-6" du groupement glucopyranosyle seront attribués aux résonances a 6¢c=100,05; 77,05 ;

76,10 ; 73,50 ; 69,91 et 61,02 ppm, respectivement.
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Pour attribuer les carbones quaternaires, nous avons analysé les corrélations
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Figure 1V.1.41: Spectre HSQC (600 MHz, CD30D) du composé SCh 7

de ces

carbones avec les protons de cette molécule grace au spectre HMBC (Figure 1V.1.42), on

reléve notamment :

Des corrélations entre les protons H-8, H-3 et H-6 et le carbone résonant a 6c= 105,10
ppm ; permettant son attribution au carbone C-10.

Des corrélations entre les protons H-5 et H-3 et le carbone résonant a 6c=122,01 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-1°.

Des corrélations entre les protons H-5" et H-2’ et le carbone résonant a 6c=147,20 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-3’.

Des corrélations entre les protons H-6’, H-5" et H-2’ et le carbone résonant a &c=

149,30 ppm ; permettant son attribution au carbone C-4°.
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Une corrélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a 6c=157,20 ppm ; permettant
son attribution au carbone C-9.

Des corrélations entre les protons H-6 et H-8 et le carbone résonant a 5c=164,30 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-7. Sur ce méme spectre, ce carbone C-7,
montre une tache de corrélation avec le proton anomérique du groupement
glucopyranosyle. Cette observation indique que 1’entité O-glucopyranosyle est attachée
au carbone C-7.

Des corrélations entre les protons H-6", H-2’ et H-3 et le carbone résonant a 6c= 166,40
ppm ; permettant son attribution au carbone C-2.

Une corrélation entre le proton H-3 et le carbone résonant a 6c=182,25 ppm ; permettant
son attribution au carbone C-4. Cette attribution est confortée par la valeur du

déplacement chimique de ce carbone.
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Figure 1V.1.42: Spectre HMBC (600 MHz, CD3OD) du composé SCh 7

En tenant compte des valeurs des déplacements chimiques de C-5, C-3” et C-4’ et de

I’absence d’autres groupements hydrocarbones, il est évident que ces positions sont

hydroxylées.
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Toutes ces données rassemblées dans le tableau 1VV.1.11 ménent a la structure reportée
dans la figure IV.1.43. Cette molécule est connue sous le nom de lutéoline 7-O-B-

glucopyranosyle [7].

Figure 1V.1.43. : Structure du composé Sch 7, lutéoline 7-O-B-glucopyranosyle

Tableau 1V.1.10 : Résultats de RMN 1H (MeOH-d4, 600 MHz) du composé Sch7, (SC 43)
lutéoline 7-O-B-glucopyranosyle

Position 'H 8ppmI(Hz) BC Sppm,
2 - 166,40
3 6,65 s 102,50
4 - 182,25
5 - -
6 6,53d (2.2) 99,1
7 164,30
8 6,84d (2.2) 94,80
9 - 157,20
10 - 105,1
I’ - 122,01
2 7.42d (2.3) 113,01
3 - 147,20
4 - 149,30
5 6,93 d (8,83) 115,10
6’ 7,42 dd 8,3; 2,3 119,90
1 5,09d (7,3) 100,05
27 3;52m 73,50
3” 2,52 m 76,10
47 3,431 (8,8) 69,01
57 3,56 m 77,05
6 3,94 dd (12;1,6) 61,02
3,74 dd (12; 5,6)
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1V.1.2.3 Elucidation structurale du composé Sch 8 (SC 158-2)

Sch 8

L’examen du spectre RMN-H ( Figures 1V.1.44, IV.1.44.1 , 1V.1.44.2) dans le MeOH-d,
montre que ce produit n’est pas bien pur mais permet de relever la présence d’un signal
relatif a deux protons aromatiques magnétiquement équivalents car résonant sous forme d’un
singulet & 6+=6,79 ppm. Ce signal oriente vers la présence dans cette molécule d’un noyau
aromatique tétrasubstitué ot au moins deux des substituants sont identiques et placés de facon
symétrique sur ce noyau aromatique. Ce spectre montre également la présence de deux
groupements CH éthyléniques vicinaux ayant une configuration trans. Le proton du premier,
résonant sous forme d’un doublet a 64=6,60 ppm (J=15,5 Hz), indique qu’il est reli¢ a un
carbone quaternaire vu la multiplicité¢ de son signal. Celui du second résonant sous forme d’un
doublet de triplets a 61=6,36 ppm (J=15,5; 5,5 Hz) indique qu’il est relié a un groupement
CHoa. Cette hypothése est confirmée par la présence du signal d’intégration 2H a 61=4,26 ppm
(J=5,5 Hz). La valeur du déplacement chimique des protons de ce CH: ainsi que celle de son
carbone porteur relevée grace au spectre HSQC (Figure 1V.1.46) a 6¢c=62,12 ppm, sont en
faveur d’une oxygénation a ce niveau. On peut donc a ce stade de notre analyse, dire que le

composé Sch 8 renferme en plus du noyau aromatique tétrasubstitué, 1’entité reportée dans la

figure 1V.1.46

H CH,—0
%

H

Figure 1V.1.46: Entité 1 présente dans le composé Sch8
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Figure 1V.1.44: Spectre RMN'H (MeOH-ds, 500MHz) du composé Sch8
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Figure 1V.1.44.1 : Spectre RMN-*H (MeOH-ds, 500MHz) du composé Sch8, étalement 1
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Figure 1V.1.44.2: Spectre RMN-'H (MeOH-ds, 500MHz) du composé Sch 8, étalement 2

L’examen attentif du spectre proton permet de distinguer deux doublets de doublets a o=
3,81 ppm (J=12,5; 1,1 Hz) et 64=3,69 ppm (J=12,5; 5,5 Hz) ; caractéristiques des protons de
la position C-6 d’une entité sucre de type hexose, nous les numéroterons H-6’a et H-6’b,
respectivement. La nature hexose du sucre est déduite du spectre HSQC ou I’on reléve la

présence de taches de corrélation notamment.

- celles entre H-6a et H-6’b et le carbone résonant a d¢c= 61,05 ppm,
permettant son attribution au C-6".

- 5 taches relatives a des groupements CH dont les carbones résonnent a
Oc=74,21; 76,92 ; 70,15 ; 76,72 et 103,90 ppm. D’apres la valeur de son déplacement, le
dernier carbone de cette liste ne peut étre que le carbone anomérique, on reléve alors, le
signal du proton anomérique a ov=4,91 ppm, totalement recouvert par le signal de I’eau de
contamination du méthanol deutéré. Quant aux 4 autres méthines, la comparaison des
déplacements chimiques de leurs carbones avec les données de la littérature a permis leur
attribution aux C-2, C-3, C-4 et C-5, respectivement d’un groupement O-f-glucopyranosyle.

Les protons de ces quatre méthines résonnent entre 3,20 et 3,50 ppm.
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Figure V1.1.45 : Spectre HSQC (MeOH-d4, 500MHz) du composé Sch 8

L’¢talement du spectre proton de ce composé permet de relever la présence d’un singulet
d’intégration 6H a d1=3,89 ppm correspondant sur le spectre HSQC au signal a 6c=56,01 ppm.
Ces données ne peuvent correspondre qu’a deux groupements méthoxyles magnétiquement
équivalents, portés par conséquent par deux carbones magnétiqguement équivalents.

Sur le spectre HMBC (Figure 1V.1.47), les résonances des carbones porteurs de ces deux
méthoxyles sont relevées 6c=153,81 ppm. La valeur des déplacements chimiques de ces deux
carbones indiquent qu’ils appartiennent au noyau aromatique précédemment signalé, de plus,
vu la symetrie attendue au niveau de ce noyau aromatique, il est évident que ces deux
méthoxyles sont soit en C-2 et C-6, soit en C-3 et C-5. De ce fait les deux protons aromatiques
magnétiquement équivalents et précédemment signalés sont soit en C-3 et C-5, soit en C-2 et
C-6. Ceci est appuyé par la tache de corrélation (spectre HMBC) entre les carbones porteurs
des deux méthoxyles (6c=153,81 ppm) et ces deux protons aromatiques. Toujours sur le spectre
HMBC, ces deux protons aromatiques et les protons du méthylene aliphatique oxygéne,
précédemment signalé (6n=4,26 ppm) montrent des taches de corrélation avec le carbone

résonant a 6¢c=130,90 ppm. Ce carbone ne peut étre que le CH de la double liaison éthylénique
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précédemment signalée (61=6,60 ppm ; d ; J=15,5 Hz). Cette observation permet d’une part de
relier ’entité représentée dans la figure IV.47 au noyau aromatique dans la position C-1 et
d’autre part de placer les deux groupements méthoxyles dans les positions C-3 et C-5 car pour
avoir ces corrélations, les deux protons de ce noyau aromatique doivent occuper les positions
C-2 et C-6. Grace au spectre HSQC, les résonances des carbones C-2 et C-6 sont relevees
confondues avec celle du carbone anomérique du O-B-glucopyranosyle a 6c=103,90 ppm. Le
spectre HMBC montre également une tache de corrélation entre le proton anomérique et le
carbone résonant a 6¢c=135,02 ppm qui ne peut étre que le carbone C-4 du noyau aromatique,

permettant alors de placer le groupement O-B-glucopyranosyle en cette position.
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Figure 1V.1.47: Spectre HMBC du (CDsOD, 500MHz) du composé Sch 8

A T’issue de cette analyse, et vu la valeur du déplacement chimique du CH2 oxygéne (6c=62,12
ppm) et I’absence d’autres corrélations entre ce carbone ou ses protons avec d’autres noyaux, il
est évident que ce groupement est hydroxylé et que par conséquent, nous sommes en presence
de T’alcool trans-sinapylique substitué en C-4 par un groupement O-B-glucopyranosyle
(Figure 1V.1.48). Cette molécule est connue sous les noms de syringine et syringoside [8] mais
également sous les noms de éleutheroside B, ligustrine, lilacine, magnolénine A,
méthoxyconiférine, syrigine et syringénine.
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Figure 1V.1. 48: Structure finale du composé Sch 8,syringoside

Les données de RMN relatives a ce composé sont regroupées dans le tableau 1V.12

Tableau 1V.1.11 : Données RMN (MeOH-d4) du composé Sch8 (SC 158-2), syringoside

Position 'H dppmJ(H2) 3¢ Oppm,
1 - Non détecté dans la HMBC
2¢et6 6,79 ;s 103,9
3eth - 153,81
4 - 135,02
7 6,60 ; d (15,5) 130,90
8 6,36 ; dt (15,5; 5,5) 129,36
9 4,26 ; d (5,5) 62,12
I 4,91* 103,90
2 3,20—-3,50; m 74,21
3 76,92
4 70,15
5 76,72
6’a 3,81dd (12,5;1,1) 61,05
6’b 3,69 dd (12,5 ; 5,5)

OCH3 3,95 56,01

* Signal totalement recouvert par le signal de ’eau de contamination du méthanol deutére

172



Chapitre IV
Résultats et discussions

IVV.1.2.4 Elucidation structurale du composé Sch 9, SC 7-191-6

OH

% scho

L’examen du spectre RMN *H (Figures IV.1.50, IV.1.50.1) révéle la présence d’un CH
éthylénique résonant sous forme d’un doublet de doublets a 61=5,58 ppm (J=15,2 ; 10,0
Hz) et un autre proton éthylénique résonant sous forme d’un doublet de doublets large a

oH4=5,83 ppm (J=15,2 ; 5,8 Hz) orientant vers la présence d’une double liaison de configuration
trans dans cette molécule.
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Figure 1V.1.49: Spectre RMN*H (CDs0D, 600 MHz) du composé Sch 9
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Figure 1V.1.49.1: Spectre RMN*H (CD30D, 600MHz), du composé Sch 9 étalement1

Le spectre COSY (Figure I1V.1.50) confirme bien le voisinage de ces deux protons
éthyléniques en montrant des taches de corrélation entre eux; le fait qu’ils soient
éthyléniques est appuyé par la valeur de leurs déplacements chimiques. Le spectre
COSY montre par ailleurs une corrélation nette entre le proton a 64=5,83 ppm et le proton
résonant sous forme d’un multiplet a 6+=4,33 ppm. La valeur du déplacement chimique de
ce dernier proton indique qu’il est porté par un carbone oxygéné. Le spectre COSY confirme
bien cette hypothése et montre des taches de corrélation entre ce proton oxygéné et les
protons du méthyle résonant sous forme d’un doublet large a 6+=1,28 ppm (J=6,4 Hz). La
présence de ce méthyle en cette position est également justifiée par la tache de corrélation
observée entre le proton éthylénique (6n=5,83 ppm) et les protons de ce méthyle, montrant

ainsi un couplage scalaire & longue distance (“J) entre les protons de ces deux groupements.
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Figure 1V.1.50: Spectre COSY (CD30D, 600MHz) du composé Sch 9

A ce stade de notre analyse nous pouvons proposer la présence dans cette molécule, de

I’entité 1 reportée dans la figure IV.1.51 .

Figure IV.1.51: Entité 1 présente dans le composé Sch 9.

Toujours sur le spectre COSY le deuxieme proton éthylénique invoqué (celui résonant a
d1=5,58 ppm) montre une tache de corrélation avec le proton dont le signal est recouvert par
celui du solvant et d’autres signaux a 61=3,20 ppm le fait que ce signal soit attribué a un seul
proton est déduit de la multiplicité du proton éthylénique voisin, dont le signal est sous
forme d’un doublet de doublets. Sur le spectre HSQC (Figure IV.1.52) on reléve la présence
d’un CH> dont les protons diastéréotopiques résonnent a d1=3,4 et 3,69 ppm (3¢c=76,49 ppm).
D’apreés la valeur des déplacements chimiques de son carbone et de ses protons, ce
groupement methylene est oxygéné. Sur le spectre HMBC (Figure 1VV.1.53) le carbone de

ce groupement méthylene montre une tache de corrélation avec le proton précédemment
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évoqué (celui résonant a 64=3,20 ppm) ; cette observation indique que le carbone de ce
groupement CH> est a trois liaisons de ce proton; ce qui permet de déduire ’entité 2 reportée

dans la figure 1VV.1.54 dans cette molécule.
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Figure 1V.1.54: Entité 2 présente dans le composé Sch 9
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Figure 1V.52: Spectre HSQC (CDs0D, 600MHz) du composé Sch 9
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Figure 1V.1.53: Spectre HMBC (DMSO-ds, 600MHZz) du composé Sch 9

L’étude du spectre proton et celle du spectre du HSQC montre la présence d’un
méthyle résonant sous forme d’un singulet a 6x=1,00 ppm ( 6c=19,58 ppm). Les valeurs
des déplacements chimiques des protons et du carbone de ce méthyle indiquent clairement
qu’il est porté par un atome de carbone, quant a sa multiplicité, elle indique que son carbone
porteur est quaternaire. Sur le spectre HMBC les protons de ce groupement méthyle
montrent une tache de corrélation nette avec le carbone du méthyléne oxygéné précedent. Cette
observation indique que ce groupement méthyle et ce méthyléne oxygéné sont portés par le
méme atome de carbone quaternaire. Par ailleurs la combinaison des données des spectres
proton et HSQC montre clairement la présence d’un autre groupement méthyléne dont les
protons diastéréostopiques résonnent sous forme d’un systtme AB a onw=2,53 et 2,27 ppm
(J=16,9 Hz; 0c=43,91 ppm). La valeur du déplacement chimique du carbone de ce
méthyléne indique qu’il est voisin de deux atomes de carbone, quant a la multiplicité des
signaux de ses protons, elle indique que ces deux carbones voisins sont quaternaires. Sur le
spectre HMBC, le proton correspondant a la résonance a 64=2,27 ppm montre une tache de
corrélation avec le carbone du méthyléne oxygéné précédent (6c=76,49 ppm) ce qui signifie
que ces deux groupements méthylenes sont portés par le méme atome de carbone
quaternaire. Un résumé de I’ensemble de ces données permet de proposer la présence ’entité 3

dans cette molécule (Figure 1V.1.55).
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Figure IV.1.55: Entité 3 présente dans le composé Sch 9

Un retour vers les spectres RMN *H et HSQC permet de localiser un autre groupement
méthyle résonant sous forme d’un singulet a ox=1,85 ppm (6c=23,8 ppm). Sur le spectre
HMBC, le carbone de ce méthyle montre une corrélation nette avec le proton du
groupement meéthine dont la résonance a été précédemment signalée a d14=3,20 ppm. Cette
observation permet d’une part, de placer ce méthyle sur un carbone quaternaire vu la
multiplicité du signal de ses protons et d’autre part, de le placer de facon a ce que son
carbone soit a trois liaisons du proton du méthine en question.

Toujours sur le spectre HMBC les protons de ce méthyle (61=1,85 ppm) montrent des
taches de corrélation trés nettes avec un carbone éthylénique quaternaire résonant a
dc=164,79 ppm et un CH éthylénique résonant a 6c=124,8 ppm. Cette observation indique
que le carbone quaternaire porteur de ce méthyle n’est autre que le carbone quaternaire
éthylénique (6c=164,79 ppm). Cette hypothése est d’ailleurs en parfait accord avec la valeur du
déplacement chimique (64=1,85 ppm) des protons de ce méthyle, quant au proton éthylénique
de cette double liaison, la multiplicit¢ de son signal (singulet large a dn= 5,92 ppm)
indiqgue que son carbone est lié a un autre carbone quaternaire.

Un retour vers le spectre HMBC permet de relever des taches de corrélation nettes
entre les deux protons du méthyléne précedent (6n=2,53 et 2,27 ppm ) et le carbone d’une
fonction cétone résonant a 8¢c=202,19 ppm. Cette observation permet de déduire que le
carbone quaternaire précédemment indiqué a la figure IV.1.56 n’est autre que celui de
cette cetone. Le déplacement chimique relativement faible de cette cétone est en faveur
du fait que cette cétone est conjuguée avec une double liaison. Cette double liaison ne
peut étre que celle précédemment invoquée. Ainsi nous pouvons donc relier ce
carbonyle de cétone au CH éthylénique précédent obtenant ainsi un cycle a six chainons
substitué par une chaine en C4dans la position C-6 et trois en C; dont deux dans la position C-1

et une dans la position C-5. Ce type de substitution est propre aux mégastigmanes. En adoptant
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la numérotation utilisée pour ce type de structure, nous pouvons donc proposer la présence de
I’entité 4, dans ce composé Sch 9 (Figure 1V.1.56).

(0]

Figure 1V.1.56: Entité 4 présente dans le composé Sch 9

En faisant abstraction de I’ensemble des signaux faisant partie de cette entité 4, on
remarque la présence de signaux caractéristiques d’un hexose, notamment un doublet
d’intégration 1H a 6n=4,22 ppm (J=7,7 Hz) attribuable au proton anomérique de ce sucre
que nous numéroterons H-1’. La valeur de la constante de couplage indique qu’il est de
configuration f. Grace au spectre HSQC la résonance du carbone anomérique est repérée a
6c=103,5 ppm, la valeur du déplacement chimique de ce carbone confirme bien une jonction de
ce sucre a la génine par le biais d’un atome d’oxygene. Les signaux des autres carbones de ce

sucre sont relevés a:

> 6¢=61,20 ppm (CHa, 64=3,83 et 3,66 ppm) pour celui de la position C-
6. Ses deux protons résonant sous forme d’un multiplet chacun, sont de ce fait attribués

a H-6’a et H-6’b, respectivement. Ces signaux sont superposés a d’autres signaux.

> 8¢=69,9 ppm (0H-4-=3,28 ppm ) pour le C-4’
> 0c=73,64 ppm (dH-2=3,21 ppm) pour le C-2’
> 0c=78,2 ppm (61-3=3,33 ppm) pour le C-3’
> 0c=77,49 ppm (dn-5=3,34 ppm) pour le C-5°

Il est a noter que les signaux de H-2’, H-3’, H-4" et H-5" ne sont pas résolus et sont recouverts
par le signal du solvant.
Les valeurs des déplacements chimiques de ces atomes de carbone sont compatibles avec
ceux des carbones d’un groupement O-glucopyranosyle [3].
Ainsi ce meégastigmane de type 3-oxo a-ionol est substituée par un groupement O-B-
glucopyranosyle. En réexaminant le spectre HMBC, on reléve une tache de corrélation entre le

proton anomerique et le carbone du méthylene oxygéné (6c=76,49 ppm) correspondant a la
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position C-11 du squelette mégastigmane. Cette observation indique d’une part, que cette
molécule est O-glucosylée en cette position et d’autre part, qu’elle est hydroxylée en C-9 vu
que ce carbone est oxygéné en cette position et qu’il n’y a plus de groupements hydrocarbonés
sur les spectres de ce composé. La valeur du déplacement chimique de ce carbone (6c=68,8
ppm) est en excellent accord avec cette hypothése. D’apres nos résultats comparés a ceux de la
bibliographie le composé Sch 9 est : 3-0x0-a ionol 11-O-B-D-glucopyranoside connu sous le
nom de junipeionoloside [9] (Figure IV .1.57). Cette molécule isolée pour la premiere fois du

genre Santolina, est nouvelle pour toute la famille Asteraceae.

Figure 1V.1.57: Structure du composé Sch 9 (SC-7-191-6), junipeionoloside

Les données de RMN relatives a cette molécule sont reportées dans le tableau 1V.1.13.

Tableau 1V.1.12 : données spectrales de RMN 1H et 13C

TH Sppmd(H2) B3C Sppm
1 - 41,8
2a 2,53 d (16,9) 43,91
2b 2,27 d (16,9)
3 - 202,19
4 5,92 sl 1248
5 - 164,79
6 3,20 m* 50,6
7 5,58 dd (15,2 ; 9,8) 126,4
8 5.83dd (15,2 ;5,8) 1412
9 433 m 68,8
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Tableau 1V.1.13 Suite: données spectrales de RMN *H et *C

10 1,28 d (6,4) 23,8
11a 3,698 76,49
11b 3,34 *

12 1,00 s 19,58
13 1,855 23,8
1’ 4,22 d(7,7) 103,5
2’ 3,19* 74,64
3’ 3,37* 78,2
4’ 3,28* 71,4
5 3,21* 77 49
6’a 3,83 m® 61,20
6’b 3,66 m®

* . Signaux non résolus se chevauchant et recouverts par le signal du solvant.
8 Signaux non résolus car partiellement recouverts
85" Signaux non résolus car partiellement recouverts

IV.1.2.5 Elucidation structurale du compose Sch 10, SC 7-1-7

L’examen des spectres RMN H (Figure 1V.1.58) et HSQC (Figure 1V.1.59) enregistrés dans
le MeOH-ds sur un spectrometre opérant & 600 MHz, indique la présence de signaux
caractéristiques d’un hexose, notamment un doublet d’intégration 1H a 6nx=4,55 ppm
(J=7,5 Hz) attribuable au proton anomérique de ce sucre, que nous numeroterons H-1". La
valeur de la constante de couplage indique qu’il est de configuration . Grace au spectre
HSQC la résonance du carbone anomérique est repérée a 6c=97,39 ppm, la valeur du
déplacement chimique de ce carbone indique bien une jonction de ce sucre a la génine par le
biais d’un atome d’oxygene. Les résonances des autres carbones de ce sucre sont relevés a :

> 6¢=60,10 ppm pour celui de la position C-6’ (CH2,61=3,85 et 3,65
ppm). Ses deux protons résonant sous forme d’un doublet de doublets chacun, sont alors
attribués a H-6’a et H-6’b, respectivement.

> 6¢=70,36 ppm pour le C-4’
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> d¢=73,20 ppm pour le C-2’
> 6c=76,10 ppm pour le C-3’
> dc=75,76 ppm pour le C-5’

Sur le spectre proton, les signaux de H-2’, H-3’, H-4’ et H-5" apparaissent dans I’intervalle
3,15 a 3,36 ppm.

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de cet hexose sont en faveur d’un
groupement O-glucopyranosyle [3].

On retiendra donc, que cette molécule est un glucopyranoside.

La poursuite de 1’analyse des spectres RMN 'H et HSQC indique la présence de signaux
caractéristiques d’un mégastigmane notamment la présence de 2 méthyles résonant sous forme
de singulets a dn=1,41 ppm (6c=29,24 ppm) et ov=1,18 ppm (6c=31,6 ppm). Sur le spectre
HMBC (Figure 1V.1.61) les protons de I’un corrélent avec le carbone de 1’autre et vis-versa.
Cette observation indique qu’ils sont géminés, vu leurs multiplicités, leur carbone porteur est
quaternaire. Nous attribuons la position C-1 a ce carbone quaternaire dont la résonance est
relevée a 6¢=37,21 ppm grace a ses corrélations avec les protons de ces deux méthyles que
nous attribuons alors aux positions C-11 et C-12, respectivement, de ce mégastigmane. D’apreés
les valeurs des déplacements chimiques des protons de ces méthyles on déduit que le CHs-11
admet une orientation équatoriale soit B et le CH3-12 admet par conséquent, une orientation
axiale soit a. Toujours sur le spectre HMBC, les protons de ces 2 méthyles corrélent avec le
carbone d’un groupement CH> résonant adc=48,8ppm ; cela indique que ce CHyest relié au
carbone C-1, nous pouvons alors attribuer la position C-2 au carbone de ce méthyléne. Gréace
au spectre HSQC, on reléve les signaux de H-2a soit H-2eq et H-2b soit H-2ax a 64=1,91 ppm
(m) et 1,34 ppm (t, 12 Hz), respectivement. Sur le spectre HMBC, le proton H-2ax montre une
corrélation en 2J avec le carbone résonant a 5c=63,8 ppm. D’aprés le spectre HSQC, ce carbone
est un méthine, la résonance de son proton est relevée a ow=4,36 ppm sous forme d’un
multiplet. D’aprés les valeurs des déplacements chimiques de ce carbone et de son proton, il
s’agit d’un oxyméthine que nous attribuons alors, a la position C-3. D’apres les valeurs des
constantes de couplage relevées dans le signal de H-2ax, il est clair que H-3 admet une
orientation axiale soit a.. De ce fait, le groupement oxygéné substituant le carbone C-3, admet
une orientation équatoriale soit 3. Nous pouvons alors proposer la présence de I’enchainement

reporté dans la figure 1V.1.61 dans cette molécule.

182



Chapitre IV
Résultats et discussions

Figure IV.1.61 : Entité 1 présente dans la molécule Sch 10

Les protons des deux méthyles précédents et toujours sur le méme spectre (HMBC),
montrent des taches de corrélation avec un carbone quaternaire éthylénique résonant a
6c=119,34 ppm. Cette nouvelle observation indique que ce carbone quaternaire éthylénique est
relié au C-1. Vu que nous sommes en présence d’un squelette de type mégastigmane, ce
carbone éthylénique quaternaire sera affecté a la position C-6. Sur le spectre proton, on releve
la présence d’un troisiéme méthyle a d4=1,50 ppm (6c=26,16 ppm) dont les protons correlent
sur le spectre HMBC avec un carbone quaternaire oxygéné résonant a 6c¢=7/8,82 ppm. Ce
dernier carbone montre une corrélation nette avec le proton anomérique du glucopyranosyle.
Cette observation indique que ce groupement méthyle est le groupement glucopyranosyle sont
portés par le méme carbone quaternaire oxygéné (celui résonant a 6¢c=78,82 ppm). On
remarque également une corrélation nette entre les protons de ce troisieme méthyle et le
carbone éthylénique précedent, ces hypothéses sont en faveur d’une jonction entre le carbone
¢thylénique et le carbone quaternaire oxygéné porteur de ce méthyle et de [Dentité
glucopyranosyle. Ce carbone quaternaire oxygéné sera donc affecté a la position C-5 du
squelette mégastigmane, quant au carbone de ce troisieme méthyle, il sera affecté a la position
C-13. A ce stade de notre analyse nous pouvons proposer la présence de 1’entité reportée dans

la figure IV.1.62 dans la molécule Sch 10.
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Figure 1V.1.62: Entité 2 présente dans la molécule Sch 10
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Figure 1V.1.58: Spectre RMN!H (MeOH-d4, 600 MHz) du composé Sch 10
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Figure 1V.1.59: Spectre HSQC (MeOH-ds, 600MHz) du compose Sch 10
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Figure 1V.1.60:Spectre HMBC (MeOH-ds, 600MHz) du composé Sch 10
On observe également (spectre HMBC) une corrélation entre les protons du troisiéme
méthyle et le carbone d’un groupement méthyléne résonant 5c=47,95 ppm. Cette autre
observation indique que ce méthyléne est attaché au carbone porteur du groupement
glucopyranosyle et de ce méthyle et sera donc affecté a la position C-4. Sur le spectre HSQC on
releve la résonance des protons de ce méthylene, soient H-4a ou H-4eq a 61=2,51 ppm et H-4b
ou H-4ax a 6w=1,36 ppm (Figure 1V.1.63).

Figure 1V.1.63: Entité 3 présente dans la molécule Sch 10
Le spectre RMN H montre par ailleurs la présence d’un singulet d’intégration 1H a 54=5,92

ppm ; sur le spectre HSQC, le carbone porteur de ce proton résonne a 6¢c=99,76 ppm. Les
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valeurs des déplacements chimiques de ce carbone et son proton, indiquent qu’il s’agit d’un
méthine éthylénique. Ce spectre montre également la présence d’un quatriéme méthyle dont les
protons résonnent a v=2,23 ppm (6¢c=26,16 ppm). Les valeurs des déplacements chimiques des
protons et du carbone de ce méthyle sont en faveur de sa présence en a d’un carbonyle [10].
Sur le spectre HMBC, les protons de ce méthyle correlent avec le carbone du méthine
éthylénique (6c=99,76 ppm). Cette observation indique d’une part, que ces protons et ce
carbone sont situés a trois liaisons de distance, ce qui appuie la présence du groupement acetyle
préconisé par les données de RMN et explique la valeur du déplacement chimique relativement
basse du carbone du méthine éthylénique due a la conjugaison de sa double liaison avec le
carbonyle de I’acétyle. Il est évident que cet enchainement de trois carbones fait partie de la
chaine en C4 placée en position C-6 du squelette mégastigmane. 1l est clair que le CH3 de cette
entit¢ représente le bout de cette chaine, nous pouvons d’ores et déja lui attribuer la
numérotation C-10 ; le carbone du carbonyle correspond donc a la position C-9, le carbone du
méthine éthylénique a la position C-8. Cette hypothése est largement supportée par les
corrélations relevées sur le spectre HMBC entre les protons Hs-11, Hs-12, H3-13et H-8 et le
carbone éthylénique C-6 (8c=119,34 ppm). Vu le fait que les carbones C-6 et C-8 sont hybridés
sp2, il est évident que le carbone C-7 est hybridé sp. En effet et toujours sur le spectre HMBC,
on reléve des corrélations entre les protons Hs-10, et H-8 et le carbone résonant a 6¢=200,74
ppm qui ne peut étre que le C-7. La valeur du déplacement chimique de ce carbone C-7
confirme bien son ¢état d”hybridation sp.

Ces données ménent a la structure partielle reportée dans la figure 1V.1.64

Figure 1VV.1.64 : Structure partielle la molécule Sch 10
Vu la valeur du déplacement chimique du carbone C-3 (6c=63,8 ppm) il est évident que ce
carbone est hydroxylé. En matiére de stéréochimie, 1’orientation équatoriale () du groupement
hydroxyle est déja établie ; de méme 1’orientation équatoriale (B) du méthyle C-13 est déduite
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de la valeur du déplacement chimique de ses protons qui est relativement élevée (64=1,50
ppm), on peut par conséquent déduire que le groupement glucopyranosyle admet une
orientation axiale (a). A ce stade de notre, on peut dire selon ’orientation o ou  de H-8 dans
I’entité alléne, cette molécule est soit le citroside A soit le citroside B. Pour trancher entre les
deux, nous nous sommes bases sur le déplacement de ce proton dont la valeur relativement
basse est en faveur d’une orientation o.

Ainsi, I’ensemble des données de la RMN mono et bidimensionnelle, rassemblées dans le
tableau 1V.1.14, méne a la structure du composé Sch 10 (Figure 1V.1.65) qui est donc le

citroside A [10]. Cette molécule est nouvelle pour la famille Asteraceae.

Figure 1V.1.65 : Structure finale du composé Sch 10, citroside A

Tableau 1V.1.13 : données spectrales de RMN 1H et 13Cdu composéSch 10

*H SppmJ(Hz) BC Sppm
1 - 37,21
2-ax 1,341 (12) 48,8
2-€( 1,91m
3 4,36 m 63,8
4-ax 1,36 t(12) 47,95
4-eq 2,51m
5 - 78,82
6 - 119,34
7 - 200,9
8 5,92s 99,76
9 - Non détecte, (213,1)*
10 2,23 S 26,16
11 1,41s 29,24
12 1,18 s 31,6
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Tableau 1V.1.14 : données spectrales de RMN 1H et 13Cdu composéSch 10

13 1,50 s 26,16
I’ 455d (7,5) 97,39
2’ 3,15-3,36 73,2
3’ 76,1
4 70,36
5 75,76
6’a 3,85 dd (11 ; 2) 60,1
6’b 3,65 dd (11 ; 5,5)

*: Résultat bibliographique [10]

IV .1.2.6 Elucidation structurale du composé Sch 11, SC F7-1-17

OH

HO
HO 0]

o
0
H,C Y
HO o)
OH Sch 12
OH OH

L’examen du spectre RMN tH (Figure 1V.1.66) du composé Sch 11 montre la présence de

signaux caractéristiques d’un flavonoide reconnaissable en particulier par :

- Un signal d’intégration 2H constitué d’un doublet de doublets a 61=7,47 ppm (J=8,2 ;
2,2 Hz) partiellement recouvert par un autre doublet centré a 64=7,46 ppm (J=2,2 Hz)
attribuable aux protons H-6' et H-2’, respectivement.

- Un proton qui résonne en un doublet a 54=6,96 ppm (J=8,2 Hz) attribuable & H-5'

- Deux doublets d’intégration 1H chacun, a 64=6,79 ppm (J=2,1 Hz) et 4=6,58 ppm
(J=2,1 Hz) attribuables a H-8 et H-6, respectivement.

- Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 64=6,66 ppm attribuable a H-3
Ces données sont en faveur d’une flavone de type lutéoline.

Ce spectre montre également des signaux orientant vers la présence de 2 sucres grace aux
signaux caractéristiques de 2 protons anomériques. Le premier résonant a d4=5,1 ppm (J=7,3
Hz) et le second a 61=4,78 ppm (J=1,3 Hz).

L’hydrolyse acide de ce composé et la cochromatographie de la phase aqueuse (concentrée)

avec des sucres témoins indiquent la présence d’un glucose et d’un rhamnose. La présence du
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rhamnose est largement appuyée par un doublet d’intégration 3H (J=6,2 Hz) a 64=1,25 ppm sur
le spectre RMN *H, attribuable au CH3-6 et également la valeur de la constante de couplage
(J=1,3Hz) de son proton anomérique d’ou I’on peut déduire une configuration a-L du rhamnose
ce qui est généralement observé pour ce type de sucre. Vu la valeur du déplacement chimique
du proton anomérique du glucose (61=5,1 ppm), on déduit qu’il est reli¢ a la génine par le biais
d’un atome d’oxygéne, quant a la valeur de la constante de couplage relevée dans son signal,
elle indique une configuration B de son carbone anomérique. Les signaux des autres protons des
deux sucres apparaissent dans I’intervalle 3,4- 4,2 ppm.

Pour placer les 2 sucres sur le squelette lutéoline, nous avons fait appel a la série spectrale
UV-visible (Figure 1V.1.67 ; tableau 1V.1.15) du composé natif. En effet, enregistré dans le
méthanol, le spectre UV de ce composé montre 2 bandes la premiére a Amax=349 nm et la
seconde a Amax=256 nm confirmant la nature flavone de cette molécule. L’addition d’AlCl3
dans la solution méthanolique montre un déplacement bathochrome de la bande 1 indiquant
une complexation de AICIs par des sites. Apres addition de HCI dans la solution précédente, le
spectre montre un effet hypsochrome de la bande I indiquant ainsi la présence d’un systéme
ortho di-OH sur le noyau B notamment dans les positions C-3” et C-4’. La comparaison de ce
dernier spectre avec le spectre pris dans le méthanol montre un effet bathochrome de la bande |
(AA=39 nm) indiquant donc la présence d’un complexe stable avec AICIs et par conséquent un
OH libre en C-5.

A ce stade de notre analyse nous sommes donc en présence d’une lutéoléine substituée en C-
7 par un groupement O-gluc-O-rham c’est-a-dire que les deux sucres sont reliés entre eux et ne
peuvent étre qu’en position C-7. Concernant la jonction rhamnose-glucose les valeurs des
déplacements chimiques des protons anomériques (dH = 5,1 et 4,78 ppm) permettent de
proposer une jonction 1-2 [11] et la comparaison par cochromatographie. De ce fait 1’entité
sucre en C-7 de la lutéoline est le groupe néohesperidoside.
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Figure 1V.1.66.3: Spectre RMNH (MeOH-d4, 250 MHz) du composé Sch 11, étalement 3
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Figure 1V.1.66.4: Spectre RMNH (MeOH-das, 250 MHz) du composé Sch 11, étalement 4
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Figure 1V.1.67:série spectrale UV-Visible du composé Sch 11

Tableau 1V.1.15 : Données de la série spectrale UV-Vis du composé Sch 11

Réactifs Bande | Autres Bande II Interprétations
(nm) Bandes (nm) (nm)
MeOH 349 256
+NaOH 398 264 OH libre en 4°
429 327 274 OH libre en 5 o-
+AICl3 di-OH sur le
cycle B
+AICl3 +HCI 373 261
+NaOAc 373 258 7-OR
NaOAc+H3BOs | 376 262 0-di-OH sur le
noyau B

Spectre stable en présence de NaOH aprés 5 mn, confirme la nature flavone
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Les données de RMN *H regroupées a ceux de la spectroscopie UV-Visible ménent a la
structure du composé Sch 12 (Figure 1V.1.68), molécule connu sous le nom de lutéoline 7-O-f-

D-néohespéridoside, lonicerine. Cette molécule est nouvelle pour le genre Santolina.

OH

HO
HO 0]

(0}
(0}
H,C o
HO
OH OH

Figure 1V.1.68: Structure du composé Sch 11,lutéoline7-O-B-D-néohespéridoside
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IV.2 Identification des produits isolés de I’espéce Centaurea
pungens

IVV.2.1 Elucidation structurale du composé CP1 (MF 17) isolé de la phase n-
butanol

CP1

Le spectre de masse a haute résolution de ce composé enregistré en mode electrospray
négatif [HR-ESIMS (-)] montre un ion quasi- moléculaire a m/z=378,1925 correspondant a
Iion [M-HJ'indiquant une formule CzH2sNOe (calculé pour CzoH2sNOe: 378,1917) et
orientant alors vers une molécule de formule brute C2H29NOs de masse 379 Da, soit une
molécule comportant 7 insaturations. La présence de I’atome d’azote dans cette molécule est
justifiée d’une part par la haute résolution et donc la recherche de la composition élémentaire
et d’autre part par le fait que la masse de cette molécule est impaire indiquant alors la

présence d’un nombre impair d’atomes d’azote.

L’examen du spectre d’absorption infrarouge montre la présence d’une bande a 1775 cm

en faveur d’un groupe de type y- lactone.

La combinaison des données des spectres RMN H (Figure 1V.2.1) et HSQC (Figure

IV.2.2) de cette molécule montre la présence de :

» 1 CHza d1=1,44 ppm résonant sous forme d’un singulet dont le carbone est localis¢ a
0c=16,9 ppm.
» 8 groupements CH2 que nous pouvons répartir grace aux valeurs de leurs

déplacements chimiques et de leurs carbones porteurs comme suit :

195



Chapitre IV
Résultats et discussions

% 5 CH2 non oxygénés

O0H=2,20 ppm ; m; 8c=26,6 ppm

O0H=2,62 ppm ; met 1,95 ppm ; m; 6¢=35,3 ppm

On=2,62 ppm ; met 2,40 ppm ; m ; 6c=52,6 ppm

on=2,15 ppm ; m et 2,00 ppm ; m ; 6c=24,5 ppm

On=2,47 ppm ; met 2,32 ppm ; m; 6¢=29,8 ppm
% 1CH,Oxygéné
e 6n=4,23 ppmd (J=13,3Hz) et 4,00 ppm d (J=13,3 Hz) ; 6c=60,5 ppm
% 2CH; Azotés, vu les valeurs des déplacements chimiques de leurs protons et de
leurs carbones et surtout la présence d’un atome d’azote dans cette molécule.
e 0nx=3,63 ppmdd (J=12,9 ; 5,5 Hz) et 3,67 ppm dd (J=12,9 ; 6,6 Hz) ; 6c=57,9
ppm
e 01x=3,86 ppm met 3,23 ppm ; m ; 6c=55,9 ppm
Le spectre RMN *H présente également 7 groupements CH que nous pouvons répartir
grace aux valeurs de leurs deplacements chimiques et de leurs carbones porteurs comme suit :
% 2 CH oxygénés
e 0n=5,16 ppm t (J=9,6 Hz) ; 6c=78,1 ppm. Le déplacement chimique élevé du
carbone de ce méthine est caractéristique d’un CH de la fermeture d’une y-
lactone. Cette hypothése est consolidée par la famille et le genre de 1’espéce
étudiee. En effet, le genre Centaureaest connu pour étre un excellent

accumulateur de lactones sesquiterpéniques [12]

e 6n=4,05 ppmddl (J=12,0 ; 3,2 Hz); 6c=71,8 ppm
% 2 CH non oxygénés
e 6n=2,35ppm td (J=9,6; 3,2 Hz) ; 6c=58,3 ppm
e Ox=3,32 ppm m; 6c=43,9 ppm
% 2 CH éthyléniques
e 6x=5,00 ppm dd (J=10,6 ; 5,9Hz) ; 6c=129,4 ppm
e 6n=4,82 ppm d (J=10,0 Hz) ; 6c=129,2 ppm
% 1 CH azoté, vu la valeur du déplacement chimique de son proton et surtout la
présence d’un atome d’azote dans cette molécule.

e 6n=3,98 ppm dd (J=9,2 ; 3,7 Hz); 6c=71,4 ppm
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La valeur du déplacement chimique du carbone de ce dernier groupement méthine oriente
vers en plus de la présence a son voisinage de 1’atome d’azote celle d’un groupement

électroattracteur.

Un décompte des atomes invoqués dans I’ensemble de ces groupements y compris la y-
lactone, mene a la formule brute partielle C17H26NO4. Connaissons la formule brute de cette
molécule (C20H29NOg) on peut déduire la présence dans cette molécule de 3 carbones
quaternaires en plus de celui du carbonyle de la y-lactone et trois protons échangeables vu que
le solvant utilisé est le MeOH-ds. Sachant que I’atome d’azote est trisubstitué (relié a 2
méthylénes et 1 méthine), on peut déduire la présence de 3 groupements OH dans cette

molécule.
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Figure 1V.2.1 : Spectre RMN!H (CD30D, 400 MHz) du composé CP1 (MF17)
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Sur le spectre

relatif a D’expérience COSY (Figure 1V.2.3) les protons des 2 CH

¢thyléniques ne montrent aucune corrélation entre eux, ce qui permet de déduire qu’ils

appartiennent a deux doubles liaisons et que ces deux doubles liaisons sont délimitées par des

carbones quaternaires en plus des deux CH éthyléniques. Nous pouvons donc déduire que

parmi les 4 carbones quaternaires de cette molécule deux sont éthyléniques.
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Figure 1V.2.3: Spectre COSY (CDs0OD, 400 MHz) du compose CP1, MF17

L’examen du spectre HMBC (Figure 1V.2.4) montre que le proton du méthine azoté

signalé plus haut (04=3,98 ppm) montre une corrélation avec le carbone résonant a 6c¢=173,2

ppm, la valeur du déplacement chimique de ce carbone oriente vers la présence d’une fonction

carboxylique ceci conforte I’hypothése faite plus haut que ce méthine est voisin d’un

groupement électroattracteur. Cette observation a permis donc la mise en évidence du

quatriéme carbone quaternaire de cette molécule. Ces carbones quaternaires sont donc : 2

carbones éthyléniques, le carbonyle de la y-lactone et un carbonyle d’acide. Cette derniere

fonction acide suppose donc la présence a ce niveau d’un des trois groupements OH attendus.
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Par ailleurs, vu que cette molécule comporte une y-lactone il est évident d’aprés nos données
que le CH a 8¢=78,1 ppm (61=5,16 ppm ; t ; J=9,6 Hz) ne peut étre que le point de fermeture
de cette y-lactone, de plus cette valeur du déplacement chimique du carbone de ce méthine est
caractéristique d’une y-lactone sesquiterpénique comme signalé plus haut. On peut donc a ce
stade, affirmer que le CH oxygéné a 6c=71,8 ppm ne peut étre qu’hydroxylé, il en est de
méme pour le CH2 (8¢=60,5ppm) qui doit donc porter le troisieme hydroxyle.
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Figure 1V. 2.4 : Spectre HMBC (CDs0OD, 400MHz) du composé CP1, MF17

Sur le spectre COSY, le proton du CH azoté montre une corrélation avec les protons du
groupement méthyléne non oxygéné résonant sous forme de deux multiplets a dn=2,47 et 2,32
ppm (6c=29,8 ppm). Sur le méme spectre ces 2 derniers protons montrent des taches de
corrélations avec les protons du groupement méthylene résonant également sous forme de
deux multiplets a 64=2,15 et 2,00 ppm (6c=24,5ppm).

A ce stade de notre analyse nous pouvons attendre dans cette molécule 1’enchainement

reporté dans la Figure 1V.2.5
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Figure 1V.2.5 : Structure partielle 1 du composé CP1
Comme I’analyse précédente nous a permis d’annoncer la présence de 2 CH2 azotés, nous

pouvons donc attendre I’enchainement reporté sur la figure [V.2.6

CH,

\

N
_—
/L{Hzc \CH/COQH

CH,

H2C/

Figure 1V.2.6 : Structure partielle 2 du composé CP1

Toujours sur le spectre COSY, le CH; azoté résonant a 64=3,86 et 3,23 ppm sous forme de

multiplets (6c=55,9 ppm) montre des corrélations nettes avec le CH: précédent. Cette
observation est en faveur d’une jonction entre les deux méthylénes donnant ainsi un cycle
azoté a cing chainons de type proline soit une proline N-substituée.
En faisant abstraction des atomes consommés par ’entité proline (CsHgO2N), 1’entité restante
de formule C1sH2104 confirme bien la nature sesquiterpénique de cette y-lactone. A ce stade,
nous avons donc une lactone sesquiterpénique substituée par I’entité proline et deux
groupements hydroxyles.

Comme signalé plus haut cette molécule contient 7 insaturations. On peut d’ores et déja
indiquer 2 qui sont dans l’entité proline, 2 consommées par les 2 doubles liaisons et 2
consommeées par le cycle et le carbonyle de la y-lactone soit 6 insaturations. Il en reste donc
une seule insaturation qui ne peut étre engagée que dans un cycle ; par conséquent le squelette
de cette lactone sesquiterpénique est monocyclique. Cette hypothése écarte parmi les lactones

sesquiterpéniques les plus métabolisées par le genre Centaurea: les guainolides, les
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eudesmanolides et méme les élémanolides vu la présence de 2 carbones quaternaires
¢thyléniques dans cette molécule. On peut donc s’attendre & un germacranolide dont la
stéréochimie des deux doubles liaisons obligatoirement endocycliques, sera  précisée
ultérieurement. Sachant que les acides sesquiterpéniques se ferment en C-6 ou en C-8, pour
essayer de trancher en matiere de fermeture de cette lactone sesquiterpénique, nous avons
examiné le spectre relatif a I’expérience COSY ; ce spectre montre en effet, que le proton de
fermeture de la lactone, et le proton de I’hydroxyméthine correlent avec le méme proton dont
le signal apparait a 64=2,35 ppm (td ; J=9,6 et 3, 2 Hz ; 6c=58,3 ppm). De cette observation
on conclut que, quel que soit le point de fermeture de cette lactone sesquiterpénique, ce
dernier proton est attribuable au H-7, ceci d’une part ; d’autre part on peut affirmer que cette
lactone est soit fermée en C-6 et hydroxylée en C-8 soit fermée en C-8 et hydroxylée en C-6.
Pour trancher définitivement, nous sommes revenus au signal du proton de fermeture de cette
lactone ou I’on reléve un triplet avec une constante de couplage de 9,6 Hz ; sur le spectre
COSY, ce proton montre une tache de corrélation avec le proton éthylénique résonant a oH=
4,82 ppm (d ; J=10,0 Hz ; 6c=129,2 ppm) orientant vers la présence d’une double liaison en o
de ce CH. Cette situation n’est possible que pour le CH-6 d’un germacranolide ce qui
confirme donc I’idée d’un squelette de type germacranolide par la présence de cette double
liaison entre C-4 et C-5. De ce fait, cette molécule est donc un germacranolide lactonisé en C-
6. Ainsi, le CH éthylénique est attribué a la position C-5 (H-5 et C-5) et I’hydroxyméthine
résonant a 64=4,05 ppm (dd ; J=12,0 et 3,2 Hz ; c =71,8 ppm) est attribué a la position C-8.
Par ailleurs et toujours grace au spectre COSY, I’attribution de H-7 mene a celle de H-11 du
cycle y-lactonique a 61=3,32 ppm (m; 6c=43,9 ppm). Ce proton (H-11) corréle avec les
protons du CH2 résonant sous forme de deux doublets de doublets a 64=3,63ppm (J=12,9 et
5,5 Hz) et a 64=3,67 ppm (J=12,9 et 6,6 Hz) ; 6c= 57,9 ppm permettant alors I’attribution de
ce méthyleéne au carbone et protons de la position 13. D’apres les données précédentes ce
carbone est azoté. Nous pouvons donc déduire que I’entité proline est attachée au squelette
germacranolide en cette position (C-13).

Par ailleurs, ’attribution de H-8 permet gréce, toujours a I’analyse du spectre COSY de
localiser les signaux des protonsc H-9a (H-98) a 61=2,62 ppm (m) et H-9b (H-90) a 61=2.40
ppm (m). La résonance du carbone C-9 est relevée a 6c=52,6 ppm gréce au spectre HSQC.
Dans le méme spectre COSY on remarque une corrélation entre le groupement méthyle (CHs)
résonant sous forme d’un singulet large a 6n=1,44 ppm et le proton H-9a (H-9pB), cela indique

que ce méthyle est porté par le carbone voisin, en I’occurrence le C-10 qui, de plus doit étre
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quaternaire et éthylénique vu la multiplicité du signal des protons de ce méthyle, la valeur de
leur déplacement chimique (1,44 ppm) et les résultats de notre analyse précédente. D’apres la
numérotation adoptée pour les squelettes sesquiterpéniques le carbone de ce groupement
méthyle est numéroté C-14 et ses protons Hz-14. Toujours sur le méme spectre, les protons
Hs-14 correlent avec le proton du groupement CH éthylénique résonant a 614=5,00 ppm
attribuable de ce fait a H-1 (dd ; J=10,6 ; 5,9 Hz). La présence de cette double liaison entre C-
1 et C-10 en plus de celle entre C-4 et C-5 signalée précédemment conforte et confirme bien
la nature germacranolide de cette lactone sesquiterpénique. La localisation de H-1 permet
d’attribuer les deux protons Hz-2 au signal a 64=2,20 ppm (m; 6c=26.6 ppm) suite a leurs
corrélations avec H-1. Toujours sur le spectre COSY les protons H>-2 corrélent avec les
protons du groupement méthyléne résonant sous forme de deux multiplets a 61=2,62 ppm et a
d1=1,95 ppm (6c=35,3 ppm) attribuables alors aux protons H-3a et H-3b, respectivement.

Sur le spectre HMBC les protons H-3a, H-3b, H2-2 et H-6 montrent des taches de correélation
avec le carbone résonant a 6c=144,3 ppm. Ce carbone ne peut étre que le C-4 du squelette
germacranolide de cette molécule. La valeur de son déplacement chimique indique bien qu’il
est éthylénique et quaternaire, ceci est bien en accord avec la multiplicité de H-5 (d ; J=10,0
Hz). Ceci est appuyé par le fait que le groupement hydroxyméthyléne précédemment évoqué
ne peut étre placé qu’en C-4, son carbone est donc attribué a la position C-15. On releve en
effet, sur le spectre proton un systéeme AB a 61=4,23 ppm (d ; J=13,3 Hz ; 8¢=60,5 ppm) et a
d1=4,00 ppm (d ; J=13,3 Hz ; 6c=60,5 ppm) attribuable a H-15a et H-15b. La position de cet
hydroxymeéthyléne en C-4 est confortée par les corrélations de ses protons avec le carbone C-4,
sur le spectre HMBC.

A T’issue de cette analyse, nous sommes donc en présence d’une lactone sesquiterpénique
ayant un squelette de type germacranolide et substituée par une entité prolineen C-13, un
hydroxyle en C-8 et un autre hydroxyle en C-15. Il reste a préciser les configurations des deux
doubles liaisons du macrocycle pour trancher entre un mélampolide, un héliangolide, un cis,
cis-germacranolide ou un trans, trans-germacranolide.

Pour établir la configuration de la double liaison entre C-4 et C-5, nous nous sommes
basés sur la valeur du déplacement chimique de H-6 qui est de 5,16 ppm. Cette valeur
montrant un bon déblindage de ce proton indique que le groupement hydroxyméthylene en
C-4 et ce proton H-6 sont en position 1,3-diaxiales ce qui impose une configuration trans a

cette double liaison [13]. L’orientation 1,3 diaxiale de H-6 et du groupement
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hydroxymeéthylene (C-15) est confirmée par le spectre ROESY (Figure IV.2.7) ou ’on reléve

une tache de corrélation entre H-6 et le proton H-15a.

f1 (ppm)

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f2 (ppm)

Figure IV.2.7 : Spectre ROESY (400 MHz, CD30D) du composé CP1

Cette hypothese est confortée par les valeurs des constantes de couplage relevées entre H-
6/H-5 (10, 0 Hz) et H-6/H-7 (9,6 Hz) qui indiquent des dispositions anti pour ces paires de

protons permettant de déduire des orientations B (axiale) pour H-6 et a (axiales) pour H-5 et

H-7 (Figure 1V.2.8)

Figure 1V.2.8: Configuration de la double liaison C(4)-C(5) du composé CP1

En ce qui concerne la configuration de la double liaison entre C-1 et C-10, elle est déduite

trans vu la valeur inférieure a 20 ppm du déplacement chimique du carbone du CHs-14

(Figure 1V.2.9) [14].
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Figure 1V.2.9: Configurations des doubles liaisons C(4)-C(5) et C(1)-C(10) du composé CP1

A ce stade de notre discussion, le composé CP1 est donc un trans, trans-germacranolide
dit également germacranolide.

L’ensemble de ces données méne a la structure reportée dans la Figure 1V.2.10

HO

Figure IV 2.10 : Structure a ce stade du composé CP1

En matiere de stéréochimie des centres chiraux restants notamment C-8 et C-11,
’orientation o de H-8 est déduite de sa constante de couplage avec H-7 (lui-méme o) ou ’on
releve une valeur de 3,2 Hz, signifiant une interaction Ha- Ha entre H-8 et H-7. On releve
également une constante de couplage de 9,6 Hz entre H-7 et H-11, cette valeur signifiant une
disposition anti de ces deux noyaux, indique donc une orientation 3 de H-11. L’orientation o
de H-8 est confirmée par ’analyse du spectre ROESY qui ne montre aucune corrélation entre
ce proton et le proton H-6p observable aisément dans le cas ou H-8 est B [15,16].Toutes ces
données convergentes vers la structure reportée dans la Figure 1V.2.11 qui est 8p-hydroxy,
11p, 13-dihydro-8-deoxysalonitenolide 13-N-proline, cette molécule est nouvelle, nous la

reportons dans la littérature pour la premiére fois.
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Figure 1V.2.11 : Structure du composé CP1

La stéréochimie du centre chiral stable restant, soit celle du centre C-2 de la proline sera
déterminée plus tard lors de I’¢élucidation structurale de la molécule CP2
Les données relatives a I’analyse des spectres de RMN sont reportées dans le tableau

IV.2.1.

Tableau IVV.2.1 : Données spectroscopiques RMN du compose CP1

Position 8¢ (ppm) 31 (ppm)J(Hz)
1 129,4 5,00 dd (10,6 ; 5,9)
2 26,6 2,20 m
3 35,3 2,62 m; 1,95
4 144,3 -
5 129,2 4,82 d (10,0)
6 78,1 5,16t (9,6)
7 58,3 2,351d (9,6 ; 3,2)
8 71,8 4,05dd (12,0; 3,2)
9 52,6 2,62 m; 2,40
10 134,8 -
11 43,9 3,32 m
12 177,5 -
13 57,9 3,63 dd (12,9 ;5,5)
3,67 dd (12,9 : 6,6)
14 16,9 1,44 s
15 60,5 4,23 d (13,3)
4,00 d (13,3)
Proline
1 173,2 -
2 71,4 3,98 dd (9,2 ; 3,7)
3 29,8 447 m; 2,32
4 24,5 2,15m; 2,00
5 55,9 3,86 m; 3,23
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IVV.2.2 Elucidation structurale du composé CP2 isolé de la phase Acétate
d’éthyle

CP2

Ce produit se présente sous forme d’un solide amorphe de couleur blanche. Le spectre de
masse a haute résolution de ce compose enregistré en mode electrospray negatif [HR-ESIMS
(-)] montre un ion quasi- moléculaire a m/z=378,1925 correspondant a I’ion [M-H] indiquant
une formule C2oH2sNOs (calculé pour CooH2sNOs : 378,1917) et orientant alors vers une
molécule de formule brute CxH20NOs de masse 379 Da, soit une molécule comportant 7
insaturations.

La présence de ’atome d’azote dans cette molécule est justifiée comme dans le cas de la
molécule précédente, d’une part par la haute résolution et donc la recherche de la composition
élémentaire et d’autre part, par le fait que la masse de cette molécule est impaire indiquant
alors la présence d’un nombre impair d’atomes d’azote.

L’examen du spectre d’absorption infrarouge montre la présence d’une bande a 1775 cm
en faveur d’un groupe y- lactonique de type sesquiterpénique vu les similitudes des premiers
résultats de ’analyse structurale de cette molécule et ceux de la molécule précédente. Cette
idée est largement soutenue par la famille et le genre de la plante étudiée.

La combinaison des données des spectres RMN *H (Figure 1V.2.12), HSQC (Figure
IV.2.13) montre la présence de :

» 1CHs a 6n4=1,53 ppm résonant sous forme d’un singulet dont le carbone est localisé a
0c=16,5 ppm.
> 8 groupements CH2 que nous pouvons répartir grace aux valeurs de leurs
déplacements chimiques et de leurs carbones porteurs comme suit :
% 5 CH2 non oxygeneés
e 06nx=2,31 ppm; met 2,20 ppm; m; 6c=26,0 ppm
e 06nx=2,63 ppm; met1,99 ppm; m; dc=35,3 ppm
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e 0nx=2,70 ppm; dl; J=12,4 Hz ; 6c=47,7 ppm
o On=2,49 ppm; met 2,19 ppm; m; 6c=29,5 ppm
o 0On=2,17 ppm; met 1,99 ppm; m; 6c=24,3 ppm
% 1CH, Oxygéné
o dn=4,23 ppmd (J=12,9 Hz) et 3,88 ppm d (J=12,9Hz) ; 5c=59,6 ppm
%+ 2 CHz Azotés (cette hypothése est confortée par la présence de I’atome d’azote
signalé plus haut).
e 61=3,62 ppm dd (J=13; 9,6 Hz) et 3,52 ppm dd (J=13 ; 6,6 Hz) ; 6c=58,2 ppm
e 01=3,88 ppm met 3,17 ppm m ; 6c=54,8 ppm
» 7 groupements CH que nous pouvons répartir grace aux valeurs des déplacements

chimiques de leurs protons et de leurs carbones porteurs comme suit :

7/
°

2 CH oxygenés
e 0n=4,53 ppm t (J=9,3 Hz) ; 5c=68,6 ppm.
e 6n=4,34 ppm tl (J=9.6 Hz) ; 6c=81,0 ppm
% 2 CH non oxygénes
e 61=2,55 ppm m; 6c=58,4 ppm
e 61=3,37 ppm m; 6c=44,4 ppm

>

D)

*

2 CH éthyléniques
e 61=5,05ppm dlI (J=10,7 Hz) ; 6c=131,2 ppm
e 61=4,97 ppmd (J=10,3 Hz) ; 6c=135,00 ppm

% 1 CH azoté vu la valeur du déplacement chimique de son proton et surtout la

*,

>

présence d’un atome d’azote dans cette molécule.
e 61=3,94 ppm dd (J=9,2 ;5,7 Hz) ; 6c=71,5 ppm

Comme dans le cas de la molécule CP1, la valeur du déplacement chimique du carbone de

ce dernier groupement méthine oriente vers en plus de la présence a son voisinage de 1’atome

d’azote celle d’un groupement électroattracteur.

A T’issue de cette analyse, il apparait clairement que les résultats des spectres RMN *H et

HSQC sont similaires a ceux du composé CP1. On deduit en effet, la présence de 4 carbones

quaternaires dont celui du carbonyle de la y-lactone. Par ailleurs on retrouve tous les signaux

de I’entité proline,notamment le carbone de la fonction acide a 8c=173,2 ppm aisément

repérable grace a sa corrélation avec le proton du méthine azoté a 54=3,94 ppm (C-2proline) et

ses corrélations avec les protons du méthyléne adn=2,49 et 2,19 ppm sur le spectre HMBC
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(Figure 1V.2.14), attribuables alors aux protons H-3aproline €t H-3bproline: ceci est bien

confirme par le spectre COSY (Figure 1V.2.15) qui montre leurs corrélations avec H-2proline.

M. cpa363_2 1 (1D 1H) MeOD 400MHz & X
o
2
® | l
© =1 o OGN WO M~ =t w
= & 28 Bosdare AR
= =Y [ =R PR ERE LR =) "
o =) T F oo oo oo -
//
| |-+HH-Ph H-—
o
el
o
|
| ))M
= A
) jt
55 10
®oT T T T T T T T T T T T T T T
i 1 10 g 8 7 6 s 4 3 2 1 0 i 7

Figure 1V.2.12 : Spectre RMN *H (CD30D, 400 MHz) du composé CP2 (CPA-363-2)
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Figure 1V.2.12.1 : Spectre RMN 'H (CD30D, 400 MHz) du composé CP2 (CPA-363-2),

étalement 1
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Figure 1V.2.12.2 : Spectre RMN 'H (CD30D, 400 MHz) du composé CP2, étalement 2
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Figure 1V.2.13: Spectre HSQC (CD30D, 400MHz) du compose CP2
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Figure 1V.2.14 : Spectre HMBC (CD3sOD, 400 MHz) du composé CP2

L’analyse des autres corrélations relevées dans le spectre COSY permet d’attribuer les
protons du méthyléne de la position C-4proiine aux signaux a dy=2,17 et 1,99 ppm et ceux de la
position C-5priine aUX Signaux a 64=3,88 et 3,17 ppm. L’examen du spectre HSQC permet de
relever les résonances des carbones C-3proline, C-4proline €t C-5proline @ 6c=29,5 ; 24,3 et 54,8

ppm, respectivement. Le C-2prline est relevé a 6c=71,5 ppm. L’augmentation considérable de
son déplacement chimique est justifiée par sa substitution par la fonction acide en plus de

I’atome d’azote.
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Figure 1V.2.15: Spectre COSY (CD30D, 400MHz) du compose CP2

Sur le spectre HMBC les protons du CH> azoté résonant sous forme de deux dd a 64=3,62
ppm (J=13,0 ; 9,6 Hz) et 3,53 ppm (J=13,0 ; 2,9 Hz), montrent des taches de corrélation avec
le carbone du carbonyle de la y- lactone (6c=175,6 ppm). Cette donnée permet de deduire que
I’entité proline est reliée au squelette de la lactone sesquiterpénique dans la position C-13. A
ce stade de cette analyse est vu la formule brute de notre molécule, les différents groupements
qu’elle contient notamment les deux doubles liaisons éthyléniques, la fonction acide, le cycle
de la proline, la y- lactone ; il est clair que le squelette sesquiterpénique est d’une part,
monocyclique est d’autre part, de type germacranolide. On peut également déduire que cette
lactone sesquiterpenique porte en plus du substituant proline, deux groupements hydroxyles,
ces derniers étant portés par un CH; et un CH. Par ailleurs, il est évident que le méthine de
fermeture de cette y- lactone est celui dont le carbone résonne a 6.=81,0 ppm (61v=4,34 ppm,
triplet large, J=9,6 Hz). Ce carbone est par conséquent soit le C-8 soit le C-6.

Un réexamen du spectre COSY montre que ce proton de fermeture de la y- lactone ne
correle avec aucun des protons éthyléniques. De ce fait, ce proton ne peut étre que le H-8.

Ainsi cette lactone sesquiterpenique de type germacranolide est fermée en C-8. Le spectre
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COSY permet alors de localiser H-7 a 64=2,55 ppm résonant sous forme d’un multiplet
(6c=58,4ppm). La localisation de H-7 permet, toujours grace au spectre COSY de montrer
que le premier groupement hydroxyle est en position C-6. En effet, ce spectre montre
clairement une corrélation entre H-7 et le proton du méthine oxygéné résonant a 34=4,53 ppm
(t, J=9,3 Hz) qui ne peut par conséquent, étre attribué qu’au proton H-6. Sur le spectre
HMBC, le carbone C-8 montre des corrélations avec les deux protons d’un méthyléne
résonant sous forme d’un doublet large a 6v=2,70 ppm (J=2,4 Hz ) et du= 2,56 ppm (m)
attribuables de ce fait a H-9a (H-9pB) et H-9b (H-9a), respectivement. La résonance du carbone
C-9 est alors relevée a 6c=47,7 ppm grace au spectre HSQC.

On retient donc que cette lactone sesquiterpénique de type germacranolide est fermée en
C-8, hydroxylée en C-6 et substituée en C-13 par I’entité proline. Un retour vers le spectre
COSY, permet de relever un couplage entre H-6 et le proton éthylénique a 61=4,97 ppm (d ;
J=10,3 Hz). Cette corrélation permet d’une part de confirmer la nature germacranolide de
cette molécule et d’attribuer ce proton a H-5 (6c=135,0 ppm). L’examen approfondi du
spectre HMBC permet alors, d’une part d’attribuer la résonance a 6c=139,2 ppm au carbone
éthylénique quaternaire C-4 grace a ses correlations avec H-6 et H-5 et d’autre part, de
déduire que le deuxiéme groupement hydroxyle ne peut étre qu’en C-15 vu les taches de
correlations nettes que montrent le deux carbones éthyléniques C-5 et C-4 avec les protons
résonant sous forme d’un systéme AB a 61=4,23 et 3,88 ppm (J=12,9 Hz ; 6c=59,6 ppm ). De
ce fait, ces deux protons sont attribués a H-15a et H-15b, respectivement et leur carbone
porteur C-15. A I’issue de ces attributions le méthyle résonant a 6x =1,53 ppm (d¢c =16,5
ppm) ne peut étre attribué qu’a la position C-14. La valeur du déplacement chimique du
carbone de ce méthyle étant inférieure a 20 ppm indique que cette double liaisons C-1=C-10
admet une configuration trans. La configuration de la double liaison C-4=C-5 est également
trans vu la valeur de la constante de couplage (J=10,3 Hz) relevée dans le signal de H-5
signifiant une disposition trans H-5 / H-6. Ces derniéres données complétent notre structure
qui est donc un trans,transgermacranolide6, 15-dihydroxylé, fermé en C-8 et portant une
entité proline en C-13.Les stéréochimies des centres chiraux de I’entité lactone
sesquiterpénique qui sont C-6, C-7, C-8 et C-11 sont déduites des valeurs des interactions de
couplage entre :

v' H-6/H-7:J=9,3 Hz indiquant une disposition anti de ces deux protons (H-6p et H-
7o)
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v' H-7/H-8: J=9,6 Hz signifiant une disposition anti de ces deux protons et indiquant
par conséquent une orientation § de H-8 (H-8p).
L’orientation f de H-11 est déduite de I’analyse du spectre ROESY (Figure 1V.2.16)
qui montre des taches de corrélations entre H-7a et les deux protons H-13a et H-13b,

signifiant une orientation a du méthyléne portant I’entité proline (Figure 1V.2.17).
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Figure 1V.2.16 : Spectre ROESY (CD30OD, 400 MHz) du composé CP2

Figure 1VV.2.17: Structure partielle du composé CP2

A ce point de notre analyse,il nous reste a déterminer la stéréochimie du centre chirale de

la proline. Pour cela nous avons eu recours au traitement acide de notre y-lactone afin d’en
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détacher la proline. Ainsi 5 mg du composé CP2 ont été traités par HCI (1%) a température
ambiante. Le mélange réactionnel a été soumis a une purification par HPLC sur une colonne
RP18 donnant ainsi la proline a 1’état pur. La mesure du pouvoir rotatoire spécifique de cette
molécule a révélé qu’elle est lévogyre [o] p?°= -80,2 (C=0.001, MeOH). La proline lévogyre
est connue pour avoir une configuration L [17] dans le cas de la proline cette configuration
correspond a la stéréochimie (S) du centre C-2proline.

Cette analyse mene a la structure finale reportée dans la figure 1V.2.18.Cette molécule est
nouvelle, nous la reportons pour la premiere fois dans la littérature. 11 s’agit du salonitolide

13-N-proline dans lequel la proline est L. Nous lui avons attribué le nom de centaureolide B.

HO

Figure 1V.2.18 : Structure finale du composé CP2, centaureolide B

Concernant la molécule CP1, d’apreés les données de RMN H de I’entité proline, qui sont
trés similaires a celles de ’entité proline du composé CP2, le centre chiral C-2proline du
composé CP1 admet donc une configuration absolue (S) comme reporté dans la figure 1V.
2.19 Cette molécule est nouvelle, nous la reportons pour la premiére fois dans la littérature. Il
s’agit du 8B-hydroxy, 11B, 13-dihydro-8-deoxysalonitenolide 13-N-proline, dans lequel

la proline est L. Nous lui avons attribué le nom de centaureolide A.

Figure 1VV.2.19: Structure finale du composeé CP1, centaureolide A

Les données de RMN de la molécule CP2, le centaureolide B, sont reportées dans le
tableau IV.2.2.
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Tableau 1V.2.2 : Données spectroscopiques RMN 1H et RMN 13C du composé CP2

Carbone Sc (ppm) dn (ppm) J(Hz)
1 131,2 5,05 dl (10,7)
2 26,0 231m:;220; m
3 34,6 263m:;199:m
4 139,2 -

5 135,0 4,97 d (10,3)
6 68,6 453 1(9,3)
7 58,4 255 m
8 81,0 434 11 (9,6)
9 47,7 2,70 dI (12,4)
256 m
10 139,5 -
11 44 4 3,37 m
12 175,6 -
13 58,2 3,62 dd (13,0 ; 9,6)
3,52 dd (13,0 ; 2,9)
14 16,5 1,535
15 59,6 4,23 d (12,9)
3,88 d (12,9)
Proline
1 173,2 -
2 71,5 3,94 dd (9,2 ;5,7)
3 29,5 249m; 2,19 m
4 24,3 217m;1,99 m
5 54,8 3,88m ;3,17 m

I\VV.2.3 Elucidation structurale du composé CP3, MF9 isolé de la phase n-
butanol

“\\\\\ OH
o

1 13
YT} CH3

CP3

L’analyse simultanée des spectres RMN H (Figure 1V.2.20), HSQC (Figure 1V.2.21) et

HMBC (Figure 1V.2.22) du composé CP3 méne a des résultats similaires a ceux du composé
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CP1 a I’exception des signaux de la chaine latérale. En effet, on remarque la disparition des
signaux correspondant a l’entit¢é proline. En revanche on a I’apparition de signaux
caractéristiques d’une entité sucre de type hexose notamment celle d’un doublet a ox=4,31
ppm (J=7,8 Hz) attribuable & son proton anomérique H-1’. La résonance du carbone
anomérique C-1’ est relevée a 8c=104,5 ppm. La valeur du déplacement de ce carbone
indique qu’il est relié a 1’aglycone par un pont oxygene quant a la valeur de la constante de
couplage relevée dans le signal de H-1°, elle permet de déduire une configuration  du
carbone anomérique et également une orientation axiale du proton H-2’, ce qui élimine les

sucres de type mannose et rhamnose.

M mf9 1 (1D 1H) MeOD 600MHz X
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ppm
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Figure 1V.2.20: Spectre RMN *H (CD30D, 600 MHz) du composé CP3, MF9
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Figure 1V.2.20.1: Spectre RMN *H (CD3;0D, 600 MHz) du composé CP3, étalement 1
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Figure 1V.2.20.2 : Spectre RMN *H (CD30D, 600 MHz) du composé CP3, étalement 2

Comme autres signaux caractéristiques de cet hexose on releve un doublet large intégrant
pour un proton a 6v=3,89 ppm (J=13,2 Hz) et un doublet de doublets intégrant pour un
proton a 0onx=3,68 ppm (J=12,6 ; 4,8 Hz) attribuables aux protons H-6’a et H-6’b,

respectivement. Le signal du carbone C-6’ est relevé a 6c=62,5 ppm. Les signaux des autres
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protons de 1’hexose apparaissent dans I’intervalle 3,45 — 3,20 ppm partiellement recouverts
par les signaux du méthanol résiduel et des molécules de méthanol partiellement deutérées.
Les signaux des autres atomes de carbone de cet hexose, sont relevés grace au spectre HSQC
a 6c=75,00; 78,2; 725et 77,8; ppm. Ces valeurs des déplacements chimiques sont
conformes a celles des positions C-2°, C-3°, C-4> et C-5°, respectivement, d’un
glucopyranosyle [3]. De ce fait et toujours grace au spectre HSQC, les signaux des protons H-
2’, H-3’, H-4’ et H-5" sont relevés a 61=3,25 ; 3,37 ; 3,31 et 3,29 ppm, respectivement.
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H > oge
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Figure 1V.2.21: Spectre HSQC (CD30D, 600MHz) du compose CP3

A ce stade de notre analyse et vu la grande similitude structurale de ce composé et le
composé CP1, nous pouvons attendre que le composé CP3 soit une lactone sesquiterpénique
substituée entre autre par un groupement O-glucopyranosyle.

Sur le spectre HMBC le proton anomérique montre une tache de corrélation nette avec le
carbone du méthyléne résonant a 6c=68,6 ppm, gréce au spectre HSQC, on reléve que les
protons de ce méthyléne résonnent sous forme d’un systéme AB a 61=4,58 ppm et 61=4,00
ppm (J=12 Hz).Comme nous sommes en présence d’un squelette de lactone sesquiterpénique,
ce méthyléne ne peut étre attribué qu’a la position C-13, C-14 ou C-15. La position C-13 est
vite écartée, en effet toujours sur le spectre HMBC, les protons du méthyle résonant sous
forme d’un doublet a 64=1,40 ppm (J=7,2 Hz ) montrent une tache de corrélation avec le

carbone du carbonyle de la y-lactone orientant donc, vers le fait que ce méthyle n’est autre
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que le C-13 ( 6c=17,8 ppm). Toujours sur le spectre HMBC, les protons Hs-13 montrent une
tache de corrélation avec le carbone du méthine résonant a 6¢=61,3 ppm qui ne peut étre
attribué qu’au C-7. On releve alors, que H-7 résonne sous forme d’un quadruplet a 61=2,02
ppm (J=9,6 Hz). Toujours sur le méme spectre le C-7 montre des taches de corrélations avec
les protons d’un méthyléne résonant sous forme d’un doublet large a 64=2,56 ppm (J=10,8
Hz) et d’un triplet a 64=2,37 ppm (J=10,8 Hz) ; ces signaux sont de ce fait, attribués aux
protons H-9a (H-9B) et H-9b (H-9a), respectivement. On releve sur le spectre HSQC la
résonance du C-9 a 6c=53,3 ppm. L’examen approfondi du spectre HMBC montre que H-9a
et H-9b correlent avec le carbone d’un CH éthylénique et un carbone quaternaire éthylénique
résonant a 86c=129,9 ppm et 6c=135,4 ppm, respectivement. Ces corrélations permettent
d’attribuer ces carbones éthyléniques aux positions C-1 et C-10, respectivement. Le signal du
proton H-1 est alors localisé a 64=5,05 ppm (m). Toujours sur le méme spectre les 2 carbones
éthyléeniques C-1 et C-10 montrent des taches de corrélation nettes et intenses avec les protons
du méthyle résonant sous forme d’un singulet a dv=1,44 ppm permettant alors d’affecter ce
méthyle a la position C-14. Le signal du C-14 est localisé a 6c=17,4 ppm. Cette analyse nous
permet alors d’attribuer le méthyléne portant le groupement O-glucopyranosyle et les deux
carbones éthyléniques résonant a 6c=140,9 ppm et 6c=139.9 ppm, aux positions C-15, C-4 et
C-5, respectivement, du squelette germacranolide. On reléve alors, le signal de H-5 a 64=4,82

ppm (spectre HSQC) partiellement recouvert par le signal de I’eau de contamination du

CD30D.
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Figure 1V.2.22: Spectre HMBC (CD3z0D, 600MHz) du compose CP3

A ce stade de notre analyse, il est évident que le méthine de fermeture de cette y-
lactone est celui dont la résonance du carbone est située a 6¢=78,1 ppm. Ce carbone corrélant
avec le proton résonant sous forme d’un triplet (J=9,6 Hz) a 6n=4,97 ppm sur le spectre
HSQC, est en faveur d’une fermeture en C-6vu la multiplicité du signal de son proton. Un
retour vers le spectre HMBC permet de relever une corrélation entre ce proton H-6 et le
carbone du méthine oxygéné résonant a 6c=71,5 ppm (61=3,88 ppm, m). Le carbone de ce
méthine est de ce fait attribué a C-8 et son proton a H-8. Ainsi ce germacranolide est
hydroxylé en C-8 et n’est pas substitué en C-2 et en C-3 vu la présence de deux autres
groupements CH». Le premier dont les protons résonnent sous forme de deux multiplets a
dH=2,66 ppm et 64=1,96 ppm est attribué a la position C-3 [6c=36 ppm ; dv=2,66 ppm (H-
3a) ; 6n=1,96 ppm (H-3b)] vu la corrélation de H-3b avec le carbone C-15 relevée sur le
spectre HMBC. De ce fait le deuxieme CH> sera attribué a la position C-2 [6c=26,9 ppm ; 6n-
22=2,21 ppm (m); Sn-2=2,17 ppm (m)] ; cette attribution est confortée par la tache de
corrélation observée sur le spectre HMBC, entre H-2b et C-10. A ce stade de notre analyse la
molécule CP3 est un germacranolide fermé en C-6, hydroxylé en C-8 et O-glucosylé en C-
15.Les configurations des deux doubles liaisons sont déduites trans-trans grace a la valeur du

déplacement chimique inférieure a 20 ppm du carbone du méthyle C-14 et la valeur du
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déplacement chimique du proton H-6 proche de 5 ppm. Quant a la stéréochimie des centres
chiraux C-6, C-7, C-8 et C-11 elle est deduite de la valeur 9,6 Hz relevé dans le signal de H-
6 et le signal de H-7 indiquant une disposition anti de H-6 et H-7 ( H-6 et H-7a ) , une
disposition anti de H-7 et H-8 ( H-7a et H-8f) , une disposition anti de H-7 et H-11 ( H-7a et
H-11B ). Cette derniére donnée indique une orientation o du CHs-13.

L’ensemble de ces données meénent a la molécule : 113, 13-dihydrosalonitenolide 15-
O-B-glucopyranoside (Figure 1V.2.23).

Les données RMN de cette molécule sont regroupées dans le tableau 1V.2.3

HO  on
Figure 1V.2.23 : Structure du composé CP3
Tableau 1V.2.3 : Données spectroscopiques RMN 1H et RMN 13C du composé CP3, MF9

SH ppm J (Hz) dcppm
Position

1 4,9 m 129,9
2a 221 m 26,9
2b 2,17 m
3a 2,66 m 36
3b 1,96 m
4 - 140,9
5 48 1H 131,9
6 497 1H 78,1
7 2,02 1H g (j=9,6 Hz) 61,3
8 3,92 1H m 71,5
9a 2,56 1H dl (10,8) 53,3
9b 2,37 1H t(10,8)
10 - 135,4
11 2,83 1H 41,9
12 - 182
13 1,39 3H d 7,2 17,8
14 1,44 3H s 17,4
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Tableau IV. 2.3 Suite : Données spectroscopiques RMN *H et RMN *3C du composé CP3,

MF9

15a 459 1H d12,0 68.6
15b 400 1H d12,0

I’ 431 1H d78 104,5
2° 3,23 1H 75.1
3 3,39 1H 78,2
4 334 1H 72,4
5 3,27 1H 77,9
6’a 3,89 1H dl12)9 62,7
6’b 3,68 1H dd 12.9;6,0

IVV.2.4 Elucidation structurale du composé CP 4 (CPA91) isolé de la phase
acétate d’éthyle

CP 4

La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumiére de Wood indique qu’il
s’agit d’une flavone ou d’un flavonol 3-OR. Le spectre UV enregistré dans le méthanol
montre deux bandes, la bande | & Amax 342 nm et la bande 1l & Amax 273 nm confirmant la
nature flavonigue de ce composé.

Le spectre enregistré apres addition de NaOH montrant un déplacement bathochrome
de la bande I (+62 nm ) avec un effet hyperchrome, indique la présence d’un groupement
hydroxyle en position C-4’.

Le spectre obtenu aprés addition de NaOAc dans la solution méthanolique ne montrant pas
de déplacement bathochrome de la bande Il par rapport au spectre enregistré dans le
méthanol oriente vers la présence d’un 7- OR dans ce flavonoide.

Le spectre obtenu aprés addition de AICIs+HCI dans la solution méthanolique montrant un
déplacement bathochrome de (+17 nm) de la bande | par rapport au spectre enregistré dans
le méthanol, indique la présence d’un groupement OH libre en position C-5 avec une

oxygeénation de la position C-6.
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La comparaison des spectres enregistrés aprés addition d’AlCIs et AlCIs+HCI montrant un
effet hypsochrome de la bande | dans le deuxiéme spectre par rapport au premier oriente
alors, vers la présence d’un systéme ortho-diOH sur le noyau B de ce flavonoide. Cette
hypothese est confortée par le spectre enregistré en présence de NaOAc+H3BOs qui, comparé
au spectre enregistré dans le méthanol, montre un déplacement bathochrome de la bande |
(+13 nm).

Les spectres d’absorption UV-Vis de cette série spectrale en présence de réactifs sont
regroupés dans la figure 1V.2.24.
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Figure 1V.2.24: Série spectrale en présence de réactifs du composé CP 4 (CPA 91)
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Toutes ces données réunies dans le tableau 1V.2.4 menent a la structure partielle

illustrée dans la figure 1V.2.25

Tableau 1V.2.4 : Résultat de la série spectrale UV-Vis du composé CP 4 (CPA 91)

Reéactif Bande | Bande Il | Observations
MeOH 342 273
NaOH 405, effet hyperchrome | 260 4’-OH
AICI3 383 288 5-OH et 6-OR
ortho-diOH sur le noyau B
AICl;+ HCI 360 288
NaOAC 393 273,303 | 7-OR
NaOAC + 355 277,307 | ortho-diOH sur le noyau B
H3BO3

Figure 1V.2.25: Structure partielle du composé CP 4 (CPA 91)

L’examen des spectres RMN *H (Figure 1V.2.26), et HSQC (Figure 1V.2.27) confirme
bien la nature flavonique de cette molécule par la présence de signaux caractéristiques
notamment :

v" un doublet de doublet d’intégration 1H a 8x=7,47 ppm ( J=8,6 ; 2,0 Hz ) attribuable au
proton H-6’ (6¢=120,10 ppm)
v" un doublet d’intégration 1H a dn=7,44 ppm (J=2,0 Hz) attribuable au proton H-2’

(6c=113,20 ppm)

v" un doublet d’intégration 1H a 81=6,94 ppm (J=8,6 Hz) attribuable au proton H-5

(6c=115,90 ppm)

227



Chapitre IV

Résultats et discussions

v un singulet d’intégration 1H a 84=6,83 ppm, corrélant sur le spectre HSQC au carbone
résonant a 6c=92,06 ppm attribuable de ce fait au proton H-8 vu la valeur du déplacement
chimique de son carbone porteur

v un singulet d’intégration 1H a 84=6,64 ppm, corrélant sur le spectre HSQC au carbone
résonant a 6c=104,06 ppm attribuable de ce fait au proton H-3 vu la valeur du déplacement
chimique de son carbone porteur

v’ deux singulets d’intégration 3H chacun a 8rx=4,02 ppm (6¢c=57,02 ppm) et 6=3,88 ppm
(6c=60,91 ppm) attribuables a deux groupements méthoxyles.

_~7.47
~ 7.44
—6.94
—6.83

6.64
—4.02
—3.87

S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8
f1 (ppm)

Figure 1V.2.26 : Spectre RMN!H (CD3;OD ,400 MHz) du composé CP 4 ; CPA 91
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Figure 1V.2.27: Spectre HSQC (CDsOD, 400 MHz) du compose CP4,CPA91

A ce stade de notre analyse, nous pouvons d’ores et déja déduire que les groupements Ry,
R2, R3, R4, Rs, Reet R7 de la structure partielle précédente sont comme suit :
Ri=R2=R3=Rs=R7=H
Rs = Re¢ = CH3
La structure finale de ce composé est par conséquent la 5,3°,4’-trihydroxy-6,7-

dimethoxyflavone (Figure 1V.2.28). Cette molécule est connue sous le nom de cirsiliol [18].

Figure 1V.2.28: Structure finale du composé CP4 (CPA 91), cirsiliol
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Pour compléter les données de RMN relatives a cette molécule et notamment attribuer les

carbones quaternaires, nous avons analysé le spectre relatif a I’expérience HMBC (Figure
IV2.29) ou I’'on releve :

v

Des corrélations entre les protons H-8 et H-3 et le carbone résonant a ¢ = 106,41
ppm ; permettant son attribution au carbone C-10.

des corrélations entre les protons H-3 et H-5" et le carbone résonant a 8¢ = 121,90
ppm ; permettant son attribution au carbone C-1".

une corrélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a ¢ = 133,10 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-6 vu la valeur de son déplacement chimique.
On releve toujours sur le méme spectre, une tache de corrélation entre ce carbone
quaternaire (C-6) et les protons du méthoxyle résonant a ox = 6=3,88 ppm (6¢=60,91
ppm), confirmant ainsi la méthoxylation de cette molécule en C-6.

une corrélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a 6¢c = 154,93 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-9, vu la valeur de son déplacement chimique
une correélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a 6¢c = 160,05 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-7 vu la valeur de son déplacement chimique et
surtout le fait qu’il montre une corrélation avec les protons du méthoxyle résonant a
d1=4,02 ppm (6c=57,02 ppm) confirmant ainsi la méthoxylation de ce compose dans
la position C-7.

Des corrélations entre les protons H-2’et H-5" et le carbone résonant a 6c = 146,00
ppm ; permettant son attribution au carbone C-3’.

Des corrélations entre les protons H-6 et H-2’ et le carbone résonant a 6c = 150,92
ppm ; permettant son attribution au carbone C-4’.

Des corrélations entre les protons H-2’, H-6’ et H-3 et le carbone résonant a 6c =

166,10 ppm ; permettant son attribution au carbone C-2.
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Figure 1V.2.29: Spectre HMBC (CDs0D ,400 MHz) du composé CP4, CPA 91

Toutes les données issues de 1’analyse des spectres RMN *H, HSQC et HMBC sont

regroupées dans le tableau 1V.2.5

Tableau 1VV.2.5 : Données de RMN (CD30D) du compose CP4 (CPA 91), cirsiliol

Position | *H SppmJ(HZ) Sppm, 13C Sppm

2 - 166,10

3 6,64 ;s 104,06

4 - Non détecté dans la HMBC
5 - Non détectable dans la HMBC
6 - 133,10

7 - 160,05

8 6,83 ;s 92,06

9 - 154,93

10 - 106,41

1’ - 121,90

2 7,44 ;d (2,0) 113,20

3 - 146,00

4 - 150,92

5’ 6,94 ; d (8,6) 115,90

6’ 7,47 ;d (8,6 ; 2,0) 120,10

6-OCHs | 3,88 ;s 60,91

7-OCHs | 4,02;s 57,02
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IVV.2.5 Elucidation structurale du composé CP 5 (CPA59) isolé de la phase
acétate d’éthyle

CP5

La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumieére de Wood indique qu’il
s’agit d’une flavone ou d’un flavonol 3-OR. Les signaux relevés sur le spectre RMN*H
(Figure 1V.2.30),DEPT 135 (Figure 1V.2.31) et HSQC (Figure 1V.2.32),HMBC (Figure
IV.2.33)et RMN 3C (Figure 1V.2.34) confirment bien la nature flavonique de cette molécule
notamment :

v Un singulet d’intégration 1H a 84=13,07 ppm attribuable au proton du OH en position

C-5.

v Un doublet d’intégration 2H a 81=7,93 ppm (J=8,4 Hz) attribuable aux protons H-2’ et

H-6’ (6c=128,43 ppm)

v Un doublet d’intégration 2H a 81=6,93 ppm (J=8,4 Hz) attribuable aux protons H-3’ et

H-5" (8¢=115,94 ppm)

v Un singulet d’intégration 1H a 84=6,78 ppm, corrélant sur le spectre HSQC au carbone

résonant a 6c=102,36 ppm attribuable de ce fait au proton H-3
v" Un singulet d’intégration 1H a & = 6,60 ppm corrélant sur le spectre HSQC au

carbone résonant a 6c=94,21 ppm attribuable au proton H-8 vu la valeur du déplacement

chimique de son carbone porteur
v" Un dernier singulet d’intégration 3H a 6=3,76 ppm (8c=59,91 ppm) attribuable a un

groupement méthoxyle
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Figure 1V.2.30: Spectre RMN *H (CD3OD, 400 MHz) du composé CP 5 (CPA 59)
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Figure 1V.2.31: Spectre DEPT 135 (CDsOD, 100 MHz) du composé CP 5 (CPA 59)
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Figure 1V.2.32: Spectre HSQC (CD30D, 400 MHz) du composé CP 5 (CPA 59)

L’attribution des carbones quaternaires, a été réalisée grace aux corrélations de ces

carbones avec les protons de cette molécule. On releve notamment sur le spectre HMBC:

v’ des corrélations entre les protons H-8, H-3 et le proton du OH en position C-5 et le
carbone résonant a 6c = 104,04 ppm ; permettant son attribution au carbone C-10

v des corrélations entre les protons H-3, H-3’et H-5" et le carbone résonant a dc =
121,20 ppm ; permettant son attribution au carbone C-1’

v des corrélations entre le proton H-8 et le proton du OH en position C-5 et le carbone
résonant a ¢ = 131,35 ppm ; permettant son attribution au carbone C-6 vu la valeur de
son déplacement chimique. On reléve toujours sur le méme spectre, une tache de
corrélation entre ce carbone quaternaire (C-6) et les protons du méthoxyle
précédemment invoqué, ce qui indique que cette molécule est méthoxylée en cette
position

v' une corrélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a 6¢ = 152,36 ppm ;

permettant son attribution au carbone C-9.

234



Chapitre IV
Résultats et discussions

une corrélation entre le proton du OH en position C-5 et le carbone résonant a dc =
152,74 ppm ; permettant son attribution au carbone C-5.

des corrélations entre le proton H-8 et le proton du OH en position C-5 et le carbone
résonant a 6c = 157,24 ppm ; permettant son attribution au carbone C-7 vu la valeur de
son déplacement chimique

des corrélations entre les protons H-2’, H-6°, H-3” et H-5" et le carbone résonant a d¢c
= 161,13 ppm ; permettant son attribution au carbone C-4’

des corrélations entre les protons H-6’, H-2’ et H-3 et le carbone résonant a d¢c =
163,79 ppm ; permettant son attribution au carbone C-2

des corrélations entre les protons H-3 et le carbone résonant & 6c = 182,09 ppm ;
permettant son attribution au carbone C-4. Cette attribution est confortée par la valeur

du déplacement chimique de ce carbone.
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Figure 1V.2.33: Spectre HMBC (CD30D, 400 MHz) du composé CP 5 (CPA 59)
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,t I t
etalement,
oy
= o = - o w ol
w - — = @ - - @ o wean—. o
@ @ = = o™ = o o~ = 2 weo
= — = o @ S= = = T Srmuwikfe g
= o L) - - w = oi ] - - meEoememapeeee
> o @& s e = - Il -
- - - - - - - = — [
I I I I I AN I I I =
=
=
= _|
=
=
=

W

T
[ppm]

Figure 1V.2.34: Spectre RMN**C (CDsOD, 100MHz) du composé CP 5(CPA59)
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Vu I’absence d’autres groupements hydrocarbonés d’apreés les spectres de RMN, il est
évident que les positions C-4’ et C-7 sont hydroxylées. Ainsi I’ensemble des données de
RMN reportées dans le tableau IV.2.6 ménent a la 5,7,4’-trihydroxy-6-methoxyflavone

connue sous le nom de hispiduline (Figure 1V.2.35).

Figure 1V.2.35: Structure finale du compose CP5 (CPA59), hispiduline

Tableau 1V.2.6 : Données RMN (MeOH-d4) du composé CP 5(CPA59), hispiduline

Position | *H &ppmJ(HZ) 13C Sppm,
2 - 163,19
3 6,78 ;s 102,36
4 - 182,09
5 - 152,74
6 - 131,35
7 - 157,24
8 6,60 ;s 94,21
9 - 152,36
10 - 104,04
I’ - 121,20
2et6 | 7,93:d(8,4) 128,43
3ets |6,93;d(84) 115,94
4’ - 161,13
6-OCHs | 3,76 ;s 59,91
5-OH 13,07 ;s -
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IVV.2.6 Elucidation structurale du composé CP6 (MF13) isolé de la phase
n-butanol

OH
o OH

HO
HO 0

OH

CH,0

0
OH CP6

La fluorescence noir-violet sous la lumiére UV (365 nm) indique que ce composé posséde
une structure de type flavone ou flavonol substitué en position 3.

L’examen du spectre RMN *H (Figure IV.2.36) montre la présence d’un ensemble de signaux
gue nous pouvons répartir en deux groupes. Le premier groupe comporte :

» deux doublets d’intégration 2H chacun, formant un syst¢éme AM a 64=7,93 ppm et a
dH =6,95 ppm (J=9 Hz), attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’, respectivement, indiquant
ainsi une oxygénation du noyau B en position 4’

» un singulet a 54=7,03 ppm intégrant pour un proton attribuable a H-8 grace a la tache
de corrélation observée sur le spectre HSQC (Figure 1V.2.37) avec le carbone résonant a
8¢=95,6 ppm valeur caractéristique du C-8 d’un flavonoide. La multiplicité du signal de ce
proton indique une substitution de la position C-6.

» un singulet a 64=6,68 ppm intégrant pour un proton attribuable a H-3 indiquant ainsi
une structure de type flavone.

Aprés examen et analyse approfondie des spectres proton, HSQC et HMBC (Figure
IV.2.38), le deuxiéme groupe caractérisant en partie un hexose comporte :

» doublet a 64=5,17 ppm (J=7,8 Hz), attribuable au proton anomérique d’un sucre relié
a ’aglycone par un pont oxygeéne vu la valeur de son déplacement chimique. La valeur de la
constante de couplage permet de déduire une configuration  de ce carbone anomérique que
nous numéroterons C-1"’.

» des signaux montrant des effets de toit, intégrant ensemble pour 3H et résonant,
respectivement sous forme d’un doublet de doublets (J=9 ; 7,8 Hz) & d4=3,61 ppm ; d’un
triplet (J=9 Hz) & 61=3,59 ppm et également sous forme d’un triplet (J=9 Hz) & o1=3,47

ppm attribuables par conséquent a des protons de cet hexose. D’aprés la multiplicité de
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leurs signaux et les valeurs de leurs déplacements chimiques, ces protons sont attribuables
a H-2”’, H-4"" et H-3”’, respectivement. A ce propos on remarque 1’absence des signaux
caracteristiques des protons de la position C-6’" ; par contre on reléve la présence d’un
singulet a 64=3,92 ppm attribuable & un groupement méthoxyle, ce signal recouvre
partiellement un signal relatif a un proton car ’intégrale totale de ces deux signaux équivaut
a 4H. Ce proton ne peut étre attribué qu’a H-5"’, son déplacement chimique est évalué a
environ d4=3,94 ppm. Cette valeur du déplacement chimique de H-5"’ additionnée a
I’absence de protons en C-6’" et aux valeurs des constantes de couplage relevées dans les
signaux de H-2’, H-3 et H-4"’, indiquent que cette entité sucre est de type O-
glucuronopyranosyle (Figure 1V.2.39).

S N
Figure 1V.2.39 : Entité O-glucuronopyranosyle
A ce niveau nous pouvons attendre une flavone substituee en C-4’, C-5, C-6 et C-7. Les

quatre substituants attendus sont: un methoxyle, un O- glucuronopyranosyle et par

conséquent deux hydroxyles.
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Figure 1V.2.36: Spectre RMN'H (CD30D,600MHz) du composé CP6, MF 13
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Figure 1V.2.36.1: Spectre RMN H (CD30D, 600 MHz) du composé CP6, étalement 1
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Figure 1V.2.36.2: Spectre RMN *H (CD30D, 600MHz) du composé CP6, étalement 2
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Figure 1V.2.36.3: Spectre RMN *H (CD30OD,600MHz) du composé CP6, étalement 3

L’analyse du spectre HSQC nous a permis de reporter les données :

le signal des protons H-2’ et H-6" permet la localisation du signal des carbones C-2’

et C-6’ a 6¢=129,9 ppm

le signal des protons H-3’ et H-5" permet la localisation du signal des carbones C-3’

et C-5" 2 6¢=116,9 ppm

la résonance du C-3 est localisée a 6c=102,3 ppm

comme signalé plus haut, le C-8 est localisé a 6c=95,6 ppm

le proton anomérique H-1"" (64=5,17 ppm) permet la localisation de la résonance du

C-17a 6c=102,48 ppm

la résonance du carbone du groupement méthoxyle est relevée a 6¢=61,09 ppm
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Figure 1V.37: Spectre HSQC (CD30OD, 600MHz) du composé CP6, MF13

Les déplacements chimiques des carbones quaternaires de la génine ont été établis grace a

I’examen du spectre HMBC (Figure IV.2.38) qui montre en effet :

> des taches de corrélation entre les protons H-8 (6n=7,03 ppm), H-3 et le carbone résonant
a 6c=106,9 permettant ainsi son attribution au C-10.

» une tache de corrélation entre le proton H-8 (64=7,03 ppm) et le carbone résonant a
8c=134,04 ppm permettant ainsi son attribution au C-6, vu la valeur de son déplacement
chimique. On reléve également une corrélation entre ce carbone (C-6) et les protons du
méthoxyle précédemment invoqué. Cette corrélation indique une méthoxylation de cette
molécule en cette position et écarte la possibilité d’une estérification de la position C-6"’
du groupement O-B-glucuronopyranosyle.

» une tache de corrélation entre le proton H-8 (64=7,03 ppm) et le carbone résonant a
8c=153,93 ppm permettant ainsi son attribution au C-9, vu la valeur de son déplacement
chimique.

» des taches de corrélation entre les protons H-3 (61=6,68 ppm), H-2’ et H-6’, et le carbone
résonant a 6c=167,5 ppm permettant ainsi son attribution au C-2.

» des taches de corrélation entre les protons H-2’, H-6’, H-3” et H-5" et le carbone résonant
a 6c=163,15 ppm permettant ainsi son attribution au C-4’.

> une tache de corrélation entre les protons magnétiquement équivalents H-3* et H-5" et le
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carbone résonant a 6c=123,37 ppm permettant ainsi son attribution au C-1°, vu la valeur
de son déplacement chimique.

> une tache de corrélation entre le proton H-8 (64=7,03 ppm) et le carbone résonant a
dc=158,60 ppm permettant ainsi son attribution au C-7, vu la valeur de son déplacement
chimique. On releve également une corrélation entre ce carbone (C-7) et le proton
anomérique du groupement O-B-glucuronopyranosyle précédemment invoqué. Cette
corrélation indique que cette entité est reliée a cette position.

> une tache de corrélation entre le proton H-5"’ du sucre (61=3,94 ppm) et le carbone
résonant a 6c=176,21 ppm permettant ainsi son attribution au C-6’’. Vu la valeur du
déplacement chimique de ce carbone, il est clair que cette position est bien une fonction
acide carboxylique.
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Figure 1V.38: Spectre HMBC (CD30D, 600MHz) du composé CP6, MF13

L’ensemble des données de cette analyse indique que cette molécule est 1’hispiduline
substituée en C-7 par un groupement O-B-D-glucuronopyranoside, ce qui méne a la molécule

connue sous le nom de hispiduline 7-O-B-D-glucuronopyranoside (Figure 1V.2.40)
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Figure 1V.2.40: Structure du composé CP6,hispiduline 7-O-B-D-glucuronopyranoside
Les résultats de RMN, relatifs & cette molécule sont reportés dans le tableau 1V.2.7.

Tableau 1V.2.7 : Données RMN (MeOH-d4) du compose CP6, hispiduline 7-O-f-D-
glucuronopyranoside

Position H §ppmI(H2) BC Sppm,
2 - 167,5

3 6,68 s 102,3

4 - Non détecté
5 - Non détectable par la HMBC
6 - 134,04

7 - 158,60

8 7,03s 95,60

9 - 153,93
10 - 106,9

I 123,37
2°,6° 7,93d (9) 129,9
3’5 6,95 d (9) 116,9

4 - 163,15
17 5,17 d (7,8) 102,48
27 3,61dd(9;7,8) | 74,58

37 3,471 (9) 77,5°

4 3,591 (9) 73,18

5 3,94* 76,6°

6 - 176,21
6-OCHj3 3,92 s 61,09

* . partiellement recouvert par le signal du méthoxyle
$: Valeurs déduites des corrélations HMBC
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I\VV.2.7: Elucidation structurale du composé CP7 (MF1) isolé de la phase
acétate d’éthyle

OH
(0
HO
HO Q
OH

CP7

Dissout dans du méthanol, déposé sur du papier Whatman et examiné sous la lumiere de
Wood, ce composé montre une fluorescence noir- violet, couleur caractéristique d’une
flavone ou d’un flavonol 3-OR.

L’examen du spectre de RMN *H (Figure 1V.2.41) enregistré dans le CDsOD présente un
ensemble de signaux dans la zone des protons aromatiques et un deuxieme ensemble de
signaux caractéristiques d’un groupement glycoside reconnu grace au déplacement chimique
du proton anomérique. Ces signaux sont tres similaires a ceux de la molécule précedente
(CP6)

La combinaison des données des spectres RMN *H et HSQC (Figure 1V.2.42) permet de
relever en effet :

> la résonance de H-2’ et H-6’ a 6n =7,69 ppm (2H; d; J=8,8 Hz), permet la
localisation de la résonance de C-2’ et C-6” a 6c=128,14 ppm

> la résonance de H-3’ et H-5’ a 6n =6,67 ppm (2H; d; J=8,8 Hz), permet la
localisation de la résonance de C-3’ et C-5” a 6c=118,68 ppm

> la résonance de H-8 a én = 6,72 ppm (d; J=2,2 Hz), permet la localisation de la
résonance de C-8 a 6¢=95,32 ppm

> la résonance de H-6 a on = 6,39 ppm (d; J=2,2 Hz), permet la localisation de la
résonance de C-6 a 6c=101,25 ppm

> la résonance de H-3 a 61 =6,45 ppm (s), permet la localisation de la résonance de C-3
a0c=102,64 ppm

A ce stade, ces données sont en faveur d’un squelette apigénine comme aglycone dans

cet hétéroside (Figure 1V.2.43).
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Figure 1V.2.43: Squelette de I’aglycone du composé CP7
On reléve par ailleurs :

> un doublet a 61=5,00 ppm (J=7,3 Hz), d’intégration 1H attribuable au proton
anomérique d’un sucre relié¢ a ’aglycone, par un pont oxygene. Ceci est déduit de la
valeur du deplacement chimique de ce proton et de son carbone porteur dont la
résonance est relevée grace au spectre HSQC a 6¢=100,2 ppm. La valeur de la
constante de couplage de ce proton indique une configuration B du carbone
anomérique (H-1"" axial) et indique également une orientation axiale de H-2"".

> un doublet a 6w=3,76 ppm (J=10 Hz), attribuable au proton H-5>". La valeur de la
constante de coupage relevée dans ce signal indique une orientation axiale de H-4".
Cette donnée indique également I’absence de protons en position C-6"".

» des signaux sous forme de multiplets dans I’intervalle 3,36 — 3,48 ppm attribuables

par conséquent aux protons H-2"’, H-3" et H-4’" du substituant sucre.
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Figure 1V.2. 41.1: Spectre RMN *H (CD30D ,400MHz) du composé CP7 (MF1) étalement 1
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Figure 1V.41.2: Spectre RMN *H (CD3;0OD ,400MHz) du composé CP7 (MF1) étalement 2
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Figure 1V.42: Spectre HSQC (CD30D, 400 MHz) du composé CP7, (MF1)
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Le spectre HSQC permet de relever aisément les résonances des carbones C-5°, C-3"’,
C-2 et C-4>* 20c=76,12 ; 78,02 ; 74,21 et 72,03 ppm, respectivement.

Sur le spectre HMBC (Figure 1V.2.44.1), on reléve une tache de corrélation entre le proton
H-5"’ et le carbone quaternaire résonant a 6¢c=175,18 ppm attribuable de ce fait au carbone
C-6"’, la valeur du déplacement chimique de ce carbone, indique qu’il s’agit d’un CO2H.
Cette donnée indique donc la présence d’un groupement O-B-glucuronopyranosyle dans cette

molécule.

.55 mf1 3 (HMBC 1H/13C) MeOD 400MHz =X

o 150

]
|

0
|

mnl13 12 11 10 9 8 7 6 S 4 2 2 1 1] er I—II I l%l IISIG
Figure 1V.2.44: Spectre HMBC (CDsOD, 400 MHz) du composé CP7(MF1)
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Figure 1V.2.44.1: Spectre HMBC (CDs0D, 400 MHz) du composé CP7(MF1)), étalement
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La localisation des carbones restant de cette molecule est obtenue suite a leurs corrélations
avec les protons situés a deux et trois liaisons de ces carbones. En effet, on releve :

> des taches de corrélation entre les protons H-8, H-3 et H-6 et le carbone résonant a
6c=104,84 permettant ainsi son attribution au C-10.

» une tache de corrélation entre le proton H-8 et le carbone résonant a 6c=156,93 ppm
permettant ainsi son attribution au C-9.

> des taches de corrélation entre les protons H-3, H-2’ et H-6", et le carbone résonant a
dc=166,41ppm permettant ainsi son attribution au C-2.

> des taches de corrélation entre les protons H-2’, H-6’, H-3” et H-5’ et le carbone résonant a
8¢c=167,90 ppm permettant ainsi son attribution au C-4’.

> une tache de corrélation entre les protons H-3, H-3” et H-5" et le carbone résonant a
6¢=119,37 ppm permettant ainsi son attribution au C-1°.

» une tache de corrélation entre les protons H-8 et H-6 le carbone résonant a 6¢c=163,03
ppm permettant ainsi son attribution au C-7. On releve également une corrélation entre ce
carbone (C-7) et le proton anomérique du groupement O-B-glucuronopyranosyle
précédemment invoqué. Cette corrélation indique que cette entité est reliée a cette
position.

» une tache de corrélation entre le proton H-3 et le carbone résonant a 6c=182,26 ppm
permettant ainsi son attribution au C-4 vu la valeur de son déplacement chimique

» une tache de corrélation entre le proton H-5"’ du sucre (61=3,76 ppm) et le carbone
résonant a 98c=175,18 ppm confirmant ainsi son attribution au C-6”’. Vu la valeur du
déplacement chimique de ce carbone, il est clair que cette position est bien une fonction
acide carboxylique.

L’ensemble des données RMN réunies dans le tableau IVV.2.8 menent a la structure
illustrée dans la figure 1V.2.45, molécule connue sous le nom, apigénine 7-O-B-D-

glucuronopyranoside.
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Figure 1V.2.45: Structure du composé CP7 ; Apigénine 7-O-B-D-glucuronopyranoside

Tableau 1VV.2.8 : Données RMN (MeOH-d4) du composé CP7, apigenine 7-O-p-D-

Position H §ppmI(HZ) 13C Sppom
2 - 166,41
3 6,45 s 102,64
4 - 182,26
5 - 160,02
6 6,39 d (2.2) 101,25
7 - 163,03
8 6,72 d (2.2) 95,32
9 - 156,93
10 - 104,84
I’ - 119,37
2.6 7,69 d (8,9) 128,14
3.5 6,67 d (8,9) 118,68
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Tableau 1V.2.8 Suite : Données RMN (MeOH-ds) du composé CP7, apigénine 7-O-3-D-
glucuronopyranoside

4 - 167,90
1 5,00 d (7,3) 100 2
2 3,36-3,48 7421
37 78,02
4 72,03
57 3,76 (10) 76,12
6" - 175,18

IV.2.8 Elucidation structurale du composé CP8 isolé de la phase n-

butanol
OCH,
(0
HO= o
OH

CP8

La fluorescence sous la lumiéere UV (365 nm) de ce compose est noir-violet, indiquant une
structure de type flavone ou flavonol 3-OR.

L’examen des spectres de RMN *H (Figure 1V.2.46) et HSQC (Figure 1V.2.47), montre la
présence d’un hétéroside dont I’aglycone n’est autre que 1’apigénine que 1’on reconnait

aisément grace aux signaux :

» deux doublets d’intégration 2H chacun formant un systéme AM (J = 8,5 Hz) a 64=7,93
ppm (6c=129,26 ppm) et 64=7,04 ppm (6c=116,4 ppm) attribuables a H-2’, H-6’ et a H-3’,
H-5’, respectivement,

» deux doublets d'intégration 1H chacun, formant un systeme AM (J = 2,2 Hz) a 61=6,95
ppm (8c= 95,6 ppm) et 61=06,46 ppm (6c=101,40 ppm), caractéristiques des protons H-8
et H-6, respectivement,

» un signal a dn = 6,68 ppm ((6c=103,21 ppm) d'intégration 1H sous forme d'un singulet
attribuable au proton H-3.

La partie osidique est caractérisée par les signaux suivants :
» un doublet (J=7,4 Hz) a o1 = 5,23 ppm 6c=101,40 ppm, attribuable au proton anomérique

H-1"", la valeur de son déplacement chimique indique que ce sucre est li¢ a I’aglycone par
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un atome d’oxygene et celle de sa constante de couplage, une configuration § du carbone
anomérique et une orientation axiale du proton H-2"’,

» un doublet d’intégration 1H (J=9,6 Hz) a ow=4,23 ppm (6c=76,4 ppm) attribuable au
proton H-5"’, la multiplicité du signal de ce proton indique I’absence de protons en C-6’’
quant a la valeur de sa constante de couplage, elle indique une orientation axiale de H-4"".

> un triplet d’intégration 1H (J=9,6 Hz) a on=3,72 ppm (6c=72,85 ppm) attribuable au
proton H-4"’ vu la valeur du déplacement de son carbone. La multiplicité du signal de ce
proton confirme son orientation axiale et indique une orientation axiale de H-3”’

» un multiplet dans I’intervalle (3,50 - 3,60 ppm) d’intégration 2H, ne pouvant correspondre
qu’aux protons H-2"" et H-3’. Sur le spectre HSQC, ces protons correlent avec les
carbones résonant a 6c=75,21 et 77,40 ppm. Vu les orientations axiales de tous les protons
des oxyméthines de ce sucre, il est donc clair qu’il dérive du glucose, de ce fait la
résonance a 6¢=75,21 ppm sera attribuée au C-2"’ et celle a 77,40 ppm sera attribuée au C-
3.

» un singulet d’intégration 3H a dn = 3,73 attribuable a un groupement méthoxyle (d¢c = 52,8

ppm.

TR

T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

Figure 1V.2.46: Spectre RMN *H (CD3OD, 400MHz) du composé CP8
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Figure 1V.2.47: Spectre HSQC (CD30D, 400 MHz) du composé CP8

L’examen du spectre HMBC (Figure 1V.2.48) montre des taches de corrélation entre le
proton H-5"" (61=4,23 ppm) et le carbone résonant a 8c=168,61 ppm. Ce carbone dont le
déplacement chimique correspond a un carbonyle d’ester est attribué au C-6’°. Cette
hypothése est claire sur le spectre HMBC, ou I’on reléve une tache de corrélation entre les
protons du méthoxyle et le carbone de ce carbonyle. Ces données orientent donc vers la
présence d’un groupement O-B-D-glucuronopyranosyl méthyl ester reli€é a I’apigénine

comme aglycone.
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25 mf1 3 (HMBC 1H/13C) MeOD 400MHz X

Figure 1V.2.48: Spectre HMBC (CD30D, 400 MHz) du composé CP8
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Figure 1V.2.48.1: Spectre HMBC (CD30D, 400 MHz) du composeé CP8, étalement
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Toujours sur le spectre de ’expérience HMBC, la résonance du C-10 est repérée a 6c=104,
15 ppm gréce a ses taches de corrélation avec les protons H-8, H-3 et H-6 ; la résonance du C-
5 est relevée a 8c=161,52 ppm gréce a sa corrélation avec le proton H-6.Les protons H-6 et H-8
montrent des taches de corrélation avec le carbone quaternaire oxygéné résonant a 6¢=163,11
ppm, ce qui permet l'attribution de ce dernier au C-7. Par ailleurs sur le méme spectre, le
carbone C-7 montre une tache de corrélation avec le proton anomérique indiquant alors que le
groupement O-B-D-glucuronopyranosyl methyl ester est attaché en C-7 du squelette apigénine.
On reléve aussi que le proton H-8 corréle avec le carbone résonant a 6¢=156,40 ppm qui ne
peut étre que le C-9. De méme, les protons H-3’, H-5 et H-3, ménent a la localisation de C-1’
a dc = 121,62 ppm ; les protons H-2°, H-6’, H-3 et H-5 permettent I’attribution de C-4” a
6c=161.45 ppm. On releve également la résonance du C-2 a 6c=165,62 ppm grace a ses
corrélations avec H-3, H-2’ et H-6" et la résonance du C-4 a 6c=181,92 ppm gréce a sa
corrélation avec H-3.

Les résultats de toutes ces analyses par RMN reportés dans le tableau 1V.2.9 mene a la
structure :apigénine 7-O-B-D-(6’’-methylglucuronopyranoside) reportée dans la figure

IV.2.49. Cette molécule est commune pour le genre Centaurea (Asteraceae) [19].

OCH,
0 OH
HO
HO 0
OH

Figure 1V.2.49 : Structure du composé CP8 :apigénine 7-O-B-D-(6’-
méthylglucuronopyranoside)

Tableau 1V.2.9 : Données RMN (MeOH-d4) du composé CP8 , apigenine 7-O-B-D-(6"’-
méthylglucuronopyranoside)

Position 'H §pomI(Hz) 13C Sppm
2 - 165,62
3 6,68 s 103,21
4 - 181,92
5 - 161,52
6 6,46 d (2,2) 101,40
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Tableau 1V.2.9 Suite: Données RMN (MeOH-d.) du composé CP8 , apigénine 7-O-p-
D- (6”’-méthylglucuronopyranoside)

- 163,11

6,95d (2,2) 95,60

- 156,40
10 - 104,15
I’ - 121,62
2°,6 7,93 d (8,5) 129,26
3,5 7,04 d (8,5) 116,40
4 - 161,45
1 5,23 d (7,4) 101,40
2 3,50 - 3,60 75,21
3” 77,40
4” 3,721 (9,6) 72,85
57 4,23 d (9,6) 76,40
6” - 168,61
OCH3 3,73 s 52,80

IVV.2.9 Elucidation structurale du composé CP9, MF22 isolé de la phase
n-butanol
OH

HO

\ H
0 COOH
OH

OH
CP9

L’examen des spectres RMN *H (Figure 1V.2.50) et HSQC (Figure 1V.2.51), montre des
signaux caractéristiques d’un acide quinique ou un des hydroxyles est acylé par une entité O-
caféoyle [20,21]
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En adoptant la nouvelle recommandation de 'TUPAC en matiére de numérotation du cycle de
I’acide quinique (Figure 1V.2.52), le squelette acide quinique est clairement reconnaissable
par les signaux :

Figure 1V.2.52: Numérotation selon la nouvelle recommandation de 'TUPAC du squelette de
I’acide quinique

Le squelette acide quinique est clairement reconnaissable par les signaux

> un triplet de doublets (J=9,2 ; 4,8 Hz) d’intégration 1H a 64=5,25 ppm attribuable & H-5,
vu les valeurs des constantes de couplage relevées dans ce signal, lesquelles indiquent bien
que H-5 et son voisin H-4 admettent des orientations axiales. Sur le spectre HSQC la
résonance du carbone C-5 est relevée a 6c=71,88 ppm.

» un doublet de doublets (J=9,2 ; 3,4 Hz) d’intégration 1H a d4=3,61 ppm attribuable a H-4,
vu les valeurs des constantes de couplage relevées dans ce signal confirmant des
orientations axiale de H-4 et équatoriale de H-3. Cette attribution est en parfait accord
avec le spectre COSY (Figure 1V.2.53) qui montre une tache de corrélation entre ces deux
protons H-5 et H-4. La résonance du carbone C-4 est relevée a 6c=73,14 ppm

» un quadruplet (J=3,4 Hz) d’intégration 1H a 64=4,06 ppm attribuable a H-3. La valeur de
la constante de couplage relevée dans ce signal est en accord avec les deux interactions
équatoriales/équatoriales et I’interaction équatoriale/axiale qu’il subit. La résonance du
carbone C-3 est relevée a 6¢=71,25 ppm

» deux multiplets d'intégration 2H chacun. Le premier centré a 6n=2,08 ppm est attribué
aux protons H-2éq et H-6éq, le second centré a 64=1,95 ppm est attribué aux protons H-
2ax et H-6ax. Ces attributions sont conformes aux données du spectre COSY ou I’on
releve que les protons relatifs a ces deux multiplets correlent aussi bien avec H-5 qu’avec
H-3. Sur le spectre HSQC, les résonances des carbones de ces deux méthylénes sont

relevées confondues a 6¢=38,50 ppm.
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Figure 1V.2.50: Spectre RMN 'H (CD30D, 400 MHz) du composé CP9, MF 22.
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Figure 1V.2.50.1: Spectre RMN 'H (CDsOD, 400MHz) du composé CP9,MF 22, étalement
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Figure 1V.2.50.2:Spectre RMN H (CD3OD, 400MHz)du composé CP9, MF 22, étalement
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Sur le spectre HMBC (Figure 1V.2.54), la résonance du carbone C-1 est relevée a

dc=78,00 ppm gréce a ses corrélations avec les protons H»-2 et H2-6.

-] mf22 3 (HMBC 1H/13C) MeOD 400MHz X

e

% 150

I 18

] Pt ] ] ] ) e P e o S e e gy s b
-1 " 150

Figure 1V.2.54:Spectre HMBC (CD30D,400MHz) du composé CP9,MF 22.

En faisant abstraction des signaux de I’entité acide quinique, les spectres RMN H et
HSQC montrent la présence de signaux caractéristiques d’une entité dérivant d’un acide
phénolique ou le noyau aromatique est substitué dans les positions 3 et 4. On reléve en
effet, deux doublets d’intégration 1H chacun et formant un systéme AX (J=16 Hz) a on=
7,47 et 6,17ppm . Cette proximité est supportée par le spectre COSY qui montre leur
correlation. Sur le spectre HSQC, le premier proton correle avec le carbone résonant a
dc=146,6 ppm et le second correle avec le carbone résonant a 6¢c=115,5ppm. Les valeurs des
déplacements chimiques relatifs a ces noyaux montrent clairement qu’ils sont éthyléniques, la
valeur de la constante de couplage indique que cette double liaison est de configuration
trans.

Le spectre RMN 'H montre également des signaux caractérisant la présence du cycle
aromatique trisubstitué, les protons de ce dernier sont répartis comme suit :

» un doublet d’intégration 1H a 6n =6,95 ppm (J=2 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec
le carbone a 6¢c=115,20 ppm

» un doublet de doublets d'intégration 1H a o = 6,85 ppm (J = 8,5 ; 2 Hz) corrélant sur le
spectre HSQC avec le carbone a 6¢=116,50 ppm
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» un doublet d’intégration 1H a 61 = 6,68 ppm (J=8,5Hz) montrant sur le spectre HSQC une
tache de corrélation avec le carbone a 6¢=123,00 ppm
Les valeurs des déplacements chimiques de ces 3 protons ainsi que celles des constantes
de couplage orientent vers la présence d'un cycle aromatique trisubstitué. L’ensemble de ces
résultats confirme la présence d’un cycle aromatique trisubstitué en positions 1, 3 et 4 d’une
entité acide phénolique. De ce fait, ces trois protons aromatiques seront attribués a H-2’, H-6’
et H-5, respectivement.
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Figure 1V.2.50.3: Spectre RMN 1H (CD30D, 400MHz)du composé CP9, MF 22,étalement 6
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Figure 1V.2.50.4:Spectre RMN *H (CD30D, 400MHz) du composé CP9, MF 22,étalement 7

L’analyse du spectre HMBC permet de relever la résonancedu carbonyle d'ester a
8c=166,70 ppm grace a ses taches de corrélation avec les protons de la double liaison
précédemment évoquée. On observe en effet, une tache de corrélation entre le proton

résonant a 64=7,47 ppm et le carbone de ce carbonyle d'ester.Il en est de méme pour le

proton résonant a 64=6,17 ppm. Ainsi, ces deux protons occuperont les positions C-7’ et C-
8’, respectivement. Le carbone du carbonyle sera de ce fait, affecté a la position C-9°. La
position C-1’ reviendra au carbone relié a cette double liaison. La résonance de ce carbone C-
1 est relevée a d¢c = 125,90ppm gréce aux corrélations de ce carbone avec les protons H-5" et
H-8".

Le spectre HMBC permet également de relever des taches de corrélation le proton H-5" et
le carbone quaternaire résonant a 6c=145,78 ppm attribuable au carbone oxygené C-3’, quant
au proton H-2’, il corréle avec le carbone résonant a 6c=148,20 ppm attribuable par
conséquent au carbone C-4’. Les valeurs des déplacements chimiques de ces carbones

aromatiques quaternaires indiquent bien leur oxygénation.

A ce stade de notre analyse on peut proposer la structure partielle illustrée dans la figure
IV.2.55
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Figure 1V.2.55: Structure partielle du Composé CP9

Une lecture minutieuse du spectre RMN 'H ne permet de relever aucun autre signal

correspondant a des groupements hydrocarbonés, de ce fait et vu les valeurs de leurs
déplacements chimiques, les carbones C-3’ et C-4’ sont hydroxylés. Cette donnée permet
donc de déduire que ce composé est ’acide quinique ou un des hydroxyles est remplacé par
un groupement O-caféoyle. A ce propos, la valeur du déplacement chimique de H-5 suffit
pour placer ce groupement O-caféoyle en C-5

Tous ces résultats reportés dans le tableau IV.2.10, permettent d’identifier le composé
CP9 (MF22) comme étant 1’acide 5-O-caféoylquinique [22] connu également sous le hom

d’acide chlorogénique (Figure 1V.2.56)

Figure 1V.2.55: Structure du composé CP9 : acide 5-O-caféoylquinique ou acide
chlorogénique
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Tableau 1V.2.10 : Données RMN (MeOH-d4) du composé CP9, acide 5-O-caféoylquinique
ou acide chlorogénique

Position H §ppmI(HZ) 13C Sppm
1 - 78,00
2¢q 2,08m 38,50
2ax 1,95 m

3 4,06 q (3,4) 71,25
4 3,61dd (9.2;3,4) 73,14
5 5,25 td (9,2 ; 4,8) 71,88
6éq 2,08 m 38,50
6ax 1,95m

7 - Nd*
I’ - 125,90
2’ 6,95 d (2) 115,20
3 - 145,78
4 - 148,20
5 6,68 d (8,5) 123,00
6’ 6,85 dd (8,5 ; 2) 116,50
7 7,47 d (16) 146,60
8’ 6,17 d (16) 115,50
9 - 166,70

Nd*: non détecté
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V. Activités biologiques

V.1 Introduction

La valorisation des plantes des points de vue pharmacologique et médicinal, gagne du
terrain de jour en jour grace a la réhabilitation du savoir traditionnel en matiere de leur
utilisation contre diverses maladies. Ainsi, I’analyse phytochimique et 1’¢tude des activités
biologiques des extraits végétaux, constituent actuellement un des axes de recherche
privilégiés compte tenu de la forte corrélation qui existe entre la composition chimique des
plantes et leurs intéréts et potentiels biologiques. C’est dans ce contexte et dans le but de
valider leur utilisation en médecine traditionnelle que nous nous sommes intéressés a 1’étude
de deux plantes de la famille Asteraceae, la premiere du genre Santolina et la seconde du
genre Centaurea, notamment S. chamaecyparissus et C. pungens.

Nos expérimentations sur S. chamaecyparissus ont concerné en premier lieu le dosage des
phénols totaux des fractions chloroforme et n-butanol dérivées de 1’extrait hydroéthanolique
(70%) des parties aériennes puis 1’évaluation de leur activité antioxydante par les tests de
réduction du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH?) et de lacapacité
antioxydante en équivalent trolox (TEAC). Concernant nos travaux sur C. pungens, nos études
du point de vue biologique ont porté sur 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne  des 9
produits isolés de la fraction soluble dans 1’acétate d’éthyle et la fraction soluble dans le n-
BuOH de I’extrait MeOH 70% des fleurs. Ces 9 produits ont été testés contre les souches a
Gram positif : Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Listeria innocua et les souches a Gram

négatif : Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fragi.

V.2 Dosage des polyphénols totaux
V.2.1 Introduction

Cette analyse permet d'avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux contenus dans
I'échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué en utilisant la méthode
colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FC) décrite par Santos et al. (2017) [1].
Ce réactif est formé d'acide phosphomolibdique (H3PMo012040) et d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) qui est réduit lors de I'oxydation des phénols, en mélange d’oxydes de tungsténe
(Wg0O23) et de molybdéne (MogO23) de couleur bleue. La coloration bleue qui apparait,

proportionnelle au taux de composés phénoliques présents dans 1’échantillon, admet une
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absorption maximale aux environs de 750 nm.

V.2.2 Protocole expérimental

L’extrait a étudier est dissout dans du méthanol afin d’obtenir une concentration de 0,5
mg/mL. Le réactif Folin-Ciocalteu (0,5 mL) est ajouté dans des tubes a centrifuger contenant
0,5 mL de la solution d’extrait. 1 mL d'une solution saturée de carbonate de sodium est ajouté
a chaque tube, le volume est ensuite ajusté a 10 mL avec de I'eau distillée. Le contenu des
tubes est soigneusement mélangé au vortex et maintenu a température ambiante pendant 45
minutes (jusqu'a l'apparition de la couleur bleue caractéristique), puis centrifugé a 3 000
tours/min pendant 5 minutes. L'absorbance du surnageant clair est mesurée a ’aide d’un
spectrophotomeétre UV-Vis. Un contrdle sans réactif FC et un blanc avec du méthanol a la
place de I'échantillon ont été inclus dans le test. Le contenu polyphénolique total a été
exprimé en milligrammes d’équivalents d'acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g
extrait). La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique :

y =0,0027 x + 0,0982 avec R?=0,9929
Dans nos travaux, ce protocole a été adopté pour les extraits chloroforme et n- butanol.

V.3 Evaluation de ’activité antioydante

V.3.1 Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH")

V.3.1.1 Principes

Le test de piégeage du radical DPPH est ’'une des premieres méthodes qui étudia la
relation qui existe entre la structure des composés phénoliques et leurs activités
antioxydantes [2]. Plusieurs modifications ont été introduites et un paramétre important a été
ajouté qui n’est autre que le facteur Clsg introduit par Brand-Williams et al.[3].Ce parametre
est défini comme étant la concentration d’un inhibiteur entrainant une diminution de 50% de
I’absorbance. A cette concentration la moitié du DPPH" est sous forme réduite. Le facteur
CEso (concentration efficace médiane) est également utilisé, il correspond & la concentration
d’un échantillon nécessaire a I’obtention de 50% d’effet antioxydant.

Dans cette analyse, le radical libre stable DPPH" qui absorbe dans le visible a une longueur

d’onde de 515 a 520 nm est de couleur pourpre [3], il est réduit par les molécules dites
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antioxydantes en 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine de couleur jaune pale (Figure V.1). La
capacité de piégeage est géenéralement évaluée dans des milieux organiques en suivant la

diminution de 1’absorbance.

sUsBloWe

+ ArOH . NH +  ArO*

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH") 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine

Pourpre Jaune pile

Figure V.1: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Le radical DPPH est un radical de taille relativement grande, ainsi seules les petites
molécules ont un meilleur acces pour I’inhiber et auront donc une capacité antioxydante plus
élevée [4].C’est pour cela que beaucoup de composés antioxydants de taille moléculaire
élevée qui répondent rapidement avec des radicaux de petite taille peuvent réagir lentement ou
méme étre inertes dans cette analyse. Par ailleurs la solubilité du radical DPPH limitée aux
solvants organiques, essentiellement les alcools, constitue une limite majeure de cette
technique [5] en outre, la présence d’impuretés (basiques ou acides) dans le solvant, influe sur
I’équilibre d’ionisation des composés testés et conduit soit a une diminution soit a une

amélioration des constantes de vitesses mesurees [6].
V.3.1.2 Protocole expérimental

Les activités antiradicalaires des extraits n-butanol et chloroforme et de la vitamine C
(ttmoin positif) ont été déterminées a l'aide du test du radical stable 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyle (DPPH") selon la procédure précédemment décrite par Kirmizibekmez
[7].Une aliquote (37,5 pL) de la solution de méthanol contenant différentes quantités de
chaque extrait ou de vitamine C, a été ajouté a 1,5 mL de la solution de DPPH * fraichement
préparee (0,025 g/L dans MeOH) ; la concentration maximale utilisée était de 200 pg/mL. Un
volume égal (37,5 pL) de méthanol seul a été ajouté aux tubes témoins. L'absorbance a été

mesurée a 517 nm sur un spectrophotometre UV-visible (Evolution 201, Thermo Fisher
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Scientific, Italie) 10 min aprés le début de la réaction. La concentration de DPPH" dans le
milieu réactionnel a été calculée a partir de la courbe de calibration (intervalle 5—36 pg/mL)
analysée par régression linéaire (y = 1,215x +15,857, R?=0,96 et y = 0,296x —0,603, R? =
1). Les concentrations efficaces medianes (CEso, pg/mL) ont été calculées et les résultats sont

rapportés plus loin dans la partie réservée aux discussions.

V.3.2 Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical cation
ABTS™ (TEAC)
V.3.2.1 Principe

Le radical cation ABTS (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonique) de coloration vert-bleu, est formé par oxydation de I’ABTS incolore, par des
composés comme le peroxyde d’oxygéne [8], le dioxyde de manganése [9] ou le persulfate
de potassium. Le test est basé sur la capacité des composés a pieger le radical cation ABTS.
La méthode consiste a ajouter le composeé a tester au radical cation ABTS. L'étendue de la
décoloration de la couleur bleu-vert, quantifiée comme une diminution de I'absorbance a 734
nm, dépend de la durée de la réaction, de l'activité antioxydante intrinseque et de la
concentration dans I'échantillon en antioxydants. Comme les autres tests de balayage de
radicaux, le test TEAC peut soit suivre la décroissance de I'absorbance avec le temps, soit la
chute a un certain point final. Lorsqu'elle est utilisée en tant que test de point final, la méthode
TEAC nécessite une détermination fiable du point final de la réaction pour une évaluation
quantitative de l'activité antioxydante [4] Les résultats obtenus par le test TEAC sont
exprimés en équivalents trolox. Ainsi, plus I’absorbance est faible, plus la valeur TEAC est

élevée, plus I’antioxydant est efficace [10]
V.3.2.2 Protocole expérimental

A une solution aqueuse d’ABTS (7 mM) est ajoutée un méme volume d’une solution de
persulfate de potassium a 2,45 mM. Le mélange est agité pendant une nuit dans le noir a
température ambiante pour former le radical cation ABTS™.La réaction est toujours
incompléte, méme si elle commence immédiatement elle ne se stabilise qu’apres 12 heures au
minimum. La solution obtenue est stable lorsqu’elle est conservée a 1’abri de la lumiére et a

température ambiante. Avant utilisation, la solution est diluée pour obtenir une absorbance
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voisine de 0,70 a 734 nm et a 30°C. Cette solution est considérée préte a I’emploi, ainsi les
activités antioxydantes in vitro des extraits chloroforme et n- butanol de S. Chamaecyparissus
L. ont été déterminées par le dosage de la capacité antioxydante en équivalents trolox (TEAC)
[11].Les extraits sont dilués dans du méthanol afin d’obtenir les concentrations suivantes :
0,25; 0,50 ; 0,75 et 1 mg/mL. La réaction est initiée par addition de 1,5 mL d’ABTS"™" dilué
(A =0,70 a 734 nm), a 15 puL de chaque solution d’échantillon a tester. Les analyses sont
répétées trois fois pour chaque échantillon. Le pourcentage d'inhibition de I'absorbance a 734
nm a été calculé pour chaque concentration par rapport a un blanc (MeOH). Les activités
antioxydantes sont exprimées en valeurs TEAC et sont comparées a l'activité TEAC de la
quercétine 3-O-glucoside utilisée comme composé de référence. Sachant que le TEAC est
défini comme étant la concentration d'une solution standard de trolox ayant la méme capacité

antioxydante qu'un extrait a tester de 1 mg/mL.

V.4 Résultats et discussion

V.4.1 Dosage des polyphénols totaux (TPC) des extraits de Santolina

chamaecyparissus
Les valeurs reportées dans le tableau V.1 montrent un taux élevé en polyphénols avec
240,20+0.0001 mg EAG /g extrait pour I’extrait n-butanol, cette richesse en polyphénols est
I’une des spécificités de la famille des composées, en plus les polyphénols sont solubles dans
le n-butanol sans oublier le climat qui stimule la biosynthése des métabolites secondaires [12]
quant a 1’extrait chloroforme, son taux est nettement inférieur puisqu’il est de 6 ,62+0,03 mg
EAG /g extrait.

Tableau V.1: Teneurs en polyphénols totaux des extraits de S. chamaecyparissus

n-BuOH CHCI3

TPC (mg EAG/g 240,20+0,001 6,62+0,03

extrait &b

3 Evalués par la méthode de Folin-Ciocalteu. ® Exprimés en milligrammes d’équivalents d’acide
gallique par gramme d’extrait
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V.4.2 Evaluation de Pactivité antioxydante
V.4.2.1 Activité antiradicalaire par ’effet scavenger du radical DPPH

des extraits de S. chamaecyparissus

Le test du radical DPPH des extraits de Santolina chamaecyparissus étudiés, représenté par
les pourcentages de la concentration efficace médiane (Tableau V.2) a montré une meilleure
activité antioxydante de 1’extrait n-butanol (CEs0=28,11+0,02 pg/mL) par rapport a 1’extrait
chloroforme (CEs0=160,90£0,02 pg/mL). Ceci peut étre di a la richesse de 1’extrait n-BuOH
en composées phénoliques. Cependant cette activité reste inférieure a celle de la vitamine C

utilisée comme standard (CEso=4,40+0,07 png/mL).

V.4.2.2 Capacité antioxydante par le piégeage du radical cation ABTS™
(TEAC)

Les valeurs TEAC des extraits n-butanol et chloroforme (Tableau V.2) de S.
chamaecyparissus ont été comparées a celle de la quercétine 3-O-glucoside prise comme
contréle positif. Les résultats sont en accord avec ceux obtenus dans le test DPPH, révélant
que I’extrait n-butanol présente une activité de piégeage des radicaux libres supérieure a celle
de I’extrait chloroformique. On reléve que I’activité de 1’extrait n-butanol est comparable a
celle de la quercétine 3-O-glucoside (TEAC = 1,81 mM).

Tableau V.2: Résultats des activités antiradicalaires : tests DPPH et TEAC des extraits
CHCI3 et n-BuOH de S. Chamaecyparissus

DPPH TEAC
(ECso, pg/mL)¢ (mg/mL M=+SD)°
n-BuOH 28,11+0,02 1,520,011
CHCl3 168,90+0,02 0,758+0,003
Quercetine 3-O- glucoside® - 1,813+0,009
Vitamine Cf 4,40+0,07 -

¢ Determiné par le test TEAC; Intervalle des concentrations testées [0.25—1.00 mg/mL].
4 Determiné par le test DPPH. Intervalle des concentrations testées [2.5—50 pg/mL].
ef Controles Positifs, (MM + SD) pour le test TEAC.

V.5 Détermination de I'activité antimicrobienne des produits
isolés de Centaurea pungens
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Dans le but de valider I'utilisation de C. pungens en médecine traditionnelle, I’activité
antimicrobienne des composés isolés de ses parties aériennes a été évaluée contre les souches
a Gram positif : Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Listeria innocua et les souches a
Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fragi.

V.5.1 Méthode de diffusion sur disques

L'activité antibactérienne des composes 1 a 9 isolés de C. pungens a éte testée par la
méthode de diffusion sur disque [13] sur des plaques de gélose contre Bacillus cereus (DSM
4313 et DSM 4384), Pseudomonas aeruginosa (DSM 50071), Pseudomonas fragi (DSM
3456) et Listeria innocua (DSM 20649) fournis par Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen et Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Allemagne) (Tableau V. 3).

Chaque souche a été incubée a 37°C pendant 18 h dans un bouillon Luria-Bertrani (Sigma-
Aldrich, Milan, Italie). Les suspensions microbiennes [1 x 10® unités formant colonies
(UFC)/mL] ont été uniformément réparties sur des boites de Pétri stériles de 9 cm de
diameétre. Les disques de papier filtre Wattman N° 1 (5 mm de diametre) ont été imprégnés
d’extrait (quantité finale comprise entre 5 et 20 pg/disque). Aprés un séchage de 60 minutes a
température ambiante, ils sont placés individuellement sur les plaques inoculées. Les plaques
sont ensuite incubées a 37 °C pendant 24 a 48 heures, selon la souche. L'activité des
composés a été evaluée en mesurant le diameétre (en mm) des zones d'inhibition autour des
disques. Le diméthylsulfoxyde stérile (DMSO, Sigma-Aldrich, Milan, Italie) et la
gentamycine (8 pg/disque; Sigma-Aldrich Milano, Italy) ont été utilisés comme témoin
négatif et témoin positif, respectivement. Les échantillons ont été testés en triplicata et les
résultats sont exprimés par la moyenne des 3 valeurs + SD.

Tableau V.3 : Les quatre souches utilisées pour le test antibactérien

Noms des souches References Fournisseurs
Bacillus cereus DSM 4313 Braunschweig

DSM 4384 DSMZ  Allemagne
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 -
Pseudomonas fragi DSM 3456 -
Listeria innocua DSM 20649 -

V.5.2 Détermination de la concentration minimale d’inhibition (CMI)

V.5.2.1 protocole expérimental
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Les valeurs de CMI pour les composés isolés 1 a 9 ont été évaluées par le dosage a la
résazurine sur microplaque [14]. Les échantillons ont été dissous dans du DMSO et distribues
dans une plaque multipuits avec différents volumes de bouillon Muller-Hinton (Sigma-
Aldrich, Milano, Italie). Deux dilutions en série ont été effectuées de maniere a ce que chaque
puits contienne 50 puL du mateériel a tester a des concentrations décroissantes en série. Une
quantité de 35 pL de bouillon iso-sensibilisé et 5 puL de résazurine, utilisée comme solution
indicatrice, ont été ajoutés a un volume final/puits de 240 pL. Enfin, 20 puL de suspension
bactérienne ont été ajoutés a chaque puits pour atteindre une concentration d'environ 5 x 10°
CFU/mL. Le diméthylsulfoxyde stérile (DMSO, Sigma-Aldrich) et la ciprofloxacine (1
mg/mL dans du DMSO) ont été utilisés comme contrdles négatif et positif, respectivement.
Les plaques ont été préparées en triplicata et incubées a 37°C pendant 24 heures. La
concentration la plus basse a laquelle un changement de couleur s'est produit (du violet foncé
a incolore) correspond a la concentration minimale d’inhibition qui n’est autre que la valeur

de la CMI.

V.5.3 Résultats et discussion

Les résultats des travaux effectués sur 1’activité antibactérienne réalisée par la méthode de
diffusion sur disque, des composés 1 a 9 isolés de C. pungens, sont présentés dans le tableau
V.4, Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) sont reportées dans le tableau V.5.
L’analyse de I’ensemble de ces travaux, montre que Pseudomonas aeruginosa était la souche
présentant la sensibilité la plus élevée vis-a-vis de tous les composeés isolés de C. pungens.
Cette souche était déja active a 10 pg/disque, avec des halos d'inhibition supérieurs a 4 mm et
des CMI pas plus grandes que 160 pg/ml. Par contre, Pseudomonas fragi a montré une plus
grande résistance aux composés testés, seuls les composés CP1 (centauréolide A) et CP6
(hispiduline 7-O-B-D-glucuronopyranoside) ont montré une faible activité inhibitrice contre
cette souche, produisant des halos d'inhibition ne dépassant pas 4 mm a 20 ug/disque. Les
deux souches de Bacillus cereus étaient sensibles au composé CP8 (apigenin-7-O-(6-
methoxy)-B-D-glucuronopyranoside) avec une CMI = 160 pg / mL.

L’hispiduline (CP5) a montré D’efficacité antimicrobienne la plus élevée. En effet, la
présence de 20 pg d’hispiduline sur le disque de papier filtre a mené a la formation d’un halo
d’inhibition d’environ 14 mm de diamétre contre Listeria innocua et un halo d’inhibition

d’environ 8,7 mm contre P. aeruginosa, avec des valeurs de CMI de 40 et 100 pg/mL,
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respectivement. Dans la littérature, I'activité antimicrobienne de I'hispiduline obtenue a partir
d'Inula viscosa, contre B. cereus de Cirsium arvense contre P. aeruginosa [15] a été
constatee.

Par ailleurs, l'activité antimicrobienne des lactones sesquiterpéniques est connue,
notamment celle des lactones sesquiterpeniques isolées du genre Centaurea, en particulier
contre P. aeruginosa. De plus, l'activité de certains des composés testés contre Listeria, en
particulier I'nispiduline, ouvre des perspectives intéressantes sur l'utilisation de ce composé
comme agent de conservation naturel, y compris dans d'autres domaines, tels que la science
alimentaire. Les résultats obtenus suggérent la possibilité d'utiliser ce composé comme agent
conservateur de certains aliments qui, s'ils n'étaient pas transformés ou stockés de maniere

appropriée, pourraient étre contaminés par la souche Listeria.

Tableau V.4: Activité antimicrobienne des composés 1 a 9, sur les souches testées (zones
d’inhibition en mm)

5 pg/disque 10 pg/disque 20 pg/disque
BC BC PA PF LI BC BC PA PF LI BC BC PA PF LI
4384 4313 4384 4313 4384 4313

1 0 0 2670 540 O 0 50 0 5%0 0 0 667 367 O
0,57 0,57 0,57

2 0 0 233+ 0 O 0 0 6t0 0 O 0 0 100 0 0
0,15

3 0 0 O O O (3674 O 5+0 0 O | 4+0 667t 610 O 0

0,57 0,57

4 0 0 233t 0567 O 0 6,67 0 6,67 O 0 867 O 810
0,15 0,57 0,57 0,57 0,57

5 0 0 233+ 0 10+0| O 0 740 0 10+0| 10+0 8,67+ 8,67+ 0 1367+
0,15 0,57 0,57 0,57

6 0 0 36720 40| O 0 60 0 467+ O 0 6,67t 3,67 0
0,57 0,57 0,57 0,57

7 0 0 0 0 O 0 0 6 0 O 0 7,67t 7,67% 0 0

0,57 0,57

8 0 0 2,33+ 0 367%[ 50 6,67+ 4,67+ 0 340|567+ 7+0 540 0 510
0,57 0,57 0,57 0,57 0,57

9 0 0 267£ 0 O 0 80 467+ 0 O 0 1040 6%0 0 0
0,57 0,57

Gentamicine 14,67% 16,83+ 15,33+ 16,67* 18,83+

(8 pg/disk) 057 104 057 057 057

Les valeurs sont exprimées en millimetres. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne £ ET (n = 3).
BC4384 E: Bacillus cereus DSM 4384 ; BC 4313: Bacillus cereus 4313; PA : Pseudomonas aeruginosa ; PF:

Pseudomonas fragi ; L1 : Listeria innocua.
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Tableau V.5 : Concentration minimale d’inhibition (CMI, [1g/mL) des composés 1 a 9 isolés
de C. pungens

Souches

testées 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Bacillus 1000 | 1000 | 160 1000 | 300 1000 | 1000 | 160 1000
cereus 4384

Bacillus 1000 | 1000 | 300 1000 | 300 1000 | 300 160 160

cereus 4313

Pseudomonas | 100 100 160 100 100 100 160 100 100

aeruginosa

Pseudomonas | 400 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 400 1000 | 1000 | 1000
fragi

Listeria 400 1000 | 1000 |80 40 80 1000 | 100 1000
innocua
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Conclusion générale

Les travaux que nous avons développés dans le cadre de cette thése ont porté sur des
investigations phytochimiques et biologiques de deux plantes de la famille des Astéracées,
Santolina chamaecyparissus et Centaurea pungens. Les parties aériennes des deux plantes ont
¢été récoltées en période de floraison optimale. Aprés séchage dans un endroit aéré a I’abri des
rayons solaires et de I’humidité, le mélange feuilles et fleurs de S. chamaecyparissus et les
fleurs de C. pungens sont mises a macérer séparément dans de 1’éthanol a 70% pour la
premiere et du MeOH a 70% pour le seconde, trois fois avec renouvellement du solvant et a
température ambiante. Aprés filtration et concentration sous pression réduite a une
température n’excédant pas 35°C, les extraits hydroalcooliques sont dilués dans de 1’eau
distillée a raison de 400 mL pour 1 kg de matiére végétale séche, sous agitation magnétique et
laissés reposer pendant une nuit a 4°C pour précipiter un maximum de chlorophylles. Apreés
filtration, les deux solutions obtenues ont subi des épuisements avec des solvants de polarité
croissante notamment le chloroforme, ’acétate d’éthyle et le n-butanol pour obtenir les

extraits correspondants.

Les travaux effectués sur S. chamaecyparissus ont concerné les extraits chloroforme et n-
butanol et ont débuté par le dosage des phénols des deux extraits en utilisant la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteau. Les teneurs en phénols exprimées en mg d’équivalent
acide gallique par g d’extrait ont montré que I’extrait n-BuOH (240,20 mg GAE/g d’extrait n-
BuOH) est beaucoup plus riche en phénols que I’extrait chloroforme (6,62 mg GAE/g
d’extrait CHCI3). Les travaux biologiques ont porté sur 1’évaluation in vitro de ’activité
antioxydante des deux extraits en utilisant le test de réduction du radical DPPH et le test
TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Le test du radical DPPH a montré que
I’activité antiradicalaire de 1’extrait N-BUOH(ECso = 28,11ug/mL) est plus importante que
celle de I’extrait chloroforme (ECso = 168,90 ng/mL), cependant 1’extrait n-BuOH est moins
actif que la vitamine C, utilisée comme contréle positif (ECso = 4,40 pg/mL). Les résultats du
testTEAC étaient en accord avec ceux du test du radical DPPH, en montrant que 1’activité de
I’extraitn-BuOH était plus importante que celle de I’extrait chloroforme et est comparable a
celle de la quercétine 3-O- glucoside (1,813 mM) utilisee comme contr6le positif. A la
lumiére de ses résultats et dans le but de rechercher la différence entre les deux extraits nous

nous sommes intéressés a 1’étude de leur composition chimique.
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CAinsi I’extrait chloroforme a été fractionné sur une colonne de gel de silice. Les fractions
obtenues ont été séparées et purifiées par CCM et/ou sur colonne de Sephadex LH-20, pour
donner 6 composes : eupatiline, circimaritine, circimaritine 5-methyl etheret cirsiliolen
mélange (58,53 et 41,47%, respectivement), le 1,3-propanediol,2-amino 1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl) et lutéoline. L’investigation de 1’extrait butanolique a mené a I’isolement a
I’état pur, et la détermination de 7 composés : prunasine, prunazine 6’-O-acétate,lutéoline 7-
O-B-D-glucopyranoside, syringoside, junipeionoloside, citroside A, lonicerine et apigénine 7-
O-B-D-néohesperidoside. Les structures ont été élucidées par les méthodes spectroscopiques
incluant la RMN-1D (*H,C ) et les expériences de RMN-2D (COSY, HSQC, HMBC) ainsi
que la ESIMS.

Il faut noter que la prunasine, la prunazine 6’-O-acétate et le syringoside n’ont jamais été
reportés dans le genre Santolina mais décrites dans d’autres genres de la famille Asteraceae.
A ce jour, la lutéoline 7-O-B-D-glucopyranoside a été isolée de S. insularis et de S. pinnata,
un petit arbuste considéré comme une sous-espéce de S. chamaecyparissus L., tandis que la
lonicérine et I’apigénine 7-O-f-D-néohespéridoside n’ont jamais été isolées du genre
Santolina. Le junipeionoloside, un 3-oxo-a-ionol glucoside peu commun a été reporté
uniquement de Juniperusphoenicea et Galegaofficinalis, par contre le citroside A est un
mégastigmane jamais rencontré dans le genre Santolina. Ces deux mégastigmanes sont

nouveaux pour la famille Asteraceae.

Ces résultats expliquent bien la bonne activité antioxydante de 1’extrait n-BuOH.
Les travaux effectués sur C. pungens ont concerné les extraits acétate d’éthyle et n-BuOH des
fleurs. Les mémes protocoles expérimentaux suivis pour S. chamaecyparissus ont été adoptés
pour cette espece. Les travaux de séparation et de purification par diverses méthodes

chromatographiques ont permis I’isolement de 9 composés a I’état pur. Il s’agit de :

- 3 lactones sesquiterpéniques : le centaureolide A, le centaureolide B et le 113, 13-
dihydrosalonitenolide  15-O-B-glucopyranoside. Les 2 premiéres sont
nouvelles et sont donc décrites pour la premiere fois dans la littérature.

- 2 flavonesméthoxylées : 1’hispiduline et la 6-méthoxylutéoline 7-methyl ether

- 3 flavonesglucosylées : I’hispiduline 7-O-B-D-glucuronopyranoside, 1’apigénine 7-O-
B-D-glucuronopyranoside et I’apigénine 7-O-B-D-(6’’-méthylglucuronopyranoside).

- un dérivé de I’acide quinique : ’acide 5-O-caféoylquinique.
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Dans le but de valider I'utilisation de C. pungens en médecine traditionnelle, nous avons
évalué I’activité antimicrobienne des composeés isolés contre les souches a Gram positif :

Bacillus cereus 4313 et DSM 4384, Staphylococcus aureus et Listeria innocua et les souches
a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fragi. Nos résultats ont montré
que Pseudomonas aeruginosa était la souche présentant la sensibilité la plus élevéevis-a-vis
de tous les composés isolés de C. pungens qui ont montré une activité a 10 pg/disque, avec
des halos d'inhibition supérieurs a 4 mm et des valeurs de la CMI ne dépassant pas a 160
ug/mL. Par contre, Pseudomonas fragi a montré une plus grande résistance aux composés
testés, ou seuls le centaureolide A et I’hispiduline 7-O-B-D-glucuronopyranoside ont montré
une faible activité inhibitrice contre cette souche produisant un halo d’inhibition ne dépassant
pas 4 mm a 20 pg/disque. Les deux souches de Bacillus cereus étaient sensibles a
I’apigénine7-0O-(6-methoxy)-p-D-glucuronopyranoside (CMI=160 ug/mL). L’hispidulinea
montré I’efficacité antimicrobienne la plus élevée, en effet, la présence de 20 pg d’hispiduline
sur le disque de papier filtre a conduit a la formation d'un halo d'inhibition d'environ 14 mm
de diamétre contre Listeria innocua et une auréole d’environ 8,7 mm contre P. aeruginosa,
avec des valeurs de le CMI de 40 pg/mL et 100 pg/mL, respectivement. Nos résultats
concernant I’activité antimicrobienne de I'hispiduline contre B. cereuset P. aeruginosa sont en
accord avec ceux reportés dans la littérature. 1l en est de méme pour les résultats relatifs
al’activité antimicrobienne de nos lactones sesquiterpéniques confirmant I’efficacité de ce
type de molécule reportée dans la littérature en particulier contre P. aeruginosa. Les résultats
de nos tests concernant une partie des composés testés contre Listeriainnocua et notamment
I’hispiduline, ouvrent des perspectives attrayantes sur l'utilisation de ce composé comme

agent naturel de conservation dans des domaines, tels que les sciences alimentaires.
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Résumé

Ce travail fait partie du programme de recherche établi par notre unité de recherche et qui consiste
en I’investigation phytochimique de plantes médicinales algériennes, appartenant a des familles
réputées pour leur richesse en métabolites secondaires a activités biologiques potentielles. Dans ce
contexte, deux espéces ont été sélectionnées : Santolina Chamaecyparissus et Centaurea pungens, vu
leur appartenance a la famille Asteraceae dont la richesse en composés bioactifs n’est plus a
démontrer.

Connues surtout pour leurs huiles essentielles, les parties aériennes de S. chamaecyparissus
(feuilles + fleurs) ont subi une extraction par macération dans I’éthanol a 70%. Apres filtration,
concentration et dilution a 1’eau distillée, I’extrait hydroalcoolique obtenu est soumis a des
affrontements successifs par des solvants de polarité croissante (CHCIs, AcOEt et n-BuOH) pour
donner les trois extraits dérivés correspondants. Nos expérimentations ont concerné les extraits
CHCI; et n-BuOH et ont porté en premier lieu sur le dosage des phénols totaux des deux extraits
puis 1’évaluation de leur activité antioxydante par le test de réduction du radical DPPH et le test
TEAC. Les résultats ont montré que 1’extrait n-BuOH est plus riche en composés phénoliques et qu’il
est meilleur antioxydant que 1’extrait CHClz dans le test de piégeage du radical DPPH avec la
vitamine C contréle positif. Dans le test TEAC, les résultats étaient en accord avec ceux du radical
DPPH, en effet I’extrait n-BuOH a montré une activité importante et similaire a celle de la quercétine
3-O-glucoside utilisée comme contréle positif. Suite a ces résultats encourageants, les deux extraits
ont été soumis aux techniques chromatographiques et 15 composés ont été isolés des deux extraits.
Les structures de 14 de ces composés ont été¢ déterminées. Il s’agit de 5 flavones aglycones dont 4
méthoxylées, 3 flavones glycosylées dont 2 nouvelles pour le genre Santolina, 2 mégastigmanes
glucosides nouveaux pour la famille Asteraceae, 2 phénylpropanoides nouveaux pour le genre
Santolina et 2 composés cyanogéniques également nouveaux pour le genre Santolina.

L’investigation phytochimique de Centaurea pungens (Fleurs) menée de facon similaire a celle
reportée pour S. chamaecyparissus, a permis d’isoler 9 produits a I’état pur: 3 lactones
sesquiterpéniques dont 2 décrites pour la premiére fois dans la littérature, 2
flavonesméthoxylées, 3 flavonesglucosylées et un dérivé de 1’acide quinique. Afin de valider
I'utilisation de C. pungens en médecine traditionnelle, I'activité antimicrobienne des 9 composés
isolés, a été évaluée contre les souches a Gram positif : Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et

Listeria innocua et les souches a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas fragi.

Mots clés : Santolina chamaecyparissus, Centaurea pungens, Asteraceae, Métabolites secondaires,
Activité antioxydante, Dosage des phenols et flavonoides totaux. Activité antimicrobienne.

Ces travaux ont fait I’objet de deux publications internationales dans des revues de catégorie A.



Abstract

This work is part of the research program established by our research unit which consists in
the phytochemical investigation of Algerian medicinal plants belonging to families known for
their richness in secondary metabolites with potential biological activities. In this context, two
species were selected: Santolina chamaecyparissus and Centaurea pungens, given their belonging
to the family Asteraceae whose richness in bioactive compounds is well established.

Known mainly for their essential oils, the aerial parts of S. chamaecyparissus (leaves +
flowers) were macerated in 70% ethanol. After filtration, concentration and dilution with distilled
water, the obtained hydroalcoholic extract is subjected to successive extractions by solvents of
increasing polarity (CHCIs, AcOEt and n-BuOH) to give the three corresponding derivative
extracts. Our experiments concerned the CHCIs and n-BuOH extracts and focused on the
determination of the total phenols of the two extracts and then the evaluation of their antioxidant
activity by the DPPH radical reduction and TEAC tests. The results showed that the n-BuOH
extract is richer in phenolic compounds and is better antioxidant than the CHCIs extract in the
DPPH radical scavenging assay with vitamin C as positive control. In the TEAC test, the results
were in agreement with those of the DPPH radical test, in fact the n-BuOH extract showed a
significant and similar activity to that of quercetin 3-O-glucoside used as positive control.
Following these encouraging results, both extracts were subjected to chromatographic techniques
and 15 compounds were isolated. The structures of 14 of these compounds were determined.
These are 5 flavone aglycones including 4 methoxylated; 3 glycosylated flavones, 2 of which
were new for Santolina genus; 2 megastigmane glucosides new for Asteraceae family; 2
phenylpropanoids new for the genus Santolina and 2 cyanogenic compounds also new for the
genus Santolina.

The phytochemical investigation of Centaurea pungens (Flowers) conducted by similar methods
as reported for S. chamaecyparissus, allowed the isolation of 9 pure products: 3 sesquiterpene
lactones, 2 of which were described for the first time in the literature, 2 methoxylated flavones, 3
glucosylated flavones and a derivative of quinic acid. In order to validate the use of C. pungens in
traditional medicine, the antimicrobial activity of the 9 isolated compounds was assessed against
Gram-positive strains: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Listeria innocua, and Gram-

negative strains: Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas fragi.

Keywords: Santolina chamaecyparissus, Centaurea pungens, Asteraceae, Secondary metabolites,
Antioxidant activity, Determination of phenol content, Antimicrobial activity.

This work has been the subject of two international publications in category A journals.
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Antimicrobial activity

Two new amino acid-sesquiterpene lactone conjugates, named centaureolide A (1) and centaureolide B (2) along
with a germacrane derivative (3), five flavonoids (4-8) and one quinic acid derivative (9) have been isolated
from the aerial parts of Centaurea pungens (Asteraceae). Their structures were established by a combination of
one- and two-dimensional NMR techniques, and mass spectrometry. The never reported sesquiterpene lactones
have been determined as germacrane derivatives (1 and 2) characterized by the unusual occurrence of a proline
moiety. In order to validate the use of the extract of C. pungens in folk medicine, the antimicrobial activity of the

isolated compounds against the Gram-positive strains Bacillus cereus, Staphylococcus aureus and Listeria innocua
and the Gram-negative strains Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas fragi was evaluated.

1. Introduction

The genus Centaurea (tribe Cynareae, family Asteraceae), re-
presented by herbaceous thistle-like flowering plants, is widely dis-
tributed all over the world [1]. It includes more than 500 species, 45 of
which growing spontaneously in Algeria, with 7 species localized in the
Sahara desert [2]. Many Centaurea species are used in the folk medicine
of many countries for treatment of cancer, microbial infections and as
stimulant, tonic, diuretic and anti-rheumatic remedy [3,4]. The main
secondary metabolites of Centaurea species are represented by tri-
terpenes, flavonoids, lignans, and sesquiterpene lactones [3,5,6].

C. pungens is a herbaceous plant with spined bracts on the flower-
head, of rocky and sandy pasturages in Algeria and Mauritania, oc-
curring throughout the Sahara area. It provides good grazing for all
stock. Moreover, this species is used as condiment and in folk medicine
for the treatment of respiratory infections [7].

To the best of our knowledge, there is no report on the secondary
metabolites of C. pungens and their biological activity. In the frame of
our ongoing researches on Algerian plants, the phytochemical study of
the aerial parts of C. pungens was carried out with the aim to investigate
the chemical composition and to validate the antimicrobial activity
attributed to this plant by folk medicine. Herein, the isolation and
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E-mail address: piacente@unisa.it (S. Piacente).
! These authors contributed equally to the work
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structural elucidation of two germacrane derivatives (1-2), never re-
ported in literature, along with seven known compounds among which
one germacranolide (3), five flavonoids (4-8) and one quinic acid de-
rivative (9) has been reported. Their structures were established by a
combination of one- and two-dimensional NMR techniques, along with
mass spectrometry. The two previously unreported germacrane deri-
vatives (1 and 2) are characterized by the unusual occurrence of a
proline moiety. In order to validate the use of the extract of C. pungens,
and on the basis of the antimicrobial activity reported for germacrane
derivatives [8], the antimicrobial activity of the isolated compounds
against the Gram-positive strains Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
and Listeria innocua and the Gram-negative strains Pseudomonas aeru-
ginosa, and Pseudomonas fragi was evaluated.

2. Results and discussion

The MeOH/H,O0 extract of the flowers of C. pungens was fractionated
by chromatographic methods, to afford two germacrane derivatives
never reported in literature (1-2), one germacranolide (3), five flavo-
noids (4-8) and one quinic acid derivative (9) (Fig. 1). Their structures
were established by 1D and 2D NMR experiments in combination with
HR-ESIMS analyses (Table 1).
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Fig. 1. Chemical structures of secondary metabolites isolated from Centaurea pungens.

Table 1
'H (600 MHz) and '3C (150 MHz) NMR spectroscopic data for compounds 1-2.
1 2
S¢ 8y (J in Hz) S¢ 8y (J in Hz)
1 129.4 5.00, dd (5.9, 10.6) 131.2 5.05, brd (10.7)
2 26.6 2.20 (2H), m 26.0 2.31, 2.20, m
3 35.3 2.62,1.95, m 34.6 2.63, 1.99, m
4 144.3 - 139.2 -
5 129.2 4.82,d (9.6) 135.0 4.97,d (9.3)
6 78.1 5.16, t (9.6) 68.9 4.53, t (9.3)
7 58.3 2.35, td (9.6, 3.2) 58.4 2.55, m
8 71.8 4.05, dd (3.2, 12.0) 81.3 4.34, t (9.6)
9 52.6 2.62, 2.40, m 47.7 2.70, brd (12.4),
2.56, m
10 134.8 - 139.5 -
11 43.9 3.32, m 44.4 3.37, ddd (2.9, 9.6, 10.0)
12 177.5 - 175.6 -
13 57.9 3.63, dd (5.5, 12.9) 58.2 3.52, dd (10.0, 13.0)
3.67, dd (6.6, 12.9) 3.62, dd (2.9, 13.0)
14 16.9 1.44, s 16.5 1.53, s
15 60.5 4.23,d (13.3) 59.6 4.23,d (12.9)
4.00, d (13.3) 3.88,d (12.9)
Proline Proline
1 173.2 - 173.2 -
2/ 71.4 3.98, dd (3.7, 9.2) 71.5 3.94, dd (5.7, 9.2)
3 29.8 247,232, m 29.5 2.49, 2.19, m
4 24.5 2.15, 2.00, m 24.3 2.17,1.99, m
5 55.9 3.86, 3.23, m 54.8 3.88,3.17, m

The molecular formula of compound 1 (CyH29NOg) was de-
termined by '*C NMR and HR-ESIMS data (m/z 378.1925 [M-H],
caled for CyoH2gNOg at m/z 378.1917). The IR spectrum of compound 1
showed a band at 1775cm ™' attributed to a y-lactone group. The
features of the 'H and '3C NMR spectra suggested a germacrane ring
with two double bonds at A»'° and A* [9]. In detail, the proton spec-
trum showed signals at § 5.00 (dd, J = 5.9 and 10.6 Hz) and at § 4.82
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(d, J = 9.6), assigned to H-1 and H-5 of the germacrane moiety, at §
4.23 and 4.00 (each, d, J = 13.3 Hz), ascribable to a primary alcoholic
function, at § 5.16 (t, J = 9.6 Hz) and 4.05 (brdd, J = 3.2, 12.0 Hz),
typical of protons linked to oxymethine carbons, and at § 1.44 (s)
corresponding to a vinyl methyl group. The primary alcoholic function
was assigned to C-15 on the basis of the HMBC correlations between the
proton signals at § 4.23 and 4.00 with the carbon resonances at § 144.3
(C-4), 129.2 (C-5) and 35.3 (C-3). The alcoholic function at § 4.05 was
located at C-8 by COSY and HMBC correlations. The presence of an
oxygenated function at C-6a (8§ 78.1) was suggested by the correlation
in the COSY spectrum of proton at § 5.16 (t, J = 9.6 Hz) with the signals
at § 4.82 (H-5) and § 2.35 (H-7). The HMBC correlation between the
proton signal at § 5.16 (H-6) and the carbon resonance at § 177.5 (C-12)
allowed us to identify a y-lactone unit. Further signals at § 3.67 (dd,
J = 6.6 and 12.9 Hz) and 3.63 (dd, J = 5.5 and 12.9 Hz), along with the
typical spin system of a proline unit were observed in the '"H NMR
spectrum (Table 1). A detailed analysis of NMR data suggested that
compound 1 possessed a germacrane unit, characterized by the pre-
sence of protons linked to an amminomethylene carbon, instead of the
secondary methyl group occurring at C-13. The *3C resonance of C-13 at
8 57.9 along with key HMBC correlations between the signals at § 3.67
and 3.63 with the carbon signals at § 43.9 (C-11), 58.3 (C-7), 177.5 (C-
12), 71.4 (C-2") and 55.9 (C-5’) allowed to establish the site of linkage
of the proline unit.

The relative stereochemistry of 1 was attributed by analysis of the
coupling constants and ROESY correlations, in comparison with lit-
erature. The [ orientation of H-11 was deduced from the coupling
constant (9.6 Hz) between H-7 and H-11, typical of a trans-diaxial
disposition of H-7 and H-11 [10]. The B-orientation of the hydroxy
function at C-8 was deduced by the coupling constant (3.2 Hz) between
H-7 and H-8, and confirmed by the absence of the ROESY correlation
between H-6 and H-8, observable in case of an a-oriented hydroxy
group at C-8 [10]. Therefore, the structure of compound 1 has been
established as depicted in Fig. 1 and named centaureolide A.
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The molecular formula of compound 2 (CyH29NOg) was de-
termined by '*C NMR and HR-ESIMS data (m/z 378.1922 [M-H] ",
caled for C5oH2gNOg at m/z 378.1917). The IR spectrum of compound 2
showed a band at 1775 cm ™! indicative of the presence of a y-lactone
group. The analysis of NMR data of 2 revealed also for this compound a
germacrane skeleton with a y-lactone group. In particular, the proton
spectrum showed signals at § 5.05 (brd, J = 10.7 Hz, H-1), 4.97 (d,
J =9.3, H-5), 4.23 and 3.88 (each, d, J = 12.9Hz, H-15), 4.53 (t,
J = 9.3Hz, H-6), 4.34 (t, J = 9.6 Hz, H-8), and at § 1.53 (3H, s, H-14).
The location of the y-lactone unit was established on the basis of the
downfield shift of C-8 at § 81.3 and the upfield shift of C-6 at § 68.9
revealing the occurrence of a C-8/C-12 olide ring. A detailed analysis of
2D-NMR (HSQC, HMBC and COSY) experiments revealed that com-
pound 2 showed chemical features similar to those reported for 11,13-
dihydroartemisiifolin [11], differing from it by replacement of Me-13
with an amminomethylene function (6y 3.52 and 3.62, §¢c 58.2). In a
previous study, the conformations of germacranolides, showing broa-
dened NMR spectra or even multiple NMR signals indicative of their
conformational mobility, were investigated by means of 'H and '3C
NMR spectroscopy and quantum mechanical calculations [11]. For
11,13-dihydroartemisiifolin a major conformer (in a ratio 85:15) was
described; its NMR data are in agreement with those of compound 2. As
for 11,13-dihydroartemisiifolin, a coupling constant of 9.6 Hz between
H-7 and H-11 and a ROE correlation between H-7 and the CH,-13 was
observed for compound 2.

Additionally, the proton spectrum of 2 revealed the presence of a
proline unit. Key HMBC correlations between the signals at § 3.52 and
3.62 with the carbon signal at § 71.5 (C-2") and 54.8 (C-5’) were ob-
served. Therefore, the structure of compound 2 was elucidated as de-
picted in Fig. 1 and named centaureolide B.

To determine the absolute configuration of proline, compound 2
was taken into acid hydrolysis study because of its higher quantity if
compared to 1. The absolute configuration of the proline unit was de-
termined by acid hydrolysis of compound 2 as L- proline and was as-
signed on the basis of its optical rotation value [12].

To the best of our knowledge, the previously undescribed com-
pounds, centaureolides A (1) and B (2), are very unusual re-
presentatives of a group of sesquiterpenes containing amino acid re-
sidues, in this case L-proline. A recent study reports an unusual adenine-
substituted germacrane sesquiterpene lactone, isolated from
Elephantopus tomentosus [13]. So far, the only one germacrane linked to
a proline unit is represented by saussureamine A, isolated from Saus-
surea lappa [14]. Noterworthy, compounds 1 and 2 represent the first
report in Centaurea genus of germacrane-amino acid conjugates, fol-
lowing the recent report of elemane-amino acid conjugates from C.
polyclada [12].

Additionally, 11f3,13-dihydrosalonitenolide 15-O-fB-glucopyrano-
side (3) [15], 6-methoxy,7-methyl-luteolin (4) [16], hispidulin (5)
[17], hispidulin 7-O-B-D-glucuronopyranoside (6) [18], apigenin-7-O-
B-D-glucuronopyranoside (7) [18], apigenin-7-O-(6-methoxy)-p-D-glu-
curonopyranoside (8) [18] and 5-O-caffeoylquinic acid (9) [17] have
been isolated.

With the aim to validate the use of C. pungens in folk medicine, the
antimicrobial activity of the isolated compounds against the Gram-po-
sitive strains Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, and Listeria innocua
and the Gram-negative strains Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fragi was evaluated. Results are shown in Table S1. The Minimal
Inhibitory Concentrations (MIC) are reported in Table 2.

Pseudomonas aeruginosa was the strain exhibiting the highest sen-
sitivity to all the compounds isolated from C. pungens which resulted
active already at 10 pg/disk, with inhibition halos greater than 4 mm,
and with MIC values not higher than 160 ug/mL. On the contrary,
Pseudomonas fragi showed a greater resistance to the tested compounds,
only compounds 1 and 6 showed a weak inhibitory activity against this
strain, producing an inhibition halo not higher than 4 mm at 20 ug/
disk. Both two strains of Bacillus cereus were sensitive to compound 8
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Table 2
Minimal Inhibitory Concentration (MIC, pg/mL) of Compounds 1-9 of
Centaurea pungens.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
4384 BCE 1000 1000 160 1000 300 1000 1000 160 1000
4313 BCE 1000 1000 300 1000 300 1000 300 160 160
PA 100 100 160 100 100 100 160 100 100
PF 400 1000 1000 1000 1000 400 1000 1000 1000
LI 400 1000 1000 80 40 80 1000 100 1000

4384 BCE: Bacillus cereus DSM 4384; 4313 BCE: Bacillus cereus 4313; PA:
Pseudomonas aeruginosa; PF: Pseudomonas fragi; LI Listeria innocua.

(MIC = 160 pg/mL).

Hispidulin (5) exhibited the highest antimicrobial effectiveness: the
presence of 20 ug of hispidulin on the filter paper disk led to the for-
mation of an inhibition halo of about 14 mm in diameter against Listeria
innocua, and a halo of about 8.7 mm against P. aeruginosa, with MIC
values of 40 ug/mL and 100 pg/mL, respectively. In literature the an-
timicrobial activity of hispidulin obtained from Inula viscosa, against B.
cereus [19] and from Cirsium arvense against P. aeruginosa [20] is re-
ported.

The antimicrobial activity of sesquiterpene lactones is known as
well as that exhibited by sesquiterpene lactones isolated from Centaurea
genus, especially against P. aeruginosa [20]. Moreover, the activity of
some of the tested compounds against Listeria, in particular hispidulin,
opens appealing perspectives on the use of this compound as a natural
preservative agent also in other fields, such as food science. The results
obtained suggest the possibility of using this compound as a pre-
servative agent of certain foods that, if not processed or stored in an
appropriate manner, could be contaminated by Listeria.

3. Experimental section
3.1. General instrumentation

Optical rotations were measured on a Autopol IV (Rudolph Research
Analytical) polarimeter. IR measurements were obtained on a Bruker
IFS-48 spectrometer. NMR experiments were carried out on a Bruker
DRX-600 spectrometer (Bruker BioSpinGmBH, Rheinstetten, Germany)
equipped with a Bruker 5mm TCI CryoProbe at 300 K. All 2D-NMR
spectra were acquired in MeOD,4 (99.95%, Sigma-Aldrich, Munich,
Germany) and standard pulse sequences and phase cycling were used
for DQF-COSY, HSQC, HMBC, and ROESY spectra. The NMR data were
processed using TopSpin 3.2 software. HRESIMS data were acquired on
an LTQ Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, USA) operating in negative ion mode.

3.2. Plant material

The aerial parts of Centaurea pungens were collected in the flowering
stage on May 2015 from the region of Bechar in the south west of
Algeria and authenticated by Professor Mohamed Kaabeche from the
University of Setif. A voucher specimen CP145/11 has been deposited
in the Herbarium of the VARENBIOMOL research unit, Freres Mentouri
University, Constantine 1.

3.3. Extraction and isolation

Air-dried flowers (720g) of Centaurea pungens were extracted at
room temperature with MeOH/H,O (7:3) for 72h, three times. The
combined ethanolic extracts were evaporated at room temperature,
suspended in water (400 mL) under magnetic stirring, and kept in the
refrigerator for one night to precipitate a maximum of chlorophylls.
After filtration, the resulting solution was successively partitioned with
CHCl;, EtOAc and n-BuOH. The organic phases were dried with
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Na,SO,, filtered and concentrated in vacuum up to 35 °C to obtain the
following extracts: CHCl; (3.54g), EtOAc (5.22g) and n-BuOH
(16.41 g). A part of the EtOAc extract (4.5 g) was fractioned on silica gel
column eluted with CHClz/acetone step gradients to yield 30 fractions
monitored by TLC. Fraction 5 (CHCls/acetone, 94:6) (58 mg) and
fraction 9 (CHCls/acetone, 92:8) (191 mg) gave precipitates which
were filtered and washed with methanol to afford compound 5
(39.6mg) and compound 4 (20.8mg), respectively. Fraction 17
(1300 mg) was subjected to a silica gel 60 column using CHCl3/MeOH
as eluent, to give 20 subtractions (1 —20). Subfraction 9 (CHCl3/MeOH,
92:8) showed the formation of a precipitate, which was filtered and
washed with MeOH to afford compound 7 (8.6 mg). From fraction 26
(265.5mg) (CHClz/acetone, 55:45), an aliquot was purified on a
Sephadex LH5, column eluted with MeOH, to yield compound 2 (5 mg).

A part of the n-BuOH extract (2.7 g) was fractioned on a Sephadex
(LH20) column eluated with MeOH to give 19 fractions. Fraction 3
(516.4 mg) was submitted to a semipreparative HPLC separation, using
MeOH-H,0 (40/60) as mobile phase (flow rate 2.5 mL/min) to yield
compounds 1 (1 mg, tg = 8.8min), 3 (1.4mg, tg = 11.2min) and 6
(2.2mg, tg = 14.1 min). Fraction 9 (44.6 mg) was purified by semi-
preparative HPLC using MeOH-H,O (35/65) as mobile phase (Flow rate
2.5mL/min) to yield compound 9 (1.6 mg, tg = 6 min). Fraction 17
(15.9 mg) showed the formation of a precipitate which was filtered and
washed with MeOH to afford compound 8 (4.4 mg).

3.3.1. Centaureolide A (1)

Amorphous white solid; C2oH29NOg; [a]Z® + 11.3 (c 0.1 MeOH); IR
VKB em ™1 3430 (> OH), 2920 (> CH), 1775 (C=0), 1630 (C=C); for
'H and '3C NMR (CD30D, 600 MHz and 150 MHz, respectively) data see
Table 1; HR-ESIMS [M-H] ~m/z 378.1925 (calcd for C5oH,gNOg at m/z
378.1917).

3.3.2. Centaureolide B (2)

Amorphous white solid; CooHoNOg; [a]Z® + 9.1 (c 0.05 MeOH); IR
VKB em ™ 1: 3435 (> OH), 2930 (> CH), 1775 (C=0), 1645 (C=C); for
'H and **C NMR (CD30D, 600 MHz and 150 MHz, respectively) data see
Table 1; HR-ESIMS [M-H] m/z 378.1922 [M-H]™ (caled for

C20H23N06 at m/z 3781917)
3.4. Acid treatment of centaureolide B (2)

Compound 2 (5 mg) was treated with 1% HCI at room temperature
and the reaction mixture was purified with RP-18 column chromato-
graphy. Optical rotation measurement of purified proline revealed its
absolute configuration as L ([OL]2D5 — 80.2, c. 0.001, MeOH) [12,21].

3.5. Determination of antimicrobial activity

3.5.1. Inhibition halo test

The antibacterial activity of compounds 1-9 isolated from C. pun-
gens was assayed by the inhibition halo test [22] on agar plates against
Bacillus cereus (DSM 4313 and DSM 4384), Pseudomonas aeruginosa
DSM 50071, Pseudomonas fragi (DSM 3456) and Listeria innocua (DSM
20649) provided by Deutsche Sammlung von Mikroorganismen and
Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Germany). Each strain was
incubated at 37 °C for 18h in Luria Bertani broth (Sigma-Aldrich, Mi-
lano, Italy). The microbial suspensions (1 x 108 colony forming units
(cfu)/mL) were uniformly spread on the solid media plates (O = 90 mm
dishes). Sterile Whatman grade 1 paper filter disks (O = 5 mm), were
impregnated with samples (final amount ranging from 5 to 20 pg/disk)
and, after 60-min drying at room temperature, they were individually
placed on the inoculated plates. Plates were subsequently incubated at
37 °C for 24-48 h, depending on the strain. The activity of compounds
was evaluated by measuring the diameter (in mm) of the inhibition
zones around the disks. Sterile di-methyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Al-
drich, Milano, Italy) and gentamycine (8pug/disk; Sigma-Aldrich,
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Milano, Italy) were used as negative and positive control, respectively.
The samples were tested in triplicate, and the results are expressed as
the mean values * standard deviations.

3.5.2. Minimum inhibitory concentration

The MIC values for samples 1-9 were evaluated by the resazurin
microtiter-plate assay [23]. Samples were dissolved in DMSO and dis-
tributed in a multiwell plate with different volumes of Muller-Hinton
broth (Sigma-Aldrich, Milano, Italy). Twofold serial dilutions were
performed such that each well had 50 pL of the test material in serially
descending concentrations. A 35uL amount of 3.3x strength iso-
sensitized broth and 5 pL of resazurin, used as indicator solution, were
added to a final volume/well of 240 uL. Finally, 20 uL of bacterial
suspension was added to each well to achieve a concentration of about
5 x 10° cfu/mL. Sterile di-methyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich)
and ciprofloxacin (1 mg/mL in DMSO) were used as negative and po-
sitive control, respectively. Plates were prepared in triplicate and in-
cubated at 37 °C for 24 h. The lowest concentration at which a color
change occurred (from dark purple to colorless) revealed the MIC value.
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Santolina chamaecyparissus is an aromatic evergreen herb growing in North Africa and near the Mediterranean coasts of Southern Europe. Literature data
focused mainly on the investigation of the essential oil content of the aerial parts of S. chamaecyparissus, but few is known on the chemical composition of its
polar extract. Total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteau method and the antioxidant activity of the n-butanol and chloroform fractions of
S. chamaecyparissus was tested by Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) and diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH¢) assays. Difference of the
phenolic content and of the antioxidant activity between the two extracts prompted us to investigate their chemical composition. Five compounds, eupatilin (1),
circimaritin (2), 4'-hydroxy-5,6,7-trimethoxyflavone (3), 1,3-propanediol,2-amino 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) (4) and luteolin (5) have been isolated from
the chloroform extract, while the investigation of butanolic extract led to the isolation of seven compounds, prunasin (6), luteolin 7-O-B-D-glucopyranoside
(7), syringoside (8), junipeionoloside (9), citroside A (10), lonicerin (11) and apigenin 7-O-B-D-neohesperidoside (12). Their structures were elucidated by
extensive spectroscopic methods including 1D- ('H, *C and TOCSY) and 2D-NMR (DQF-COSY, HSQC, HMBC) experiments as well as ESIMS analysis.

Keywords: Santolina chamaecyparissus, Aerial parts, Phenolic compounds, Folin-Ciocalteu method, TEAC assay, DPPH assay.

[1]. The medicinal interest of plants belonging to Santolina genus is Hco
evident from the several phytochemical investigations, which
revealed the presence of compounds belonging to flavonoid,
terpenoid, coumarin and polyacetylene classes [2].

The genus Santolina (Asteraceae, tribe Anthemideae) is represented O o ) O o
by more than 10 species widely distributed in Mediterranean area ’ O ] R ' O ] Re

5 H OH
1 H H CH; OCH;

Among Santolina species, S. viridis W. (south of France and on
north of Spain), S. pectinata Lag. (Iberian peninsula) and S. nowe,
chamaecyparissus L. (which grows wild all around the Toah e . n B on
Mediterranean basin) are the most widespread. Hﬂw

S. chamaecyparissus L. is also known as “Suntoline”, a name HOW o S SN .
which derived from the word “Santo” referring to the medicinal R on "

properties of the herb, while in England it is called as “Cotton !
Lauender,” in the U.S.A. it is known as “Lavender Cotton” [1]. S. Ko

chamaecyparissus is an aromatic evergreen herb that grows wild in
North Africa and near the Mediterranean coasts of Southern Europe. QY

OCHj
HOH,C,
HO

It is used in traditional medicine against intestinal warms, as a
spasmoliticum, anti-inflammatory, antiseptic, bactericide and was e o P
reported in phytotherapy for different kinds of dermatitis [3]. The ALY neo CHzOH
composition of essential oil represents a main topic of the study of o

Santolina chamaecyparissus. In fact several studies reported the

00

composition of its essential oil from species growing in various —_— wone
Mediterranean regions and in India [1,4-6]. Our previous study RO o o
focused on the chemical composition of the essential oil of this N o ““;j;g
speciest[@. Herein the phytochemical investigfation of the aerial . e N2

parts of S. chamaecyparissus is reported. The aerial parts of S. ’ °

. . . Figure 1: Compounds 1-12 isolated from the aerial parts of Santolina chamaecyparissus.
chamaecyparissus were extracted with EtOH/H20 and the obtained

extract was dissolved in H20 and successively partitioned with Total phenolic content (TPC), measured by the colorimetric method
CHCIs and n-BuOH to obtain the two corresponding fractions. Folin-Ciocalteau has been determined for the fractions. Differences
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in the phenolic content of the choloroformic and the butanol
fractions were observed. The total phenolic content, expressed as
gallic acid equivalents (GAE), was 6.62 mg of GAE/g chloroformic
fraction and 240.20 mg of GAE/g n-butanol fraction (Table 1). The
antioxidant activity of the chloroformic and n-butanol fractions
were tested by the DPPH and TEAC assays.

The fractions exhibited a concentration-dependent free radical
scavenging activity expressed as ECso, pg/mL of antioxidant
required to decrease the initial DPPHe concentration by 50%. This
assay revealed that the antiradical activities of n-butanol fraction
(ECso = 28.11) was higher than that shown by the chloroformic
fraction (ECso = 168.90).

The TEAC values of S. chamaecyparissus n-butanol fraction and
chloroformic fraction were compared to that of quercetin 3-O-
glucoside (Table 1). The results were in agreement with those
shown in DPPH assay, revealing that the n-butanol fraction
exhibited higher free-radical-scavenging activity than chloroformic
fraction and comparable to that of quercetin 3-O-glucoside (TEAC
value of 1.81 mM). With the aim to explore the difference of the
phenolic composition between the two fractions, the chemical
investigations of the butanolic and chloroformic fractions were
carried out.

The CHCI; fraction was fractioned on silica gel column and
successively purified by different chromatographic steps to obtain
five compounds, eupatilin (1) [8], circimaritin (2) [8], 4-hydroxy-
5,6,7-trimethoxyflavone  (3),  1,3-propanediol,2-amino  1-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl) (4) and luteolin (5) [9] (Figure 1). Their
structures were elucidated by extensive spectroscopic methods
including 1D- ('H, 3C and TOCSY) and 2D-NMR (DQF-COSY,
HSQC, HMBC) experiments as well as ESIMS analysis.

Compounds 1-3 are unusual flavones with a methoxy group at C-6
and other additional methoxyl groups at C-5, C-3', and C-4,
previously isolated from Santolina spp. [8,10].

The investigation of butanolic fraction led to the isolation of seven
compounds, prunasin (6) [11], luteolin 7-O-B-D-glucopyranoside
(7) [12], syringoside (8) [11], junipeionoloside (9) [13], citroside A
(10) [14], lonicerin (11) [15] and apigenin 7-O-B-D-
neohesperidoside (12) [16] (Figure 1).

Prunasin (6) and syringoside (8) are never reported in Santolina
genus but described from other spp. of Asteraceae family [11,17].
To date, luteolin-7-O-B-D-glucopyranoside (7) has been isolated
from S. insularis and from S. pinnata, a small perennial shrub
considered as sub-species of S. chamaecyparissus L. [10,12], while
lonicerin (11) and apigenin 7-O-B-D-neohesperidoside (12) have
never been isolated from Santolina genus.

Junipeionoloside (9) is an unusual 2-oxo-a-ionol glucoside reported
only from the aerial parts of Juniperus phoenicea and Galega
officinalis [13], while citroside A (10) is a sesquiterpene never
found in Santolina genus. Both compounds 9 and 10 have never
been reported in the Asteraceae family.

To the author’s knowledge a dated paper reported the presence of
patuletin and luteolin from the capitula and leaves of S.
chamaecyparissus [18], so far investigated mainly for the essential
oil content. This study provides deeper insight into the chemistry of
the phenolic fraction of the aerial parts of S. chamaecyparissus,
highlighting also the good antioxidant activity of the butanolic
fraction.

Labed et al.

Table 1: Total Phenolic and Free Radical Scavenging Activity of butanolic and
chloroformic fractions.

total phenolic TEAC free radical
content®” (mg/mL M +SD)*  scavenging activity
(ECso, pg/mL)*
BuOH fraction 240.20+0.001 1.562+0.011 28.11+£0.02
CHCl; fraction 6.62+0.03 0.758+0.003 168.90+0.02
Quercetin 3-O-glucoside® 1.813 £0.009
Vitamin C" 4.40+0.01

*Evaluated by Folin-Ciocalteu method. "Expressed as milligrams of GAE per gram of extract.
‘Determined by TEAC assay; range of tested concentrations (0.25-1.00 mg/mL).
“Determined by DPPH test. Range of tested concentrations (2.5-50 ug/mL). *Positive control
(mM =+ SD) for TEAC assay.

Experimental

General procedures: NMR experiments were performed on a
Bruker DRX-600 spectrometer (Bruker BioSpinGmBH,
Rheinstetten, Germany) equipped with a Bruker 5 mm TCI
CryoProbe at 300 K. All 2D-NMR spectra were acquired in
methanol-ds (99.95%, Sigma-Aldrich) and standard pulse sequences
and phase cycling were used for DQF-COSY, HSQC, HMBC and
ROESY spectra. The NMR data were processed using Topspin 3.2
software. Column chromatography was performed over Sephadex
LH-20 (Pharmacia). HPLC separations were carried out on a Waters
590 system equipped with a Waters R401 refractive index detector,
a Knauer Prep MSC18 column (300 x 8 mm i.d.), and a Rheodyne
injector. TLC was performed on silica gel F254 (Merck) plates, and
reagent grade chemicals (Carlo Erba) were used throughout.

Plant material: Aerial parts of Santolina chamaecyparissus were
collected in the flowering stage on May 2011 from the area of
Constantine (North Eastern Algeria) and authenticated by Professor
Mohamed Kaabache (Ferhat Abbas University, Setif, Algeria). A
voucher specimen (SC 22/05/11) has been deposited in the
Herbarium of the VARENBIOMOL research unit, Fréres Mentouri
University, Constantine.

Extraction: Air dried aerial parts (2.500 kg) of Santolina
chamaecyparissus were extracted at room temperature with EtOH/
H2O (7:3) for two days, three times. The crude extract was
concentrated (up to 35°C), dissolved in distilled H.O (1000 mL)
under magnetic stirring and put in the refrigerator for one night.
After filtration the resulting solution was successively partitioned
with CHCl3 and n-BuOH. The organic layers were dried with
Naz2SO0s4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain
the following fractions: CHCIl3 (9.25 g) and n-BuOH (22 g).

Determination of Total Phenolic Content (Folin—Ciocalteu
Method): The butanolic and chloroformic fractions of Santolina
chamaecyparissus L. were analyzed for their total phenolic content
according to the Folin-Ciocalteu (FC) colorimetric method [19]
determined according to the procedure previously reported.
Butanolic and chloroformic fractions were dissolved in methanol to
obtain a concentration of 0.5 mg/mL. Folin-Ciocalteu phenolic
reagent (0.5 mL) was added to centrifuge tubes containing 0.5 mL
of the extracts. The contents were mixed, and 1 mL of a saturated
sodium carbonate solution was added to each tube, followed by
adjusting the volume to 10 mL with distilled water. The contents in
the tubes were thoroughly mixed by vortex and keep at room
temperature for 45 min (until the characteristic blue color
developed) and then centrifuged at 3000 rpm for 5 min
(International Equipment Co.). Absorbance of the clear supernatant
was measured at 517 nm on a UV-visible spectrophotometer
(Evolution 201, Thermo Fisher Scientific, Italy). A control without
FC reagent and a blank with methanol instead of sample were
included in the assay. The total polyphenolic content was expressed
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as gallic acid equivalents (GAE mg/g extract, means + SD of three
determinations) calculated by calibration curves
(y=0.0027x+0.0982 R* = 0.9929)

Antioxidant activity (TEAC assay): The in vitro antioxidant
activities of the chloroformic and butanol fractions of S.
chamaecyparissus L. were determined by the Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC) assay as previously reported [20].

The extracts were diluted with methanol to produce solutions of
0.25, 0.50, 0.75, and 1 mg/ml. The reaction was initiated by the
addition of 1.5 mL of diluted ABTS to 15 puL of each sample
solution. Determinations were repeated three times for each sample
solution. The percentage inhibition of absorbance at 734 nm was
calculated for each concentration relative to a blank absorbance
(methanol) and was plotted as a function of concentration of
compound or standard, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox, Aldrich Chemical Co., Gillingham, Dorset,
UK). The antioxidant activities are expressed as TEAC values in
comparison with TEAC activity of quercetin 3-O-glucoside, used as
reference compound. The TEAC value is defined as the
concentration of a standard Trolox solution with the same
antioxidant capacity as a 1 mg/mL of the tested extract.

Determination of DPPH Radical Scavenging Activity. The
antiradical activities of butanolic and chloroformic fractions and
vitamin C (positive control) were determined using the stable 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPHe) and the procedure
previously described by Kirmizibekmez [21]. An aliquot (37.5uL)
of the methanol solution containing different amounts of each
extract, fraction, or compound was added to 1.5 mL of daily
prepared DPPHe solution (0.025 g/L in MeOH); the maximum
concentration employed was 200 pg/mL. An equal volume (37.5
pL) of the vehicle alone was added to the control tubes. Absorbance
at 517 nm was measured on a UV-visible spectrophotometer
(Evolution 201, Thermo Fisher Scientific, Italy) 10 min after
starting the reaction. The DPPHe concentration in the reaction
medium was calculated from a calibration curve (range = 5-36
ug/mL) analyzed by linear regression (y = 1.215x +15.857, R? =
0.96 and y = 0.296x —0.603, R? = 1). The mean effective scavenging
concentrations (ECso, pg/mL) were calculated, and the results are
reported in Table 1.
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Isolation of compounds 1-12: Part of the CHCl; fraction (5.5 g)
was purified on silica gel with a gradient (flow rate 15.0 mL/min) of
cyclohexane/ethyl acetate as eluent to afford 23 subfractions (8 mL)
monitored by TLC. Subfraction 12 (110.8 mg) and subfraction 14
(265.7 mg) which contained yellowish precipitates were filtered.
The obtained precipitates were washed with methanol to afford
compound 1 (63.7 mg) and compound 2 (50.4 mg), respectively.
Subfraction 15 (155.86 mg) was purified by preparative TLC

(Petroleum ether:ethyl acetate 7:3) to give 7 fractions (S1-S7).
Fractions S5 (10mg), S6 (12mg), and S7 (10mg) were purified on a
Sephadex LH-20 (Pharmacia) column (100 x 5 cm) with MeOH as
mobile phase to give compounds 3 (Img), 4 (2 mg), and 5 (1 mg).

Part of the BuOH fraction (18 g) was purified on silica gel with a
isocratic system of ethyl acetate: acetic acid: water (6:1:1) as eluent
to afford 20 subfractions (8 mL) monitored by TLC. Subfraction 4
(970 mg) was further purified by column of silica gel using as
eluent CHCl3/MeOH to give ten sub-subfractions (B1-B10). Sub-
subfraction B6 contained compound 6 (50.4 mg). Sub-subfraction
BS5 (1.4 g) was washed by methanol then filtered to give the pure
compound 7 (47.8 mg). Subfraction 6 (0.6 g) was further purified
on silica gel column eluted with a gradient of CHCl3:MeOH (flow
rate 15.0 mL/min) to afford 16 sub-subfractions (C1-C16) (8 mL)
monitored by TLC.

Sub-subfraction C8 (79 mg) was analyzed by semipreparative
HPLC using MeOH-H20 (4:6) as mobile phase (flow rate 2.5
mL/min) to yield compound 8 (0.7 mg, & = 7.2 min). Sub-
subfraction C10 (80 mg) was analyzed by semipreparative HPLC
using MeOH-H20 (4:6) as mobile phase (flow rate 2.5 mL/min) to
yield compound 9 (1.0 mg, ¢z = 7.8 min). Sub-subfraction C7 (148.2
mg) was analyzed by semipreparative HPLC using MeOH-H2O
(4:6) as mobile phase (flow rate 2.5 mL/min) to yield compounds
10 (1.2 mg, tr = 9.2 min), 11 (1.2 mg, fz = 22.2 min), and 12 (1.1
mg, tr =38 min)
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