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INTRODUCTION GENERALE

L'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) a déclaré au cours de sa cinquante
sixieme assemblée en mars 2003 que pendant la derniere décennie, le recours a la
médecine traditionnelle a connu un regain d’attention et d’intérét a travers le monde
dans une société profondément marquée par la recherche d’une vie saine, d'un retour a

la nature aux valeurs essentielles.

Cet intérét limité jadis au pays pauvres ou en voie de développement, est de nos jours
en vogue dans les pays les plus développés a titre d’exemple : I’ Australie, les Etats-Unis
d’Amérique et la France ou, a coOte des médicaments fournis par l'industrie
pharmaceutique évoluent des préparations obtenues par traitement chimique de
substances naturelles, végétales ou animales, mais aussi des remedes purement naturels
qui, rarement d’origine animale comme le miel ou minérale comme la tourbe
médicinale, proviennent presque exclusivement des plantes. Il faut noter toutefois, que
parmi celles-ci, seules certaines sont médicinales et la substance thérapeutique efficace
n’est, en outre, logée que dans un certain organe que l'on cueille alors a cet effet. Il

arrive tres rarement d’utiliser la plante entiere.

Les médicaments d’origine chimique ont permis de sauver des millions de vies
humaines durant le dernier siecle mais cette efficacité s’est accompagnée de nombreux

incidents.

Selon I'O.M.S 60% des maladies actuelles seraient dues aux médicaments synthétiques.
Cela a entrainé une prise de conscience et un retour a la phytothérapie dont le succes
s’explique avant tout par le niveau de maitrise technique et scientifique atteint dans ce
domaine. Il faut cependant, savoir faire la part des choses a savoir, éviter la destruction
sauvage des foréts et de la végétation et préserver le patrimoine végétal dans sa
diversité et dans son étendue car, si la plante est la meilleure usine de la substance
thérapeutique, cette substance doit étre utilisée comme modele qualitatif et non comme

modele quantitatif d’ou le regain d’intérét pour les méthodes extractives a la recherche
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de molécules a activité biologique potentielle pouvant servir comme modeéle pour la

mise au point de nouveaux médicaments.

Cet axe de recherche est privilégié par notre laboratoire depuis une vingtaine d’années
ou plusieurs molécules nouvelles ont été isolées et déterminées notamment d’especes
du genre Centaurea (Compositae). Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a
I'espece Centaurea parviflora notamment l'investigation de la phase chloroforme de

'extrait hydroéthanolique des parties aériennes.

Notre travail a caractere phytochimique contient une introduction générale, quatre

chapitres et une conclusion.
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L’usage des plantes a travers les époques

I-1-INTRODUCTION :

La survie et la reproduction de toutes les espéces animales dépendent essentiellement :
% De lI'abondance et de la qualité de la nourriture
% De leur état de santé et de leur bien étre

% Des conditions de I’environnement

Ainsi, pour les animaux, le maintien de leur santé et la recherche de leur bien étre
figurent au rang de leur principale occupation. Ils utilisent intuitivement ou
instinctivement des plantes non seulement pour se nourrir mais aussi pour se soigner,
d’ou l'observation de la facon dont se soignent les animaux, fournit des indications
précises sur la fagon dont se soignaient les hommes primitifs. A titre d’exemple, en
Tanzanie, certains singes ont I’habitude de consommer a des moments précis les feuilles
d’une petite plante ressemblant & une marguerite. La plante a été analysée et un
composé abondant fut isolé et caractérisé : la thiarubrine-A. Cette molécule est tres
active vis-a-vis des champignons. Elle a aussi une action trés toxique vis-a-vis des vers

intestinaux qui parasitent régulierement le tube digestif des singes [1].

Comme les animaux, 'homme n’échappe pas de la régle précédente, c’est une longue

et vieille histoire d’alliance homme -plantes quelques fois redoutable et redoutée.

Etroitement 1ié a la culture et au développement des sociétés I'«art de guérir » était
souvent lié a des croyances religieuses ou a la magie et de ce fait on leur attribuait des
pouvoirs surnaturels. La maladie était ainsi une punition divine pour des actes
répréhensibles ou encore une possession par des étres malfaisants. Exorciser le mal
revenait a avoir recours a la sorcellerie utilisant certaines plantes, des plantes qui
guérissaient ! Mais 1’évolution de I'’homme a fait apparaitre des « modes d’emploi » et

c’est le début de la médecine.
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I-2-Les médecines anciennes :

On distingue plusieurs époques dont certaines se chevauchent :

I-2-1-La médecine Chinoise et Indienne :

I-2-1-1-La médecine chinoise :

La médecine chinoise est une médecine trés ancienne,

d’apres l'association suisse de la médecine traditionnelle

chinoise (MTC) [2] la médecine chinoise est une médecine

énergétique dont le but est de restaurer un équilibre au niveau des différentes fonctions
de I'organisme et ainsi de lui permettre d’envisager les «agressions» du milieu extérieur
de la meilleure fagon possible. C'est donc une médecine compléte, a la fois préventive et
curative. Elle se base sur trois piliers fondamentaux qui sont

< L’acupuncture :
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L’acupuncture consiste en l'insertion d’aiguilles fines a des points précis dans le corps
dans le but de soigner. Les points choisis 1'hors d"un traitement sont spécifiques aux

désordres de chaque organe.

% La phytothérapie :

Selon les chinois, la découverte des premiers remedes naturels essentiellement issus du
régne végétal ne fut pas seulement le fruit du hasard. La tradition rapporte que les
maitres anciens initiés a la connaissance des mysteres de l'univers, transmirent un
enseignement cohérent, fondé sur des lois universelles et sur une perception intime de

la nature humaine.

% Le massage chinois : TUI-NA :

L’histoire remonte en chine, pour ainsi dire, aux origines de I'humanité. La théorie par
le massage manuel est une méthode de traitement, elle stimule des points précis du
corps et provoque des réactions locales ou générales de maniere a régulariser les

fonctions de I'organisme, éliminer les facteurs pathogenes et guérir certaines maladies.

TUI-NA

Pousser avec les mains Saisir avec les mains

(Poussée et Prise)
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I1-2-1-2-La médecine indienne :

Contemporaine de la médecine chinoise, elle est dominée par deux médecins, Charaka
(Ier siecle apr. J. C.) Et Sucruta (IVéme siecle apr. J. C.), qui rédigent chacun un traité, les
plus anciens recueils conservés (Samshita) apportent que la médecine traditionnelle est

fondée sur I'analogie entre le macrocosme (I'univers) et le microcosme (I’homme) [3].

[-2-2-La médecine grecque et romaine

I1-2-2-1-La médecine grecque :

Ce sont les Grecs qui ont donné son essor a la médecine
par les plantes Grace a Hippocrate (460-377av. J. C.) qui

fonda l'observation clinique connue sous Corpus

Hippocratum.

Les recettes qu’il utilisait étaient pour la plupart d’origine végétale. Ainsi pres de 400
remedes basés sur I'établissement de relations entre la forme ou la couleur de plante et
la maladie qu’elle pouvait guérir, furent mentionné, a titre d’exemple, le grenadier,
fruits et fleurs, guérissaient les hémorragies[4].
Apres Hippocrate, le deuxieme grand médecin de l'antiquité est « Claude Galien »
dont les théories serviront au fondement a toute la médecine du Moyen Age et marqua

de son influence au moins 15 siecles de la médecine et de la pharmacie en Europe [3].
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I-2-2-2-La médecine romaine :

En conquérant grece, les romains adopteront la médecine grecque dans son intégralité.
A partir du Ier siécle av. ]J. C., les médecins de I'école d’Alexandrie se rendent a Rome,
ou ils se regroupent en d’autres écoles, a titre d’exemple 1'école des atomistes, conduits
par Asclépiade de Bithynie, s'opposent a la doctrine humorale d’Hippocrate et
considérent le corps humain comme un ensemble d’« atomes » s’échangeant a travers

des «pores»; la mauvaise disposition de ces atomes déterminerait la fiévre,

I'inflammation ou les douleurs [3].

I-2-3-La médecine égyptienne et sumérienne :

De toutes les disciplines scientifiques de 'Egypte ancienne, aucune n’a pu atteindre la
popularité de la médecine. Selon les écrits, celle-ci atteignait un niveau de

L, e . . 7 2
spécialisation, assez remarquable pour I'époque

D’apres Hérodote : « En Egypte, chaque médecin ne soigne qu’une
seule maladie. Aussi sont-ils légion; il en a pour les yeux, d’autres
pour la téte, les dents, le ventre, et méme les maladies non

localisés »[5].

L’exercice de le médecine égyptienne s’étendait sur plus de cinq milles ans, elle se
dotait ainsi d’'une médecine riche et complete permettant de guérir tous les maux de la
vie quotidienne allant des morsures de serpents a la gynécologie, en passant par les

fractures et les tumeurs.

L’étude des papyrus médicaux et I'examen scientifique des momies ont permis de bien
connaitre la pratique médicale dans I'égypt ancienne, mais aussi de déterminer la
nature des maladies.

Malgré I'omniprésence des divinités, comme le dieu guérisseur, et malgré le fait que la
médecine restait fortement mélée a des pratiques magiques, les égyptiens parviennent

a rationaliser la médecine en classant les maladies par « spécialité » [3]. A cet effet, plus
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de 800 remedes sont décrits. De nos jours, certaines plantes de la médecine égyptienne
sont toujours utilisées comme sédatifs (Pavot, Jusquiame) et autres.

Par ailleurs, les traités de la médecine ancienne rapportent que 4000 ans avant J. C. les
populations babyloniennes et sumériennes utilisaient des plantes pour se soigner grace
a la découverte de 600 tablettes d’argile mentionnant 1000 plantes telles que le Pavot, la

mandragore pour leur vertu curative [1].

I-2-4-La médecine arabe :

«La médecine est lart de conserver la santé et
éventuellement de guérir la maladie dans le corps » poeme de

la médecine Ibn sina (980-1037).

La médecine Arabe a eu son heure de gloire il y a plusieurs siecles. La civilisation
arabo-islamique appartient aux grandes civilisations et la médecine arabe fait partie de
ce patrimoine. La situation géographique du monde musulman, entre le monde
méditerranéen et 'orient plus ou moins lointain, a favorisé le rayonnement de sa
médecine grace a la langue arabe commune de 1’Andalousie a I’Asie centrale. Cette
médecine s’inscrit dans une longue tradition scientifique qui remonte a la grece

classique, a la perse ancienne et a I'inde sanscrit [6].

A partir des ouvrages traduits grecs, perses et indiens, les savants musulmans ont
assimilé la somme des traditions thérapeutiques gréco-romaines. Ils étaient encouragés
en cela par les princes et califes arabes dont « Haroun Erashid ». IIs ont alors
développé leur propre recherche, observations chimiques et expériment-

-ations, dans les domaines de la médecine et de la pharmacie.

Des savants célébres dans le monde entier témoignent de cet age d’or de la médecine
chez les musulmans.

Parmi ceux qui influencerent profondément le cours de la médecine arabe on cite :
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-AL RAZI (RAZES): (864-932)
-IBN SINA (AVICENNE): (980-1037) nommé le prince de la médecine avec son écrit

*KANOUN FI-ELTIB* Figure 1.
Mais le plus grand d’entre eux fut sans aucun doute IBN AL BAYTAR : (1197-1248) qui

émigra en Orient ou il rédigea le tres complet SOMME DES SIMPLES [4].

Figure 1 : une page du livre KANOUN FI-ELTIB de IBN SINA

I-3-Les plantes de nos jours :

D’apres notre étude établie sur les différentes médecines de 1’antiquité on remarque que
les plantes avaient une grande importance dans la vie des anciennes civilisations et cette
importance se manifeste aujourd’hui, puisque les plantes sont encore le premier

réservoir de nouveaux médicaments.

En fait, la phytothérapie a toujours su rebondir d'une époque a l'autre, preuve que
I'homme et les plantes ont non seulement un passé mais, un présent et un avenir
communs si on ne néglige pas de les préserver et de préserver ces savoirs ancestraux,
fruits d’un longue coopération transfrontaliére sur notre terre patrie. C'est suite aux
connaissances anciennes des bienfaits des plantes que la persévérance des Botanistes,
Herboristes et Chimistes a réussi a percer le secret des métabolismes des plantes
permettant ainsi l'isolement de nombreux principes actifs des végétaux tels des

alcaloides, parmi lesquels : la morphine, la quinine, la codéine, cocaine...etc
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I-4-1"histoire des plantes en Algérie :

Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir les

maladies. En Algérie 'usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans.

Les premiers écrits sur les plantes médicinales ont été fait au IXéme siecle par Isha-Ben-
Amran et Abdallah-Ben-Lounés né a Oran, et qui décrit 1'usage de beaucoup de
plantes médicinales, mais la plus grande production de livres a été réalisée au dix-

septieme et au dix-huitieme siécle.

Méme pendant le colonialisme Francais de 1830 a 1962les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’especes comme médicinales et un livre sur les plantes
médicinales et aromatiques d’Algérie a été publié en 1942 par Fourment et Roques ou
ils ont mentionné décrit et étudié 200 especes. La plupart d’entre elles étaient du Nord
de 1’Algérie et seulement 6 especes ont été localisées au Sahara [7]. Le travail le plus
récent publié sur les plantes médicinales algériennes est reporté dans les ouvrages de

Bloued (1998) [8] et Baba Aissa (1999) [9].

L"Algérie couvre une surface de 2,381.741
km?est c’est le deuxieme plus grand pays
d’Afrique apres le Soudan.

Deux chaines montagneuses importantes,
I’Atlas Tellien au Nord et I’ Atlas Saharien
au Sud, séparent le pays en trois types de
milieu qui se distinguent par leur relief et

leur morphologie, donnant lieu a une

importante diversité biologique.

10
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Quant a la grande diversité des plantes médicinales en Algérie et leur usage, une
synthése regroupant toutes ces informations a 1'échelle nationale devrait étre
rapidement entreprise. De tout temps, les plantes médicinales ont eu une grande
influence et occupé une place importante dans la vie quotidienne en Algérie, on peut

observer cette influence méme sur les timbres postaux [10].

Parmi les plantes médicinales qui ont acquis une trés grande importance, les plantes de

la famille des composées qui constituent la plus vaste subdivision du régne végétal.

Cette famille comprend en effet 13 tribus, 1000 genres et 23000 especes [11]. Cette
immensité systématique est disponible par sa répartition a travers tous les continents et
se caractérise par son pouvoir d’adaptation aux milieux climatiques et pédologiques les

plus divers.

Parmis les 1000 genres de cette famille le genre Centaurea qui compte environ 700
especes et 600 sous-espeéces [12]. Il est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en
Europe, le bassin méditerranéen, 1'ouest de 1’ Asie et le continent américain. Ce genre est
présent en Algérie en majorité dans l'est et le sud-est dont 7 espéces sont sahariennes
[13].

Les centaurées ont été amplement étudiées et restent un objet de plusieurs études et
recherches phytochimiques qui ont révélé la présence de flavonoides [14], de composés
acétyléniques [15], de lactones sesquiterpéniques [16], d’alcaloides [17], et de stéroides

[18].

11
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Les especes du genre Centaurea possédent plusieurs vertus thérapeutiques et ont montré
des activités stimulantes, toniques, diurétiques, antidiabétiques.

Le tableau 1 renferme quelques exemples dans ce sens.

Especes du Centaurea Activité Réf
C. calcitrapa
C. melittensis Antidiabétique [19]
C. aspera
C. musimomum -Cytotoxique
C. furfuracea -Antiparasitaire [20]
C. granata
C. incana Utilisé  pour les

maladies du foie [21]

C. chilensis Antirhumatismale [22]

Tableau 1 : Activité de quelques especes du genre Centaurea
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Meétabolites secondaires

II-1-INTRODUCTION :

Les plantes synthétisent les éléments du sol et de I'atmospheére qu’elles absorbent par
les racines et par les feuilles, 1'eau, 1'acide carbonique et les matiéres minérales et

inorganiques.

Le processus de base est I'assimilation photosynthétique du gaz carbonique appelé
photosyntheése. Les premiers produits de la photosynthese sont des substances a basse
molécularité appelés métabolites primaires : les saccharides (sucres), puis les acides
gras, les acides aminés. En suite sont produits les métabolites spécialises ou
secondaires. Certaines possédent des vertus thérapeutiques.

Parmi les métabolites spécialisés, les principaux sont les flavonoides, qui renforcent les
parois des capillaires sanguins, les corps terpéniques (le terpene se trouve dans le
menthol, la camphre etc....) eux méme forment la base des stéroides qu'on retrouve
dans de nombreuses vitamines. Les principes amers permettant la digestion des
matiéres grasses, les saponines (sapo=savon) sont employés comme expectorants et
diurétiques ; les alcaloides a effets thérapeutiques nombreux peuvent étre aussi des
poisons mortels ; on pourrait prolonger 1'énumération : d’autres métabolites spécialisés
agissent contre les allergies, I'hypertension, les maladies infectieuses et forment méme

la base de produits anticonceptionnels.

Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressés au genre Centaurea de la
famille des composées dont le métabolisme secondaire est réputé dans I’accumulation
des terpénoides en particulier des lactones sesquiterpeniques [23-27] et des composés
phénoliques de type flavonoides [28-31]. Ces deux classes de substances naturelles sont
reconnues dans diverses activités biologiques. Cette étude concerne !'extraction,
l'isolement, la purification et la détermination structurale de la composante de la phase

chloroforme de I'extrait hydroalcolique de Centaurea parviflora Desf.

13



Meétabolites secondaires

I1-2-LES TERPENOIDES :

Les terpenes sont des constituants habituels des cellules végétales, Ils peuvent

s'impliquer dans les fonctions métaboliques essentielles.

IIs constituent entre autre le principe odoriférant des végétaux, cette odeur est due a la
libération de molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbone. Extraites
du végétal, ces molécules sont employées comme condiment (girofle) ou comme

parfum (rose, lavande).

Un grand nombre d’entre eux posseéde des propriétés antiseptiques [32], d’ou divers
emplois dont I’embaumement qui est resté dans le terme balsamique donné aux plantes
et aux huiles qui en sont tirées. Les terpénes sont biosynthétisés a la suite du couplage
d’au moins 2 entités a 5 atomes de carbone dont la structure est celle de I'isoprene ou 2-

méthylbuta-1,3-diéne 1.

X

1lsopréne

Selon le nombre d’entités isopréniques les terpénes sont classés en :
- monoterpéne a 10 atomes de carbone.

- sesquiterpéene a 15 atomes de carbone.

- diterpéne a 20 atomes de carbone.

- tri, tétra a 30, 40 atomes de carbone etc.
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La figure 2 montre quelques exemples des différents types de terpenoides.

Isopreéne = terpéne

AN

n

Hemiterpene : Isoprene

Monoterpéne : Nérol, myrceéne

Sesquiterpene : la chaine de la chlorophylle, vitamine E
Diterpéne : Huiles essentielles

Triterpéne : Phytostérols

Tetraterpéne : caroténoides

Polyterpéne : protéines, cytoquinine

Figure 2 : Quelques exemples des différents types de terpenoides

Bien que les terpénes au sens strict ne soient que des hydrocarbures, de nombreux
dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des composés
terpéniques. Il n'ya pas de fonctions chimiques propres aux terpenes, seules leur
structure et leur biosynthése en font une catégorie, aussi se contente-t-on ici d’en citer

quelques exemples et certaines de leur propriétés.
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I11-2-1-Monoterpénes :

Ce sont des molécules légeres, trés peu fonctionnalisées, trés odorantes, la plupart ont des
activités biologiques reconnues et sont caractéristiques des plantes d’ou elles sont originaires si
bien que leur odeurs se confondent et leurs noms évocateurs. A cet effet, quelques exemples 2 a

11 sont reportés dans la figure 3.

2 Ociméne (basilic) 3 Myrceéne (laurier)

4 Nérol (géranium) 5 Citronellol (rose)

6 Limonéne (citron) 7 Menthol (menthe) _8 Thymol (thym)

& o

o -Pinéne (pin) 10 Camphre

11 acide Chrysanthémique
(Chrysanthemum cinerarifollium)

Figure 3 : Structure de quelques monoterpenes et leur source
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II-2-2-Diterpénes :

Ayant un squelette principal formé de vingt atomes de carbone, ils dérivent tous du
géranylgéraniol. Ils peuvent étre acycliques comme le phytol 12, cependant apres divers
réarrangements, ils peuvent étre monocycliques comme le vitamine A 13, bicycliques
comme le sclaréol 14, tricycliques comme 1'acide abiétique 15. La figure 4 rassemble les

diterpenes cites.

YVWOH

12 Phytol, présent dans la Chlorophylle

i

13 Vitamine A résultant de la coupure du caroténe.

OH

OH

14 Scaréol

COH
15 Acide abiétique

Figure 4 : Structure de quelques diterpenes et leur nom
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II-2-3-Triterpénes :

Les triterpénes sont des molécules a 30 atomes de carbone. Ils ont comme précurseur le

squaléene 16

16 Le squaléne

La figure 5 montre que le squaléne est le précurseur du lanostérol 17 Ceci fait apparaitre
le lien entre les terpenes et les stéroides. Le lanostérol est ensuite transformé en
cholestérol, c'est de plus un des constituants de la graisse de la laine de mouton, le suint
ou lanoline mélange complexe de graisses et de cires contenant 33 alcools de haut poids

moléculaire et 36 acides gras.

Figure 5 : La transformation du squaléne en lanostérol

18



Meétabolites secondaires

I1-2-4-Tétraterpénes :

Des molécules de 40 atomes de carbone, la molécule la plus réputée est le B-Carotene
18. Il possede 11 doubles liaisons conjuguées, d'ot sa couleur, qu'il donne aux carottes.
Il joue un role essentiel dans la croissance et la vision, son oxydation provoque la
coupure de la double liaison centrale et la formation de deux molécules d'un aldéhyde

le Rétinal dont la réduction donne la vitamine A.

\\\\\\\\/Y\

18 ( p-Caroténe)

Parmi les autres molécules le lycopéne 19 que I'on trouve dans la tomate mure (0,02

g/ kg), il est entierement acyclique.

19 Lycopéne
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II-2-5-Sesquiterpénes :

Les sesquiterpénes sont formés de quinze atomes de carbone, on les trouve aussi bien
sous forme d’hydrocarbures comme le F -Cadinéne 20 issu du cade que sous forme
fonctionnalisée notamment oxygénée. Ils sont issus du pyrophosphate de farnésyle lui-méme
produit par un couplage téte-queue entre le GPP et I'IPP. Ils peuvent étre acycliques, mono
ou bicycliques. Par cyclisation du FPP on obtient un cation germacradiényle qui mene,

via le germacranolide, aux lactones sesquiterpéniques.

CH(CH3)»

20 ¥ -Cadinene

I1-2-6-Les lactones sesquiterpéniques :

Les terpenes de type sesquiterpénes et lactones sesquiterpéniques sont trés connus pour
leurs activités biologiques, ces derniéres étaient appelées principes amers. Elles ne sont
pas volatiles et leur structure casse a des températures élevées. On dénombre plus de
3000 structures différentes, et on les trouve principalement chez les Asteraceae au

niveau des poils sécréteurs pluricellulaires des feuilles, bractées et inflorescences [33].
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11-2-6-1 L.a biosynthése des lactones sesquiterpéniques :

En 1887 Wallach a envisagé la biosynthese des terpénes a partir de trois unités
isopréniques. Cette hypothese a été confirmée par Ruzika expérimentalement en 1953
[34,35]. Plus tard Hendrikson [36], montra toutes les étapes de cette biosynthese a partir
d’unités acétates.

Pour cette hypothese, la biosynthese des lactones sesquiterpénique se fait en plusieurs

étapes :

a)- La formation de 1’acide mévalonique : (MVA)

Connu depuis 1956, 'acide mévalonique 21 se forme a partir de la condensation de
trois unités acétates apres réduction par le NADPH. Au cours de cette biosynthese,
deux molécules se combinent par une condensation de Claisen, pour donner
I'acétoacetyl CoA et une troisieme molécule d’acétyle coenzyme A est additionnée
stéréospécifiquement pour donner la chaine B-hydroxy-f—methylglutaryl -CoA (HMG-
SCoA). La transformation en acide mévalonique, se fait en deux étapes réductrices du

groupe thioester en alcool primaire comme reporté dans la figure 6.
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Condensation OH (0]
de Claisen HO C\)§\/U\
—_— 2 SCoA + EnzSH

-CoASH

HMG-CoA NADPH
reductase

Acetyl-CoA

A oH | P
~ S HO,G "
HO,G OH HOZC\>\/'E0<_ 2 \>\/X\SCOA

NADPH

21acide mévaloni
“ %\I/I[lé\:)onlque hémithioac]é{tal

Figure 6 : Formation de I'acide mévalonique a partir des trois unités acétates

b)- La formation de l'isopentyl pyrophosphate : (IPP)

Le MVA est considéré comme la clé de la biosynthese de tous les terpénes ou il est
phosphoryle par 'ATP qui lui cede en deux temps 2 groupements phosphates formant
un pyrophosphate. En présence d'une nouvelle molécule d’ATP le mévalonyle 5
pyrophosphate est converti en pyrophosphate d’isopenthenyle (IPP) 22 avec perte de

CO:z et libération de phosphate comme reporté dans la figure 7.
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HO,C
OH ————»

acide mévalonique phosphorylation
(MVA)

séquentielle de
I'alcool primaire
en pyrophosphate

=

22 isopentyl pyrophosphate &
PP He  Hyg

Figure 7 : Transformation du MVA en Isopentyl pyrophosphate (IPP)

c)- La formation du dimethylallyl pyrophosphate : (DMAPP)

Le dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) 23 résulte de I'isomérisation de
I'isopentyl- pyrophosphate (IPP). Comme indiqué sur la figure 8, le sens de 1’équilibre vers la

formation du DMAPP est en effet, largement favorisé, vu que la double liaison résultante est plus

substituée.

> /\ OPP isomérisation ‘\
N [E—— .
\\\\\\ /\/\ opp

isopentyl pyrophosphate dimethylallylphosphate
IPP 23(DMAPP)

Figure 8 : Isomérisation de 1" isopentyl pyrophosphate (IPP) en DMAPP
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d)- La formation du géranyl pyrophosphate : (GPP)

Comme reporté dans la figure 9, le géranyl pyrophosphate (GPP) 24 résulte de la
combinaison d’une molécule de DMAPP et d'une molécule d’ isopentyl pyrophosphate

en présence de 'enzyme prenyl transférase.

(DMAPP)

addition éléctrophylique qui
donne un cation tertiaire

)\/\/\\/\ D
OPP

géranyl pyrophosphate Hr Hg
24GPP Perte stéréospécifique de proton

Figure 9 : Formation du géranyl pyrophosphate

e)- La formation du précurseur des lactones sesquiterpéniques :

(FPP)

L’addition d'une autre molécule de IPP au GPP donne le squelette sesquiterpénique
fondamental le farnesyl pyrophosphate (FPP) 25. Ce dernier est considéré comme le
précurseur universel pour les lactones sesquiterpéniques [37-42]. La Figure 10 renferme

les étapes de sa formation.
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)\/\)\/\/O-;} - )\/\)\@V/"S’

géranyl pyrophosphate . .
GPP cation allylique

PP

addition éléctrophyle qui donne un
cation tertiaire

Perte stéréospé-
cifique de proton

= A A

Farnesyl pyrophosphate
FPP

Figure 10 : La formation du FPP

Selon la stéréochimie des deux premieres des trois doubles liaisons : EE, ZE, EZ et ZZ
du Farnesyl pyrophosphate, on obtient quatre isoméres géométriques de sesquiterpenes
monocycliques formés a la base de germacra, 1(10), 4(5)-diéne-6,12-olide connus sous

les noms de germacranolide, héliangolide, mélampolide et germacranolide ZZ

respectivement comme indiqué dans la figure 11.
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= — \
OPP
25 FPP —
X oj\);
29 O
o)
X
26
O 5
27 2 O
X 28

: germacranolide
. heliangolide
: mélampolide
: germacranolide z, z

Figure 11 : Les quatre isomeres formés a partir du FPP
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Apres cyclisation du cation cyclodécadiénylique et formation de la fonction y-lactone donnant
les germacronolides, Il est admis que les principaux squelettes sesquiterpéniques proviennent de

divers réarrangements de ces derniers [33]. La figure 12 résume quelques uns de ces squelettes.

@)
0O
bakkenolides
34
31 élémanolides
@)
o 0
35
% érémophilanolides
germacranolldes eudesmanolldes 0]
30 32
\ 36 ambrosanol:des
O
O
guaianolides 37 xanthaffolides
33
0
O
38 pseudo-guaianolides

Figure 12 : Quelques réarrangements pour arriver aux autres squelettes sesquiterpéniques

27



Meétabolites secondaires

I1-2-6-2- Les méthodes de séparation et d’analyse des lactones

sesquiterpéniques

I1-2-6-2-1- Les Méthode de séparation :

Les travaux de la littérature montrent que plus de 90% des lactones sesquiterpéniques
isolées et déterminées l'ont été a partir d’espéces de la famille des composées.
Cependant, bien que certaines plantes soient de grandes accumulatrices de ces
métabolites, le passage par des techniques de séparations chromatographiques

différentes est obligatoire pour les atteindre.

Chercher des lactones sesquiterpéniques et faire leur séparation commence d’abord par
I'extraction d’'une quantité importante de plante macérée dans du méthanol ou de
I’éthanol (solvant polaire) en présence ou non d’eau. Apres filtration et concentration,
I'extrait obtenu additionné d’eau distillée subit des affrontements successifs par des
solvants de polarité croissante menant ainsi a une séparation partielle en fonction de la
polarité des constituants. En général, ce travail débute par de I'hexane ou de I'éther de
pétrole pour récupérer les cires et les hydrocarbures suivi par au moins trois extractions
au chloroforme pour avoir les lactones sesquiterpéniques moyennement polaires. Ces
deux étapes sont suivies par une extraction a l'acétate d’éthyle dont I'extrait pourrait
contenir des lactones sesquiterpéniques trop fonctionnalisées et enfin par des
affrontements au n-butanol pour rechercher les produits beaucoup plus polaires tels les

hétérosides souvent de type flavonoide.

Les phases organiques ainsi obtenues sont séchées, concentrées et soumises a la batterie
chromatographique pour la séparation. Les techniques usuelles utilisées pour la
séparation des lactones sesquiterpéniques sont en général la chromatographie sur

colonne et la chromatographie sur couche mince.
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a)- La chromatographie sur colonne :

Les lactones sesquiterpéniques ont des polarités similaires. En effet, leur séparation en
produits purs est souvent complexe et consomme énormément de temps et de solvants.
L’étape initiale pour leur séparation est la chromatographie sur colonne utilisant le gel
de silice comme phase stationnaire éluée par des systémes de solvants en mode
gradient ou en mode isocratique. Cette étape doit étre précédée par une analyse par
chromatographie sur couches minces pour rechercher l'éluant donnant la meilleure
séparation. Le tableau 2 rapporte quelques systémes de solvants utilisés pour séparer

les lactones sesquiterpéniques sur colonne.

Systémes de solvant Proportions

CHCls-acétone 9:1;7:1;5:1;3:1,3:2;1:1;2:3;1:3
Hexane-AcOEt 9:1;4:1;2:1;1:1;2:3;1:3
Haxane-CHCls- AcOEt I:1:1;1:1:2;2:2:1

CHCl3-MeOH 99.5:0.5;99:1;98:2:;95:5;50:1;10:1
CHCl3-AcOEt 1:1

Hexane-Et2O 1:3

CH2CI>-Me>CO 1:1

CH2Cl2-isPrOH 99:1;98:2;97:3;19:1;9:1;3:1
Et2O-Toluene-CH>Cl» 1:1:1

Tableau 2 : Systemes de solvants utilisés pour séparer les lactones sesquiterpéniques sur
colonne

b)- Chromatographie sur couche mince :

Découverte par le botaniste russe Michel Tswett en 1906, elle reste jusqu'en 1931
presque ignorée du monde scientifique.

Cette méthode utilisée de maniére analytique donne une idée sur la composition de
'extrait a étudier. De maniere preparative, elle permet des séparations correctes suivies

de purifications. Dans notre cas pour les lactones sesquiterpéniques le support

29



Meétabolites secondaires

fréquemment utilisé reste le gel de silice 60 avec indicateur fluorescent. La révélation
des plaques preparatives se fait sous lumiere UV a 254 nm.

Les plaques analytiques, peuvent étre révélées sous lumieére UV a 254 nm ou par
pulvérisation de I'acide sulfurique suivie de chauffage a 100 °C pendant 3 minutes.
Cette derniere technique de révélation peut donner des informations sur la nature et la
position de certains substituants sur le squelette sesquiterpénique de type guaianolide
de la lactone en question en fonction de la couleur que prennent les spots apres
chauffage. Par exemple, une couleur verte indique la présence d'un groupement

chlorométhyléne en C-4 et un groupement hydroxyle en C-3 [43].

11-2-6-2-2- Les Méthodes d’analyse :

Le développement des méthodes d’analyse de nos jours a facilité l'investigation

structurale des molécules complexes, notamment celles des lactones sesquiterpéniques.

a)-La spectroscopie d’absorption infrarouge (IR) montre la présence de la fonction y -
lactone a, B-saturée ou a, - insaturée par 1'existence de bandes caractéristiques a 1780
ou 1755 cm respectivement. Les bandes a 1740, 1735 et 1720 cm! respectivement
confirment la présence d'un groupement acétate [44,45], esters saturés et esters
insaturés. Cette étape est définie comme étape initiale de 1'identification des lactones

sesquiterpéniques.

b)- La spectrométrie de masse avec ses divers modes d’ionisation permet en plus de la
visualisation d'un pic pseudo moléculaire (ionisation douce) permettant d’arriver a la
masse moléculaire [46], la détermination de la nature des substituants sur le squelette

sesquiterpénique.

c)- La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est la technique la plus
performante dans la recherche structurale des lactones sesquiterpéniques. En effet, les
expériences multiimpulsionnelles et bidimensionnelles homo et hétéronucléaires
permettent non seulement d’arriver a la structure mais peuvent donner d’excellentes

informations sur la stéréochimie des centre asymétriques.
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d)- La diffraction des rayons X est également tres utilisée. Elle donne toutes les

informations nécessaires a 1'établissement de la structure y compris la stéréochimie des

centres chiraux mais exige une bonne cristallisation de I’échantillon.

I1-2-6-3-Activités biologiques des lactones sesquiterpéniques :

Les lactones sesquiterpéniques, molécules naturelles également appelées substances

ameres sont trés intéressantes dans le domaine biologique et pharmacologique. Ces

substances présentent des propriétés cytotoxique ou antitumorale [47-51], anti-

inflammatoire [52-54], antimigraineuse [55], antioxydante [56], antifongique [57-59],

cytoprotectrice gastrique [60].

Le tableau 3 présente les activités biologiques relatives a quelques lactones

sesquiterpéniques :
Lactones Sesquiterpéniques Activités biologiques Réf
20-hydroxyalantolactone Antileucémique [61]
Eupaserrine, deacetyleupaserrine | Antileucémique [62]
Salograviolide Antifongique [26]
Cumambrine A Antimicrobienne [63]
Onopordopicrine Cytotoxique, antifongique, [64]
antibactérienne
Centratherine Anti-inflammatoire, [65]
antimicrobienne, tripanocidale
Grosheimine Cytostatique sur cellules KB [66]
Cnicine Cytotoxique [67]
Parthenine Genotoxicité [68]

Tableau 3 : Les activités biologiques relatives a quelques lactones sesquiterpéniques
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L’activité des lactones sesquiterpéniques est liée a la présence de groupement o-
méthyléne-y-lactone [69], cette fonction est responsable des activités antibactériennes,

cytotoxique et anti-inflammatoire.

Les germacranolides par une addition de Michaél donnent des composés S-alkylés,
ceux-ci s’additionnent sur les fonctions glutathion, thiol et amine (nucléophiles
biologiques). Cette interaction va a 1’'encontre de diverses enzymes et provoque leur
alkylation irréversible. On retrouve ces activités dans des anti-inflammatoires de

synthese.

Il y a aussi inhibition de messagers intracellulaires. Ceux-ci ordinairement se dissocient
lors de l'activation par un radical libre et un des fragments est transporté jusqu'au
noyau ou il réagit avec I’ADN pour engendrer un stress inflammatoire. Cette inhibition

explique a nouveau 'activité anti-inflammatoire.

L'activité anti-ulcere est aussi expliquée par 1'addition de Michaél : il y a interaction
avec des enzymes de la muqueuse gastrique. Pour terminer on explique l'activité
antibactérienne par un blocage cette fois-ci réversible de diverses enzymes au niveau de

leurs fonctions thiols ou amines [33].

Malgré I'importance des lactones sesquiterpéniques ces substances peuvent aussi étre
allergisante et neurotoxique, car des allergies peuvent apparaitre lors d'un contact direct
ou indirect avec la plante. Des études ont montré que leur présence dans des plantes est
responsable d’empoisonnement de mammiferes. Le tableau 4 renferme quelques
données sur les plantes et les lactones sesquiterpéniques présentes dans celles-ci avec la

liste des animaux en risque d’empoisonnement en cas de consommation.
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Lactones
Plantes Animaux affectés
sesquiterpéniques
Centaurea solstitialis Cynaropicrine Chevaux
Lactuca virosa lactucine Bétail
Helenaline

Helenium autumnale

Mexicanine-E

Tenuline

Moutons, Bétail

Baccharis cardifolia

Baccharis oil

Mouton, Bétail

Geigeria sp

Geigerine, Vermeerine

Moutons

Tableau 4 : Les differents animaux en risques d’empoisonnement
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I1-2-6-4-Quelques lactone sesquiterpéniques isolées des centaurées

durant ces derniéres années dans notre laboratoire

Le tableau 5 contient quelques exemples de lactones sesquiterpéniques isolées dans

notre laboratoire, montre une fois de plus la richesse du genre Centaurea en ce type de

composes.
Les Centaurées Les lactones sesquiterpéniques isolées Structures Réf
C. nicaensis ALL ||[l1B,13-dihydrocinine 39
| 1,13-dihydrosalonitenolide 40
a Mélitensine 41 [70]
5a,6p,70,883,11 B-15-hydroxy-8-(1",2’ 42
dihydroxy-ethyl)-acryloxy-elema-1,3-dien-
6,12-olide
C. lippi La cnicine 43 [67]
C. accaulis L B-cyclocostunolide (5aH, 6pH, 7oH, 103CHa- 44
eudesma-4(15), 11(13)-dien costunolide
costunolide (6pH, 7aH-germacra-1(10),4(5)- 45
dien-6,12-olide)
14-chloro-10B-hydroxy-10(14) 46 [71]
dihydrozalzanin D(3p-acetoxy-14-chloro-
10p-hydroxy-1eH, 50H,6pH,70aH-guaia-
4(15),11(13)-dien-6,12-olide
C. musimomum 13,11a-dihydroxy-3oxo-1aH, 4pH, 5aH, 6H, 47
7aH-guaia-10(14)-en-6,12-olide
13-acetoxy-11a-hydroxy-3-oxo-1aH, 4BH, 48 [72]
5aH, 6pH, 70H-guaia-10(14)-en-6,12-olide

Tableau 5 : Quelques lactones sesquiterpéniques isolées dans notre laboratoire
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Les structures des lactones sesquiterpéniques de 39 a 48 sont les suivantes :

39 R= (1",2’-OH-Et) Acr ; X= -H, a-Me
40 R=H ; X=B-H, a-Me
43 R= (1’,2’-OH-Et) Acr; X=CH>

41 R=H
42 R=(1",2’-OH-Et) Acr

41,42
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I1-3- LES COMPOSES PHENOLIQUES :

Les coumarines et les flavonoides sont parmi les composes phénoliques les plus connus

et les plus actifs biologiquement.

II-3-1- Les coumarines :

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la féve Tonka,
coumarouna odorata (légumineuses) d’ou la coumarine fut isolée, en 1820, elles sont
largement distribuées dans le regne végétale [73].

En dehors de quelques rares cas, dont la coumarine elle-méme 49, toutes les coumarines
sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom

d’ombelliférone 50, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

5 4
6 X 3
/ o~ o

8 1

49 coumarine

Quelque exemples des coumarines de ce type sont reportés ci- apres :

R N Ry = Rs= H, R, = OH; ombelliférone 50
R4 = R3= H, R, = OCHp3; herniarine 51
R, O 0 R4 = R,= OH, R; = H; esculétol 52

R, R4 = OCHj3, R, =OH, R; = H; scopolétol 53
R1 = OCH3, R2 = R3 = OH, fraxétol 5_4
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Propriétés Pharmacologiques et emplois :

La coumarine connue pour ses propriétés anti-oedémateuses, a fait 1'objet d’études
cliniques chez les patients atteints de cancers avancés car elle est rapidement
métabolisée au niveau du foie en 7-hydroxycoumarine [74]. Il n’est pas exclu que les
propriétés anti-inflammatoires et analgésiques attribués au fréne soient dues aux
coumarines [75,76].

L’action commune des coumarines de différente origine est celle contre les différents
types de troubles gastriques [77], antivirale [78], antimicrobienne [79].

Les coumarines utilisées dans lindustrie comme fixatif, des parfums (3,4-

dihydrocoumarine) est I'un des composés des huiles essentielles de la lavande [80].

II-3-2- Les flavonoides :

Les flavonoides sont des composés naturels de la famille des polyphénols présents en
quantités importantes dans une grande variété de fruits et de légumes consommés
quotidiennement par I’homme le tableau 6 indique la présence de différents types de

flavonoides dans les fruits et les légumes.

Les flavonoides Légumes et fruits
Flavonols (quercétine) Brocoli, pomme
Flavonones Citron
Catéchines Thé vert et noir
Anthocyanines Fruits rouges, raisin

Tableau 6 : Quelques flavonoides présents dans les légumes
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Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Méme si le terme flavonoide signifie jaune en latin [81], les couleurs des
flavonoides varient et dans certains cas quand la zone d’absorption de la molécule est
située dans le proche ultraviolet : la coloration n’est percue que par les insectes [33].

I1-3-2-1 Structure chimique et classification des flavonoides :

Comme la figure 13 le montre les flavonoides possedent un squelette de base a quinze

atomes de carbone constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3

)

Figure 13 : Squelette de base des flavonoides

La chaine en C3 formant un hétérocycle apres condensation avec un OH phénolique du
noyau A [82]. La structure chimique des flavonoides reportée dans la figure 14 contient
un squelette C15 constitué par un noyau chromane et un noyau aromatique placé en

position 2, 3 ou 4.

Figure 14 : La structure chimique des flavonoides
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Les flavonoides se répartissent en plusieurs familles de composés comme la figure 15 le
montre :

Figure 15 : Les differents familles des flavonoides

40



Meétabolites secondaires

II-3-2-2-Origine biosynthétique des flavonoides :

L’origine des flavonoides est inscrite en filigrane dans leur structure, elle apparait bien
dans celle des chalcones: condensation d'un « triacétate » (cycle A) et d'un acide

cinnamique (cycle B), la condensation engendrant le cycle pyranique central [33].

Cette hypothese a été confirmée par l'utilisation des précurseurs radiomarqués

(Grisebach) [64] et par des études au niveau enzymatique (Bohm) [84].

La biosynthese des flavonoides se fait en plusieurs étapes, 1'étape clé est celle de la
condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec un ester du coenzyme et d'un

acide hydrocinnamique. Ces étapes peuvent étre résumées comme suit :

a)-La biosyntheése de la chalcone a partir de I’acide shikimique :

Davis a confirme en 1955 [85] le role de I'acide shikimique dans la formation du noyau
(B) et la chaine carbonique (Cs). La figure 16 explique la biosynthese de la chalcone.

Remarques:

1)-Les enzymes utilisées au cours de la formation de I'acide p-Coumarique :
e Aldolase, 3-désoxy-O-arabinoheptulosonate-7-phosphate synthase ou DHAP
synthase.
e Déshydroquinate synthase.
e Préphénate déshydrogénase.
e Tyrosine ammonia-lyase.

2)-Dans la figure 16, 1: NADPH, H* et 2 : NADPH*
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GLUCOSE (phosphate erythrose)
+
Ac.phosphate pyruvique
COOH
AN
PO
Ac.2-Ceto-3-desoxy-7-
phosphoglucohepyonique
HO OH
OH
COOH COOH
COOH
/_\
OH 2
HO oh H20
OH
Ac.Shikimique 67 Ac.5- Deh droshikimique .
que 21 y 9 Ac.5-Dehydroqumlque
<ATP
ADP
COOH
COOH
DEP
\ CH
- Vi
X PO o—C
PO OH Pi |
OH OH COOH
Ac.3-Enolpyruvyl-5-
Ac.5-Phosphoshikimique phosphoshikimique Pi
COOH
CH,COCOOH HOOC CH,COCOOH
0
- }:HZ
o—c
H* OH
OH COOH
Ac.p-Hydroxyphenyl Ac.Prephénique Ac.Chorismique
pyruvique
N\(COOH |C°°H
/CH
CH
transamination - Ac.p-Hydroxycinnamique
(Ac.p-coumarique) 68
OH
Ac.p-Hydroxyphenyl
alanine

Figure 16 : La biosynthése de la chalcone a partir de I'acide shikimique
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Avant la prochaine étape le Ac.p-coumarique se transforme en 4-coumaroyl pour

augmenter son activité.

OH OH

CoA

CoASwvw(
HOOC N\

Ac.p-coumarique_68 p-Coumaroyl CoA 69

b)- La formation du Malonvl CoA 72 a partir du Acétyle CoA 71etle CO>:

0] 0 O
%
CHr{ +CO, —__» H,
_ HO S—CoA
S—CoA ATPqDP
Acétyl CoA71 Malonyl CoA 72

c)- La condensation des trois malonyl-CoA avec 4-coumaroyl-CoA (I’étape clé) :

0] o] e}
Ny N OH
_o/i 0 3
coa—s” O cor—s” 2 0 %% |

|
CoA—S

o
3-malonyl CoA 4-Coumaryl-CoA

3CO,

Enzyme chalcone
3HSCoA synthétase

OH
HO OH O OH
OOy
,’ CoAS
OH (o) HSCoA

O O O O
Chalcone 60
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d)-la biosynthése des squelettes falavoniques i partir de la chalcone :

D’apres Grisébach [86].

OH H OH
HO O 0|'|| O Ho\qo‘j.\\g

OH O OH O

(-)-Flavanone 59
Chalcone 60

0O Aurone 64
Flavone 58

OHO
O y

Isoflavone 65 Dihydrochalcone 61

Y
T
OH

0]

OH

H OH
O HO (o ] Y

OH

O

O
=

FIavonoI 57 OH (+) - Catechine 72

Anthocyanidine 66

Figure 17 : La biosynthese des squelettes falavoniques a partir de la chalcone
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I1-3-2-3 Les Méthodes de séparation et d’analyse des flavonoides :

I1-3-2-3-1-Les méthodes de séparation :

Comme toutes les substances naturelles la séparation des flavonoides se fait par les

méthodes de séparation chromatographiques.

a)- la chromatographie sur colonne :

C’est une technique qui conduit a une premieére séparation et Les supports connus et le
plus utilisé est le polyamide SC¢ « polycaprolactame » ce dernier est caractérisé par sa
fonction *carbonyle- amide*, cette fonction permet de donner naissance a des liaisons
hydrogenes avec les hydroxyles des produits phénoliques [87,88], ce qui conduit a la
séparation des flavonoides. Les systemes d’éluants dans se cas :

1- Toluéne, Méthanol

2- Eau, Méthanol

b)- la chromatographie sur papier :

Cette méthode est tres ancienne mais intéressante car elle permet la séparation d'une
grande quantité de produit et détache le maximum d’acides phénoliques [89]. Le
support utilisé ici est le papier Whattman et les systéemes de solvants contiennent
souvent de l'acide acétique pour améliorer la séparation et éviter les trainés dues a

'ionisation des molécules [90].

c)- la chromatographie sur couche mince :

La séparation se fait sur des plaques en verre en utilisant soit du polyamide ou de la
silice et dans certains cas de la cellulose comme phase stationnaire. La phase mobile est
choisie suivant la phase stationnaire et la nature de ’adsorption des produits a séparer.
Cette méthodes nous permet entre autre d’avoir une bonne séparation pour les

mélanges d’isomeéres, il suffit de bien choisir le systeme d’élution [91].
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I1-3-2-3-2- Les méthodes d’analyse :

a)- la coloration sous UV :

L’examen des flavonoides sous lumiére UV 365 nm est tres utilisé pour leur
l'identification. Tous les flavonoides apparaissent sous UV sous forme de spots colorés,
permettant d’avoir des renseignements pour déterminer leur structure [92-94]. Le

tableau 7 résume la relation entre la fluorescence et la nature du produit.

La coloration Type de flavonoides

Jaune pale Dihydroxyflavonols sans OH libre en 5

Aurones avec OH libre en 4’ et quelques
Jaune fluorescent
chalcones avec OH en 2 ou en 4

Aurones sans OH libre en 4’
Jaune vert brillant
Flavanones sans OH libre en 5

Jaune orange Flavonols avec ou sans OH libre en 5.

Flavones et flavanones 5-O-substituées.
Bleu-claire Flavonols avec OR en 3 et sans OH libre en

5.

5,4’-Dihydroxy flavone ou 3-O-substitué
Violet flavonols avec 5-OH, 4’-OH.

Quelque flavanones avec OH libre en 5

Invisible Isoflavones sans OH libre en 5

Tableau 7 : La relation entre la fluorescence et la nature du produit flavonoique
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b)- Relation Ry —Structure :

Le R est une valeur importante a connaitre et facile a déterminer, il est défini comme
étant le rapport entre la distance d parcourue par la substance et la distance D

parcourue par le front du solvant.

Rf: d/D

Le Rf (retardation factor) est une caractéristique d'un composé dans des conditions
chromatographiques données (éluant, température, phase stationnaire).

Le tableau 8 montre la relation entre le R¢ et la structure des flavonoides.

Structure flavonique R¢

Augmentation des OH | Rfdiminue dans les systémes organiques

Glycosylation Rf augmente dans les systémes aqueux

Rfdiminue dans les systemes organiques

Methylation des OH Rf augmente dans les systemes organiques

Rr diminue dans les systemes aqueux

Acylation Rf augmente dans les systemes organiques

Rfdiminue dans les systemes aqueux

Tableau 8 : relation Ry-structure
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c)- La spectrométrie UV-visible :

C’est une méthode trés importante pour l'analyse des flavonoides, pour cela
I'enregistrement d'un spectre d’absorption ultraviolette dans le méthanol est
indispensable. L’addition de réactifs aux échantillons donne des informations

importantes, la nature et la position des groupements de substitution [95-97].

c)-1-le spectre UV visible dans le méthanol :

Le spectre d’absorption UV-Vis des composés phénoliques (flavones et flavonols), dans le

méthanol est caractérisé par deux bandes :

:
<§>

Benzoyle/cinnamoyle

< Labandel:
Située entre 304-385 nm, elle est attribuée a

I'absorption du noyau B conjugué avec le

groupe énone donnant la  forme

H Flavone
OH Flavonol

R
cinnamoyle 74 [98]. R

Forme cinnamoyle 74
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% Labandell:
Située entre 250-280 nm, elle est attribuée a 1'absorption du noyau A conjugué avec la

fonction cétone donnant la forme benzoyle 74 [99].

H Flavone
OH Flavonol

R
R
Forme benzoyle 74

La nature des flavonoides peut étre déterminée selon les valeurs de la bande I et la
bande II le tableau 9 montre la relation entre le squelette flavonique et la position des

bandes I et I1.

Type de flavonoides Bande I (nm) Bande II (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280
Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280
Isoflavones 310-330 245-275
Flavanones et dihydroflavanols 300-330 275-295
Chalcones 340-390 230-270 faible intensité
Aurones 380-430 230-270 faible intensité
Anthocyanidines et anthocyanines 465-560 270-280

Tableau 9 : Relation entre les squelettes des flavonoides et la position des bande I et 11 [92]
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L’addition de divers réactifs au flavonoide permet de localiser les substituants sur le
squelette flavonique ol en général la présence d’un hydroxyle libre provoque un effet
bathochrome (déplacement vers les grandes longueurs d’ondes). Pour une méthylation
ou glycosylation des positions 3, 5 et 4" hydroxylées, un déplacement hypsochrome est

noté par la bande I.

c)-2- le spectre UV en présence de réactifs :

Les réactifs souvent utilises sont : NaOH, NaOAc, NaOAc + H3BO3, AICls et AICls+HCI.

Certaine d’entre eux forment des complexe tels que AICl; et H3BO:s.

c)-2-1-I’'addition de AICl;s et AICl; + HCI :

L’addition de AICl; a la solution du flavonoide dans le méthanol mene a la formation
de complexes entre les hydroxyles ortho, I'hydroxyle en 3 et la fonction carbonyle et
I'hydroxyle en position 5 et la fonction carbonyle [100]. Ce qui entraine un effet
bathochrome de la bande I mais l'addition de HCl provoque la disparition des
complexes instables et le maintien des complexes stables (hydroxyle et carbonyle). Ceci
se manifeste par un déplacement hypsochrome de la bande I par rapport a celui en
présence de AlCls et bien évidement un effet bathochrome moins important par rapport

au spectre dans le méthanol pris comme référence.

c)-2-2- I’addition de NaOAc + H3BOs:

Le H3BOs est additionné a I'échantillon en présence de NaOAc et les informations
apportées indiquent 1'existence ou 1’absence d’hydroxyle ortho sur le cycle B ou sur le
cycle A (6, 7 ou 7, 8) a cause des complexes formés, I'effet qui se manifeste est un effet

bathochrome de la bande I par rapport au spectre dans le méthanol [97].

c)-2-3-I’'addition de NaOH et de NaOAc:
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< NaOH:

L’addition du NaOH indique le nombre et la position des hydroxyles libres sur le
squelette flavonique essentiellement les OH des positions 7, 4, 3 par effet

bathochromique de la bande I.

% NaOAc:

Ce réactif sert a détecter les groupements hydroxyles essentiellement celui la position 7
par un léger effet bathochrome de la bande II, il ionise les OH les plus acides comme les
hydroxyles des positions 3,7 et 4 [97]. Le tableau 9 donne les informations obtenues des

spectres en présence de réactifs [92, 96, 98].
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Déplacement en nm

Réactifs Interprétation
Bande 1 Bande I1
304-350 250-280 Flavones
MeOH 352-385 250-280 Flavonols (3-OH)
350-380 250-280 Flavonols (3-OR)
+44 265
1)- avec stabilité ou augmentation 4-OH
NaOH d’intensité 3-OH et 4-OR
2)-avec diminution d’intensité 7-OH
une nouvelle bande entre 320-335
+20a45 5- OH
AlCl3/MeOH + 60 3. Ol
-20a -40 Ortho di OH (noyau B)
AICI3+HCl/ AlCl3 -20a-25 Ortho di OH (noyau A)
+ortho di OH (noyau B)
+17a20 5- OH (avec 6- oxygénation)
AlCls +35ab55 5-OH flavone et 3-OMe
flavone
+HCl/MeOH +504 60 3- OH avec ou sans 5- OH
+5a20 7- OH
Déplacement tres faible |[|7- OR
NaOAc /MeOH Diminution d’intensité 6,7;7,80u3,4 di OH
Avec le temps
Le spectre se décompose ||5,6,7;5,7,80u3, 3 4 - tri
Avec le temps OH
NaOAc + H3BOs +12a36 3,4 di OH
+5a10 6,7,0ou? 8di OH

Tableau 10 : Les informations obtenues en présence de réactifs
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d)- Spectrométrie de masse :

Elle permet la détermination du pic moléculaire qui donne globalement le nombre et la
nature des substituant hydroxyles ou méthoxyles [101]. Les pics de fragmentation
caractéristiques fournissent les renseignements sur la répartition des substitutiants
entre les noyaux A et B. Actuellement cette technique connait un véritable succes avec le
développement de divers modes d’ionisation permettant l’analyse de structure
glycosylées tels que la FAB, l'électron- spray. Cet appareillage est souvent utilisé

comme détecteur en HPLC.

e)- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Tres précise et tres efficace, elle est couramment utilisée et permet entre autre :

% La localisation des protons de la molécule [99].
% De déterminer le nombre, la nature et la position des sucres [102,103].
% D'identifier les liaisons C-(et O-) sucres.
% D’identifier les substituants acylés et leur sites d’acylation.
% L’identification des substituants oxygénés
Les tableau 11 et 12 contiennent quelques déplacements chimiques et constantes de

couplages des protons du noyau A et du noyau B [104].

Protons du noyau A (H-5) (H-6) (H-8)
Nature du flavonoide |6, ppm J,Hz |6, ppm J, Hz S, ppm J, Hz
5,7-0OH 6,0-62 d 25 6,3-65 d 25
5-OH, 70R (R=Cluc.) 6,264 d 25 6,5-6,9 d 2,5
7-OR (R=H, sucre) 80 d 9 6,7-71 dd (9,0;25) |6,7-70 d 25
5, 6, 7-OR R=H, sucre 6,3 S
5,7,8-OR 6,3 s

Tableau 11 : Les déplacements chimiques et constantes de couplage des protons du noyau A
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Protons du noyau B (H2'-H6) (H3-HY)
S, ppm [ Hz |6, ppm ] Hz

Flavone (4-OR) 7,7-79d 85 6,5-7,1d8,5

Flavonol (4-OR) 79-81d 85 |6571d85

Tableau 12 : Les déplacements chimiques et constantes de couplage des protons du noyau B

I1-3-2-4- Activités biologiques des flavonoides :

La plupart des flavonoides présentent des activités biologiques intéressantes telles que :

des activités anti-oxydante et antimicrobienne.

I1-3-2-4-1- Activité anti-oxydante :

Les flavonoides sont des composés qui possedent de fortes propriétés anti-oxydantes.
Les donnés de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations entre
la structure flavonique et I'activité antioxydante [105]. Parmi les agents qui augmentent
cette activité le nombre des groupements hydroxyles sur le noyau B, quand le nombre

augmente l'activité augmente [106].

I1-3-4-2-Activité antimicrobienne :

Il est connu que certains flavonoides sont synthétisés par les plantes lors de l'invasion
microbienne [107], il est par conséquent logique, qu’ils agissent comme substances

antimicrobiennes efficaces in vitro contre les microorganismes [108,109].
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I1-3-2-5-Quelques exemples des flavonoides isolés des Centaurees dans

notre laboratoire :

Les flavonoides isolés dans notre laboratoire de recherche, sont en général de type

flavone et flavonol. Le tableau 13 rassemble quelques exemples de ces flavonoides.

Les Centaurées Flavonoides Structures Reéf
C. incana 7-methyl glucuronosyl Apigénine 75
Hispiduline 76
7-glucosyl Hispiduline 79 [110]
6-methoxy Kaempférol 81
C. acaulis 4'-methyl Kaempférol 83 [111]
C. calcitrapa L. Apigénine 77
6-methoxy Kaempférol 17
7-glucosyl Apigénine 78 [112]
C. lippii Isovitéxine 80
3-rutinosyl Kaempférol 82 [67]

Tableau 13 : Des exemples de flavonoides séparés dans notre laboratoire
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Les structures des flavonoides de 75 a 83 sont les suivantes :

® Structure des flavonoides de 75 a 80.

N© R1 R>
75 H Meglur
76 OCH; | H
77 H H
78 H Glc
79 OCH; | Gle
80 C-glc H
B La structure 81 est la suivante :

® La structure 82 est la suivante :
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® La structure 83 est la suivante :
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L’¢étude phytochimique de Centaurea parviflora

IT1-1-Place dans la systématique :
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L’¢étude phytochimique de Centaurea parviflora

ITI-2-Description de l’espéce parviflora :

Appendice des bractées sans partie scarieuse blanchéatre ou a partie scarieuse peu
marquée; a 8-12 laciniures latérales. Plantes suffrutescentes a la base, de 40-60 cm,
tres rameuses, formant des buissons serrés, intriqués.

Feuilles supérieures non décurrentes sur la tige. Petits capitules de 5 mm de large sur
15 mm de long, solitaires. Appendices a épine médiane fortement récurvée.

Fleurs supérieures. Akenes pubescents, ventrus, noirs, a 4 stries marquées. Aigrette
également le 1/3 de I'akene.

Assez rare : en sol algérois, Oran et Tlemcen, Constantine, Hauts plateaux. Elle existe

en Algérie et en Tunisie.




L’¢étude phytochimique de Centaurea parviflora

II1-2-3- Les travaux antérieurs :

Les seuls travaux effectués sur Centaurea parviflora I'ont été au sein de notre
laboratoire. Ces travaux ont mené a l'isolement et la détermination de quatre
flavonoides de type flavone rassemblés dans le tableau 14 de 84 - 87 et détecté la

présence de lactones sesquiterpéniques [113].

Composés

OMe | OMe | OH | OMe 5,3’-dihydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone 84
Eupatorin

OMe | OH | OMe | OMe | 5/7-dihydroxy-6,3’,4'-trimethoxyflavone 85
Eupatilin

OMe | OMe | OMe | OH 5,4’-dihydroxy-6,7,3’-trimethoxyflavone 86
Cirsilineol

OMe | OH | OMe | OH | 574 -trihydroxy-6,3"-trimethoxyflavone 87
Jaceosidin

Tableau 14 : Les flavonoides isolés de Centaurea parviflora
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IT1-3- Travaux personnels :

I11-3-1-Extraction de Centaurea parviflora :

La plante a été récoltée au mois de juin de I'année 2000, de la région d’Oum El
Bouaghi, apres séchage dans un endroit sec et aéré, a I'abri des rayons solaires, les
parties aériennes broyées sont pesées (M = 2397,5g) et mises a macérer pendant 24h

dans un mélange (EtOH/H:0O) avec les proportions 70 : 30.

Apres filtration, concentration a environ 800 ml, & une température n’excédant pas
35°C, cet extrait contenant toujours de 1’éthanol, est additionné d’eau distillée (960
ml). L’élimination de la chlorophylle se fait par précipitation par le tétra acétate de
plomb Pb(CH3COO)s sous agitation continue jusqu’'a ce que la solution devienne

rouge-brune, apres quoi le mélange est filtré.

Le filtrat est épuisé trois fois par du chloroforme. Les phases organiques sont
rassemblées, séchées avec du NaxSOs4 anhydre, filtrées et concentrées a sec a une

température n’excédant pas 35°C pour donner 1'extrait chloroforme de 25 g.

Le protocole d’extraction est résumé dans la figure 18 :
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es parties aériennes
broyées M = 2397,5

: Macération a

: froid 3 fois avec
: (EtOH/H:0)

: 70 :30, (24 h)

. .
....
.
. .
. o
‘‘‘‘‘

Extrait hydroéthanolique

- Concentration non a sec a

t =35°C, dilution par H,O (960 ml)
- Précipitation de la chlorophylle
par le (CH;COO)4Pb, 3 H,O.

- Filtration.
Phase organique Filtrat
CHCl; (x3)
Décantation.
- Séchage par Na,SO4

anhydre, puis filtration
- Concentration a t=35°C

Extrait
> chloroforme
M =25¢g

Figure 18 : Protocole d’extraction de C. parviflora Desf.
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L’investigation de I'extrait chloroforme a débuté par 1'enregistrement d'un spectre de
RMN de proton (spectre n°1). Ce spectre montre la présence de signaux dans la zone

attribuée aux terpenoides et également dans celle attribuée aux flavonoides.

Spectre n°l1 : Spectre de RMN du proton de I'extrait chloroforme
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II1-3-2- Séparation chromatographique sur colonne:

La séparation sur colonne a débuté par une recherche sur plaques analytiques de gel
de silice 60, du meilleur systéme d’élution. Les tests effectués ont montré que la
meilleure séparation est obtenue avec le systeme (CHCI3/ (CH3).CO/MeOH) dans
les proportions 9/1/1. La plaque CCM test révélée a l'acide sulfurique est

représentée dans la figure 19.

Figure 19 : Plaque CCM éluée avec le systeme (CHCI3/ (CH3)2CO/MeOH : 9/1/1) puis

revélée
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Sur la base des résultats de la chromatographie analytique, 12 grammes de I'extrait
chloroforme des parties aériennes de C. parviflora préalablement dissous dans du
chloroforme ont été déposés sur une colonne de gel de silice normale ("63-200"pm)
préparée dans du chloroforme. L’élution a été réalisée avec du chloroforme et un
gradient d’acétone avec une incorporation graduelle de méthanol jusqu’aux
proportions 15/65/20. Le suivi de la colonne a été effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice, les plaques ont été visualisées sous lumiere UV (254 et
365 nm), révellées avec un révélateur a base d’acide sulfurique puis chauffées a
100°C, pendant trois minutes. Le tableau 15 reporte le résultat du fractionnement de

cette colonne.

ELUANT
FRACTIONS | TUBES (25 ml)
CHCl3% | Acétone % | MeOH %
f1 1-36
f> 37 -40
f3 41 - 54 100 0 0
fa 55 - 62
f5 63-70
fo 71-72
f7 73-78
2 79 99 1 0
fo 80 - 81
f10 82 -83
f11 84 - 97
f12 98 - 109 98 2 0

Tableau 15 : Le fractionnement de la colonne
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f13 110 - 122
f14 123 - 136
f15 137 - 142
fi6 143 - 148 96.5 3.5 0
f17 149 - 163
f1s 164 - 181
f19 182 - 192 95 5 0
f20 193 - 204
f21 205 - 222 92.5 7.5 0
f2 223 - 247
f23 248 - 258 90 10 0
f24 259 - 267
f25 268 - 276 87 13 0
f26 277 - 292
f27 293 - 316
f28 317 - 327 85 15 0
£29 328 - 350
f30 351 - 358 82 18 0
f31 359 - 364
f32 365 - 376 80 20 0
f33 377 - 385
f34 386 - 404

Tableau 15 : le fractionnement de la colonne (suite)
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f35 405 - 413

f36 414 - 436 75 25 0
f37 437 - 452

f3s 453 - 492

f39 493 - 509 70 30 0
fa0 510 - 524

fu 525 - 549 65 35 0
far 550 - 557 60 40 0
fa3 558 - 589 60 40 0
faa 590 - 596

fas 597 - 620 50 50 0
fa6 621 - 653

fa7 654 - 676

fas 677 - 692 45 50 5
fa9 693 - 717

f50 718 - 732 30 60 10
f51 733 - 748

fs2 749 - 784 25 60 15
fs3 785 - 824 15 65 20

Tableau 15 : Le fractionnement de la colonne
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Les fractions obtenues sont retestées avec plusieurs systemes d’éluant, ce qui a
permis de les rassembler une autre fois dans le tableau 16 en 13 fractions.

Les résultats de ce regroupement sont reportés dans le tableau 16

FRACTIONS NOUVELLES

PRECEDENTES || FRACTIONS OBSERVATIONS

f1 -2 Fs Mélange séparable avec une quantité faible
fo Fo Précipite + chlorophylle

f10 F1o Mélange complexe

f11 F1 Mélange complexe

f12 - f23 F23 Mélange complexe

f24 - f25 Fas Mélange séparable

f26 Fa6 Mélange séparable

f27 - f28 Fas Mélange séparable avec quantité faible
f29 - f35 F3s Mélange complexe

f36 ~fa0 Fao Mélange complexe

fa1 Fu Des cristaux + chlorophylle

fa2 - fa6 Fae Mélange complexe

fa7 53 Fs3 Trainée, fin de la colonne

Tableau 16 : Résultat apres regroupement des fractions
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Les fractions de Fio a Fs renferment d’apres les tests sur plaque analytique et
cochromatographie quatre flavones, isolées dans une étude précédente réalisée dans
notre laboratoire [113].

Parmi les autres fractions, celles sélectionnées pour étude sont celles qui sont les
moins complexes et les plus avec quantité importante. Ainsi les fractions Fo, F26 et Fa1
ont été choisies pour étude dans le cadre de ce travail.

Ces fractions se présentent comme suit :

1. Fo , Précipite + chlorophylle
2. Fo . Mélange séparable
3. Fn Des cristaux + chlorophylle

\ 4

IT1-3-3- Séparation et purification des fractions sélectionnées :

- La fraction Fa:

La plaque analytique de la fraction Fa¢ apres élution par le systéme hexane- acétate

d’éthyle (1 : 2) et révélation par H2SO4 puis chauffage pendant 3 mn a donné 6 spots.

La séparation sur chromatographie préparative sur couche mince a donné les
produits Fae, Fa6- et la sous fraction Faeb. Cette derniere, rechromatographieée sur
plaques préparatives de gel de silice, éluées par le systéme éther de pétrole- acétone

(2:1) a donné 2 produits : Fze.p1 et Fa6-b2.

Ainsi cette fraction a permis l'isolement de 4 produits a 1'état pur et natif. Vu les

quantités obtenus, nous n’avons soumis a 1'étude structurales que deux d’entre eux :

Foep1 et Fogpo.dans le cadre de ce travail.
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- La fraction Fo:

Contenant un précipite mélé a de la chlorophylle, la fraction Fo a subi un lavage avec
de I'éther de pétrole et quelques gouttes de CHCl3, 'opération a été répété plusieurs
fois. Le précipite jaunatre ainsi obtenu est ensuite solubilise dans le CHCls. Testé sur
plaque analytique de gel de silice, éluée par le systeme : chloroforme- acétone (1 : 1),
ce précipité donne un spot unique de fluorescence noire-viloette sous lumiere de

Wood. Ce qui prévoit que le produit Fo est probablement un flavonoide.

- La fraction F41:

Cette fraction se présente sous forme de cristaux, mélés a de la chlorophylle. Apres
lavage avec de l'hexane additionnée de quelques gouttes d’acétone, les cristaux
blancs obtenus sont dissous dans 1'acétone et testés sur plaque analytique de gel de
silice, éluée par le systéme : chloroforme- acétone (1 : 2), ces cristaux donnent un spot
unique de fluorescence noire sous lumiere UV a A = 254 nm; révélée a l'acide
sulfurique et échauffée pendant 3 mn, la plaque présente toujours un spot unique

signifiant la pureté de ce produit.

La figure 20 résume les travaux chromatographiques effectués sur colonne et plaques

préparatives sur couches minces de gel de silice.

I11-3-4- Conclusion :

Les travaux de séparation chromatographiques ont permis I'obtention a 1’état pur et

natif de six produits.
Nous avons soumis a I'étude structurale quatre d’entre eux :

Fo, F26.01, F26-b2 et Fa1.
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Extrait CHCls de
Centaurea parviflora

] =) (m

CCM
v Lavage
La,Va_lg? du F Des cristaux
précipite 26-b
CCM
A L I 1 v v
Fo F26-p1 Fa6-p2 Fe-c Foe-¢ Fu

Figure 20 : Résumé des travaux chromatographiques effectués
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Résultats et discussion

IV-1-Introduction :

Pour arriver a déterminer et établir une bonne identification structurale des composés
isolés, nous avons fait appel aux différentes méthodes spectroscopiques notamment
UV-Visible, IR et la spectrométrie de masse, la RMN-1H, la RMN-13C et les expériences
de la RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC...).

IV-2- Identification du composé Fa; :

+ La fluorescence :

Le composé Fa1 est caractérisé par une couleur noire sous lumiére UV 254 nm.

Analyse structurale :

Le spectre IR (spectre n° 2) montre :

- Une bande d’absorption d’une fonction hydroxyle a 3385 cm-!.

- Une bande a 1756 cm, caractérisant la fonction carbonyle d"une y-lactone
a, p-insaturée.

- Une bande attribuable a la fonction carbonyle d’un ester o, p-insaturé a 1707 cm-1.
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3385cm™ 1756 e
OH cm
C=0 d’une —
lactone 1707 cm™
C=0 d’un
ester

Spectre n°2 : IR du composé Fu

Le spectre RMN- 13C (spectre n°3) dont les résultats sont rassemblés dans le tableau 17
montre la présence de 19 atomes de carbone, grace aux expériences dept, notamment le
dept 90, nous avons pu constater, la présence d’'un signal relatif a un groupement CH,
qui était recouvert par les signaux du solvant. Ce qui porte a 20, le nombre d’atomes de
carbone dans cette molécule.

La combinaison des données de la RMN-13C et des expériences dept 90 (spectre n°4),

135 (spectre n°5) et 45 (spectre n°6) montre la présence dans cette molécule de :

- Sept groupements méthylene (CH2) dont deux éthyléniques et cinq CH> hybridés Sp?,

parmi ces derniers deux groupements CHz oxygénés a 6 = 60,3ppm et 6 = 65,4ppm.

- Six groupements méthynes (CH) dont deux éthyléniques et quatre hybridés Sp3, trois
d’entre eux sont oxygénés: a & = 70,6ppm, 6 = 72,8ppm et = 76,9ppm. Le CH qui
reste est a & = 52,7ppm.

- Un groupement méthyle (1CHj3 )
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- 6 atomes de carbone quaternaires, tous hybridés Sp?, parmi lesquels on peut attribuer
les signaux a 6 = 170,4ppm et 6 = 164,8ppm au carbonyle de la y-lactone

a, p-insaturée et au carbonyle d’'un ester également o, B-insaturé respectivement.

Spectre n°3 : RMN-13C du composé Fu
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Spectre n°4 : Dept 90 du composé Fa

Spectre n°5: Dept 135, 90 et RMN-13C du composé Fai
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Spectre n°6 : Dept 45 du composé Fa1

Les données précédentes des spectres de RMN permettent de déterminer la formule
brute partielle de ce composé :  Ca0H2307

Le nombre 20 atomes de carbone signalé plus haut découle du nombre de signaux des
spectres 13C et dept.

Le nombre 23 des atomes d’hydrogene n’est autre que le résultat de 1'addition des
protons des groupements hydrocarbonés signalés dans cette molécule.

Le nombre 7 d’atomes d’oxygene est obtenu comme suit :

La fonction y-lactone dans cette molécule signifie la présence de 2 atomes
d’oxygene.

- Lafonction ester dans cette molécule signifie la présence de 2 atomes d’oxygene.
- Les deux CH: oxygénés signifient la présence de deux autres atomes d’oxygene.

- Les trois CH oxygénés signifient par contre la présence d"un autre oxygene dans
cette molécule, car 'un des 3 CH oxygénés pourrait étre le pont de fermeture de

la y—lactone et le deuxiéme CH pourrait étre le point de substitution de I'ester.
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Ces dernieres données ne pourraient étre affectives sans confirmation par d’autres

études de RMN ou de spectrométrie de masse.

Dans ce sens nous avons enregistré un spectre de masse en mode FAB (spectre n°7) sur

lequel nous observons :

Trois pics quasi-moléculaires représentant [MH]*, [M+Na]* et [M+K]* a m/z = 379 ; 401
et 421... respectivement. Ces ions permettent de déduire une masse moléculaire de 378
pour ce composé et une formule brute de C20H2607 cette derniére donnée mene a une

structure comportant 8 insaturations.
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Par ailleurs, le spectre de masse (spectre n° 8) Enregistré par ionisation sous impact
électronique montre entre autre un signale a m/z = 247 correspondant a la formule
brute C15H1903. Connaissant le mode de fragmentation des lactones sesquiterpéniques,
cet ion indicateur de la présence d'une chaine latérale de formule brute CsH7O4

représente la partie squelette sesquiterpénique.

Ce spectre montre également un signale a m/z = 228 correspondant a la formule
Ci15H160», soit [M**-C5H10Os].

Sachant que cette molécule renferme un ester o, p-insaturé, qui ne peut étre que dans la
chaine latérale, I'entité CsH10Os ne peut étre que l'acide correspondant a la chaine
latérale soit : CsHsOj4 et une molécule d’eau : (H20).

Cette hypothése permet de déduire la présence d'une fonction hydroxyle sur le
squelette sesquiterpénique.

Sur le méme spectre, le signale a m/z = 347 pourrait étre attribué a [M -CH>OH]* ce qui

laisse attendre ce type de substitution sur cette molécule.
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Le spectre RMN 'H (spectre n° 9) dont les résultas sont rassembles dans le tableau 18

montre :

Spectre n°9 : RMN 'H du composé Fa1

Deux signaux sous forme de doublets a & = 6,20 et 6 = 5,70 ppm. J= 2,6, J= 3,6 Hz,
caractéristique d"une double liaison exocyclique conjuguée avec une fonction carbonyle
relative a une lactone sesquiterpénique. Ces deux signaux sont attribuables aux protons

H-13 et H-13  respectivement.
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Spectre n°10 : Etalement du spectre proton du composé Fu

L’examen du spectre cosy ('H,'H) (spectre n°11) et I'attribution des protons H-13, H-13’
permettent d’attribuer le signale a & = 3ppm au proton H-7, grace a ses taches de
corrélations avec ces deux protons. Ce noyau correle également avec deux autres
protons a 6 = 5,10 et & = 5,20 ppm. Les valeurs des déplacements chimiques de ces
noyaux qui ne peuvent étre que H-6 et H-8 indiquant qu’ils sont portés par des atomes

de carbone oxygénés.

La multiplicité de leur signaux, triplet (J = 8,9 Hz) pour le signale a 6 = 5,20 ppm et
multiplet pour celui a 6 = 5,10 ppm, fait qu’il peuvent étre attribués qu’a H-6 pour le

premier et H-8 pour le second.
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Spectre n°11 : Cosy ("H-'H) du composé Fu
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L’examen du spectre HSQC (spectre n°12) montre une corrélation entre le H-6 et le
carbone du groupement CH a 6 = 76,9 ppm, caractéristique du point de fermeture de la

lactone sesquiterpénique, ce qui mene a une lactone fermée en C-6.

En conséquence et vu la valeur du déplacement chimique de H-8, il est parfaitement

envisageable de placer le groupement ester conjugué en C-8.

Sur Le spectre cosy (1H-'H), la localisation de H-8 ménent a 'attribution de H-9 et H-9',
a0 =250et 2,40 ppm. Ces protons corréelent entre eux et avec H-8 uniquement, ce qui
signifie I’absence de protons sur le carbone C-10.

Comme d’apres les spectres 13C et dept tous les atomes de carbone quaternaires sont
hybridés Sp?, cela suppose la présence d"une double liaison entre C-1 et C-10.

L’analyse du spectre de I'expérience HMBC (spectre n°13), optimisée a une constante de
couplage de 8 Hz, montre une corrélation entre H-9, H-9" et le carbone du méthyle
unique de cette molécule (6 = 16,3 ppm), ce qui permet son attribution a C-14.
L’attribution de ce carbone mene a celle de H-1 résonant sous forme d’un multiplet a 6
= 4,90 ppm, grace a leur corrélation sur le spectre de I'expérience HMBC.

La localisation de H-1 et un retour vers le spectre cosy (\H-'H), permet I'attribution de
H-2 et H-2' résonant sous forme de deux multiplets superposés a 6 = 2,20 ppm.
L’attribution de ces derniers noyaux mene a celle de H-3 et H-3" résonant sous forme de
multiplets a & = 2,50 et 1,90 ppm respectivement.

Apres localisation de H-3 et H-3, il a été aisé d’attribuer le C-3 au signal a 6 = 32,2 ppm,
grace au spectre de I'expérience HSQC.

Un réexamen du spectre de 1'expérience HMBC montre une corrélation nette entre ce
dernier carbone et les protons au systéme AB a 6 = 4,18 et 3,92 ppm, (J = 14,1 Hz)
permettant ainsi leur attribution a H-15 et H-15'.

Comme cette molécule comporte un groupement hydroxyle sur son squelette
sesquiterpénique, cela suppose que le C-15 est sous forme d"un groupement CH>OH.

La multiplicité des signaux des protons de ce groupement et la valeur du déplacement

chimique de H-5, imposent la présence d'une double liaison entre C-4 et C-5.
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Spectre n°12 : HSQC du composé Fu
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Spectre n°13 : HMBC du composé Fu
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Ces données permettent de propose un squelette sesquiterpénique pour cette molécule

de type germacranolide substitué en C-8 par un groupement ester o, —insaturé et en C-

15 par un hydroxyle.

Pour déterminer la structure totale du substituant en C-8, un retour vers les données

précédemment déduites des spectres de RMN, IR et SMI oriente vers la présence dans

ce substituant de :

un ester o, f—insaturé dont la double liaison doit étre délimitée par un carbone

quaternaire et un groupement CHo, soit la présence de :

o

ﬁ
C

o

un groupement : CH-O-

un groupement : -CH»-O-
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Sachant que la formule brute de ce substituant doit étre: CsH7Os; il vient par

conséquent que ce substituant doit étre de la forme

(|)| OH
C OH
N /16\17)1W
o T 20

18

La présence de cette entité dans cette molécule est parfaitement appuyée par le spectre
de RMN- H qui montre la présence d’un systeme AMX a 0 = 4,45 ppm

(J=77; 3,3 Hz), 6 = 3,40 ppm (partiellement couvert par le signale du solvant) et
6 =23,68 ppm (J=11,3; 3,3 Hz)
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Ces données ménent a la structure pour le composé F41 suivante :

18

OH

20

C. 19
f‘l?w/\OH
(0]

Le fait que H-6 donne un signal sous forme d’'un triplet (J = 8,9 Hz) Jus.ne = Jue-7= 8,9

Hz, permet de déduire une disposition trans pour H-5, H-6, H-7 par conséquent : H-5

admet une orientation o ; H-6 admet une orientation 3 et H-7 admet une orientation a.

La stéréochimie de C-8 est déduite de la valeur de la constante de couplage entre H-8 et

H-9 axial.

En effet, H-9 axial soit dans notre numérotation H-9" donne un signal triplet (J= 12 Hz).

La valeur de cette constante de couplage oriente vers une interaction axial- axial entre

H-9" et H-8. Ce qui place H-8 en position axial ou f.
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L’ensemble de ces analyses menent a la structure :

la cnicine 88

Le compose F41 est connus par la cnicine 88, on le trouve en grande quantité dans le

genre Centaurea [114].

90



Résultats et discussion

C O (ppm) DEPT (400MHz)
1 129,7 CH
2 25,8 CHz
3 32,2 CH:
4 135,2 C
5 127,9 CH
6 76,9 CH
7 52,7 CH
8 72,8 CH
9 49,0 CH:
10 139,7 C
11 144,5 C
12 170,4 C
13 125,4 CHz
14 16,3 C
15 60,3 CHz
16 164,8 C
17 132,0 C
18 126,9 CH:
19 70,4 CH
20 65,4 CH:

Tableau 17 : RMN-13C les déplacements chimiques du composé Fa
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H 0 (ppm) Multiplicité ] (Hz)
1 4,90 m -

2 2,20 m -
2 2,20 m -

3 2,50 m -
3 1,90 m —

5 4,80 d 8,9

6 5,20 t 8,9

7 3,00 m -

8 5,10 m -

9 2,50 t 12
9 2,40 dd 12,4
13 6,20 d 3,6
13 5,70 d 2,6
14 1,45 s -
15 4,18 d 14,1
15 3,92 d 14,1
18 6,28 s -
18 6,01 s -
19 4,45 dd 7,7;3,3
20 3,68 dd 11,3;3,3
20’ 340 | - Partiellement couvert

Tableau 18 : RMN -'H du composé Fu
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IV-3- Identification du composé Fy:

+* La fluorescence :

Sous la lumiere UV 365 nm la fluorescence de ce composé est noire-violette, d’ott I'on

peut déduire que Fy est une flavone ou un flavonol-3-OR.

+* Les résultats de la série spectrale UV-Visible et leur interprétation:

Les résultas sont rassemblés dans le tableau 19

Les REACTIFS | BANDE I (nm) | BANDE II (nm) OBSERVATION
MeOH 339 276 FLAVONE
NaOH 333 281 Absence de 4 -OH et 7-OH
NaOH+ 5min 333 281 Spectre stable
AlCl; 367 289 5-OH
5-OH avec 6-oxygénation,
(AICIz+HCI) 362 289 pas de systéme ortho di-
OH
NaOAc 339 276 Absence de 7-OH
(NaOAc+H:BO) 339 276 Absence dgisg)icleme ortho

Tableau 19 : Résultats de la série spectrale UV-Visible

La fluorescence noire-violette sous la lumiére UV-Visible 365 nm, et la valeur de la

longueur d’onde de la bande I dans le méthanol a 339 nm, oriente vers une flavone.

Le spectre enregistré apres L’addition de NaOH dans I'échantillon ne provoque aucun
changement notable par rapport au spectre enregistré dans le méthanol, ce qui suppose
I'absence d’hydroxyles ionisables dans cette molécule. Cette hypothese est confirmée
par le spectre enregistré en présence de NaOAc qui lui non plus ne présente aucun

changement par rapport a celui enregistré dans le méthanol.
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Le réactif (AlCl3+ HCI) donne un déplacement bathochrome de 23 nm, de la bande I ce

qui conclut I'existence d"un OH libre en 5 avec une oxygénation en position 6.

D’apres cette interprétation nous proposons la structure partielle suivante :

Avec:
R1, Ro, Re différents de H et Rs, R4, Rs, Ry, Rs différents de OH, vu que cette molécule ne

doit pas contenir de OH ionisables méme par une base forte comme NaOH.
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+ Spectroscopie RMN 1H :

Le spectre RMN 1H (spectre n°14) donne les informations suivantes :

- Un doublet dédoublé a & = 7,50 ppm, | = 8,5 Hz et ] = 2,1 Hz attribué a H-6' qui
indique le présence de H-5 et H-2.

- Un doublet a 8 = 7,28 ppm, attribué au proton H-2"avec J= 2,1 Hz.

-A85=6,96 ppm, un doublet (J= 8,5 Hz), attribué a H-5'.

- Un singulet a 6 =6,50 ppm, attribué a H-3.

- Un singulet a 6 =6,65 ppm, attribue a H-8.

- L’étalement du spectre proton de la zone [3,90-4,00] ppm, montre quatre singulets,
correspondant a des groupements méthoxyles a 6 = 3,92 ; 3,96 ; 3,97 et 3,99 ppm.

- un singulet a & =12, 30 ppm, correspondant au OH porte par C-5.

Les résultats de la RMN H (CDCls, 250 MHz) sont rassemblés dans le tableau 20

Les protons Multiplicité Déplacement (ppm) J (Hz)
1-OCH; S 3,92 /
1-OCHj3 S 3,96 /
1-OCH; S 3,97 /
1-OCHj3 S 3,99 /

H-3 S 6,50 /
H-8 S 6,65 /
OH-5 S 12,30 /
H-2 d 7,28 2,1
H-5 d 6,96 8,5
H-6 dd 7,50 8,5; 2,1

Tableau 20 : Les résultats de la spectroscopie RMN 1H
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L’ensemble des données précédentes nous a guidé a la structure suivante :

5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone 89
[115]

H-(5-OH)

4-OMe

Spectre n°14 : RMN 'H (CDCI3; 250 MHz) du composé Fo
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Les spectre n°(15 et 16) montre 1'étalement de la zone [6,5 -7,5] ppm et la zone [3,90 -4,0]
ppm du spectre RMN -1H du composé Fo.

Spectre n°15 : Etalement du spectre RMN 'H de la zone [6,5-7,5] ppm
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Spectre n°16 : Etalement du spectre RMIN- 1H de la zone [3,9- 4,0]

+ Spectroscopie RMN-13C :

L’étude du spectre RMN-13C (Le spectre n°17) confirme cette structure et permet
I'attribution de tous les atomes de carbone aux noyaux respectif.

Ces résultats conformes a ceux de la littérature [116], sont reportés dans le tableau 21.
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182, 163, 158, 153, 152 152,2 || 149,2 || 132, 123, 120,0 111,0 108, 106,0 10

Tableau n°21 : les données du spectre RMIN-13C (CDCls; 62,9 MHz) du composé Fo

Spectre n°17 : RMN-13C (CDCls; 62,9 MHz) du composé Fo
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OMe

OMe

Spectre n°18 : Etalement de la zone [55- 57] du spectre RMIN-13C(CDCl3; 62,9 MHz)
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IV-4- Identification du composé Foe.p1 :

++ La fluorescence :

Le composé Fasv1 caractérisé par une couleur noire-violette sous lumiére UV 365 nm, est

soit une flavone ou un flavonol 3-OR.

% Spectroscopie de RMN 1H :

Le spectre RMN 1H (spectre n°19) donne les informations suivantes :

- Une para substitution du noyau B déduite de :

L’existence a 6 = 7,75 ppm, d"un doublet (J = 8,7 Hz), attribuable aux protons H-2" et H-
6" et un autre doublet avec la méme constante de couplage a 6 = 6,97 ppm, attribuable a
H-3" et H-5".

- Un singulet large d’intégration 2H a & = 6,70 ppm, que 'on ne peut attribué qu’'a H-3
et H-8

- Un singulet a 6 = 3,37 ppm, caractéristique d"un groupement méthoxyle.

- Un singulet large a 6 = 6,45 ppm, attribuable a H-6

Ces données sont rassemblées dans le tableau 22

Les protons Multiplicité Déplacement J (Hz)
(ppm)
1-OCH; S 3,37 /
H-2’, H-6’ d 7,75 8,7
H-3°, H-5° d 6,97 8,7
H-3, H-8 s large 6,70 /
H-6 s large 6,45 /

Tableau 21 : Les résultats de la spectroscopie RMIN H (250 MHz ; MeOD)
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Ces données menent a la structure partielle suivante :

R,0

OR;

OR;

Spectre n°19 : RMN-'H du composé Fae-p1 (250 MHz ; MeOD)
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Spectre n°20 : Etalement du spectre RMN -1H de la zone [6,4-7,8] ppm
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« L’interprétation des résultats des spectres d’absorption ’'UV-Visible :

Les résultas sont rassemblés dans le tableau 22

Les REACTIFS || BANDE I (nm) BANDE II (nm) OBSERVATION

MeOH 340 270 FLAVONE

NaOH 393 270 Présence de 4’-OH
NaOH+ 5min 393 270 Spectre stable

AlCI 384 270 Absence du systeme ortho

di-OH sur le noyau B
(AICI3+HCI) 384 270 Présence de 5-OH
NaOAc 350 273 Absence de 7-OH
(NaOAc+H3BO:s3) 350 273 Absence de systeme ortho
di-OH

Tableau 22 : résultats de la série spectrale UV-Visible du composé Fae.b1

La fluorescence noire-violette du composé Fas 1 sous la lumiére UV-Visible 365 nm et la
valeur de la longueur d’onde de la bande I dans le MeOH a 340 nm indiquent que le

composé Fzsb1 est une flavone.

L’addition du réactif NaOH, conduit a un déplacement bathochrome + 53 nm de la
bande I, avec une augmentation de I'intensité, ce qui indique l'existence d"un OH libre

en position 4’.

La comparaison entre le spectre UV-Visible enregistré en présence de AICI; est celui
enregistré en présence de (AICI;+HCI) montre qu’il n'ya pas de changement notable
entre les deux spectres. En déduit qu’il n'ya pas de systéme ortho di hydroxyle sur le

noyau B.

Par contre le spectre en présence de (AICls + HCIl), montre un déplacement
bathochrome de 44 nm, de la bande I comparé au spectre enregistré dans le MeOH.

Ceci est en faveur de la présence d’un OH libre en C-5.
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Cette derniere donnée, permet de placer le méthoxyle en C-7.

Les données de la spectroscopie d’absorption UV et les résultas de la RMN meénent a la

structure suivante pour le composé Fas b1 :

OH

MeO O

OH

5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanin) 90 [117]
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Série spectrale UV-Visible du compos Fa.p1
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IV-5- Identification du composé Fo.p2:

++ La fluorescence :

Le composé Faev2 caractérisé par une couleur noire-violette sous lumiere UV 365 nm, est

soit une flavone ou un flavonol 3-OR.

% Spectroscopie de RMN -1H :

L’interprétation des signaux du spectre RMN -H (spectre n°21) est la suivante :

- Une para substitution du noyau B, caractérisée par :

Un doublet a 6 = 7,80 ppm, avec la constante de couplage J = 8,8 Hz, caractéristique de
H-2" et H-6" et un doublet a 6 = 6,90 ppm, avec J = 8,8 Hz attribuable a H-3" et H-5".

- Un singulet a 6 = 6,60 ppm, attribuable a H-3.

- Un singulet large a 6 = 6,30 ppm, attribuable a H-8.

- Un singulet large a 6 = 5,70 ppm, attribuable a H-6.

- Un singulet a 6 = 3,75 ppm, caractéristique du groupement méthoxyle.

Le tableau 23 rassemble les données du spectre du RMN H

Les protons Multiplicité Déplacement J (Hz)
(ppm)
1-OCH; S 3,75 /
H-2’, H-6’ d 7,80 8,80
H-3°, H-5° d 6,90 8,80
H-3 S 6,60 /
H-8 s large 6,30 /
H-6 s large 5,70 /

Tableau 23 : Les données de la RMN-'H du composé Fasv2 (250 MHz ; MeOD)
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Les données de la RMN-1 H orientent vers la structure partielle suivante :

R,0

OR;

OR;

Spectre n°21 : spectre RMIN-! H du composé Fae-2 (250 MHz ; MeOD)
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Le spectre n °22 représente 1'étalement du spectre proton de la zone caractéristique des

flavonoides.

Spectre n°22 : Etalement du spectre RMIN-'H du composé Faep2 (250 MHz ; MeOD)
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«» L’interprétation des résultats des spectres d’absorption de I’'UV-Visible :

Les résultas sont rassemblés dans le tableau 24

Les REACTIFS || BANDE I (nm) || BANDE II OBSERVATION
(nm)
\ MeOH I 340 I 272 I FLAVONE |
\ NaOH I 395 I 276 I Présence de 4’-OH |
| NaOH+ 5min | 395 | 276 | Spectre stable |
AlCls 346 274 Pas de systéme ortho di -
OH
| (AICI+HC) | 350 I 275 | Pas de 5-OH |
| NaOAc I 356 I 273 I / |
(NaOAc+H3BO:s) 339 273 Absence de systeme ortho

di-OH

Tableau 24 : Résultats de la série spectrale UV-Visible du composé Fae b2

La fluorescente noire-violette du produit Fas.v2 sous lumiere UV 365 nm et la valeur de

la longueur d’onde de la bande I dans le MeOH a 340 nm indiquent que Fazs11 est une

flavone.

L’addition du réactif NaOH, conduisant a un déplacement bathochrome de + 55 nm de

la bande I, avec une augmentation de l'intensité, indique 1’existence d’'un OH libre en

position 4. L’apparition d'une nouvelle bande a 339 nm, montre également I'existence

d’un OH libre en position 7.

La comparaison du spectre enregistré en présence de (AICl3+HCI) avec celui enregistré

dans le MeOH, montre que la bande I a subit un faible déplacement bathochrome, ce

qui est en faveur de I'absence d"'un OH en C-5.
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La combinaison de l'ensemble des données permettant de placer le groupement

méthoxyle en position C-5 ; mene a la structure suivante pour le composé Fas12 :

HO

OMe O
91

OH

7,4’ -dihydroxy-5-methoxyflavone 91
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Conclusion :

Notre travail chromatographique a permis, la séparation et la purification de six
produits purs et natifs dont quatre ont été déterminées :

Il s’agit :

1)- d’une lactone sesquiterpénique : la cnicine

2)- trois flavonoides de type flavones :
5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone

7,4’-dihydroxy-5-methoxyflavone
5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanin)
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[M**- CsHsO4- H2O]

[M*e- CsH7O4]

[M*e- CH,OH]

' /

Spectre n°8 : SMIE du composé Fu







Conclusion générale

Conclusion Générale

Ce travail a caractére phytochimique et structural portant sur l'investigation de la
phase chloroforme de I'extrait hydroéthanolique des parties aériennes de Centaurea
parviflora desf. (Compositae) effectué en complément d’'une étude réalisée dans
notre laboratoire a permis l'isolement et 1'établissement des structures de quatre
COmposes.
Il s’agit d’une lactone sesquiterpénique la cnicine. Et de trois flanonoides de type
flavone :

5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone

7,4’-dihydroxy-5-methoxyflavone

5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanin)

Les structures ont été établies par la combinaison des données de RMN-1H, RMN -
BC, des expériences de la RMN bidimensionnelles et de spectrométrie de masse en
mode FAB et Impact électronique. Dans le cas des flavonoides l'utilisation de la

spectroscopie d’absorption ultraviolette a été nécessaire.
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Resume

Notre but dans ce travail, est d’isoler et de déterminer des métabolites secondaires
contenus dans la phase chloroforme de l'extrait hydroéthanolique de Centaurea
parviflora (Compositae), une espece poussant en Algérie et en Tunisie.
Notre choix repose sur le fait que le genre Centaurea a montré d"une part qu’il est doué
d’activités biologiques et d’autre part que c’est un excellent accumulateur de molécules
de type lactones sesquiterpéniques et flavoniques, des classes de substances naturelles
qui ont montré des activités biologiques diverses notamment cytotoxique pour les
premieres et antioxydante pour les secondes.
Apres macération des parties aériennes de C. parviflora dans une solution éthanol-eau
(7 :3), filtration, concentration, précipitation de chlorophylle au tétra acétate de plomb et
affrontement au CHCl;, la phase organique, est séchée, concentrée et soumise aux
séparations et purifications par chromatographies liquides (colonne, CCM).
A cette étape de notre étude, les travaux ont mené a l'isolement et la purification de
quatre produits natifs :
-Une lactone sesquiterpénique la cnicine.
- trois flavonoides de type flavones :

5-hydroxy-6,7, 3’,4’-tetramethoxyflavone

7,4’-dihydroxy-5-methoxyflavone

5,4’-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanin)

Les structures ont été établies par la combinaison des données de RMN'H, RMN 13C,
des expériences de la RMN bidimensionnelle et la spectrométrie de masse en mode
FAB* et Impact électronique. Dans le cas des flavonoides, I'utilisation de la

spectroscopie d’absorption ultraviolette a été nécessaire.

Mots clés :

Lactone sesquiterpénique, flavonoides, Centaurea parviflora, Compositae



Summary:

Our aim in this work was, the isolation and the structural determination of the
secondary metabolites in the chloroform soluble part of the aqueous-ethanol extract of
the aerial parts of Centaurea parviflora (Compositae), a species growing in Algeria and in
Tunisia.
Our choices of the genus Centaurea was based on the fact that, these plants exhibit a
wide range of biological activities and were known to contain sesquiterpene lactones
and flavonoids.
These two classes of natural compounds showed several biological activities notably
cytotoxic for the first one and antioxidant for the second.
After extraction with water - ethanol of the aerial parts of C. parviflora, filtration,
concentration and precipitation of chlorophyll with lead tetra acetate, the yellowish
solution was reextracted with chloroform. The organic phase was dried, concentrated
and submitted to liquid chromatographic methods giving four native and pur natural
compounds, namely:

- A sesquiterpene lactone: cnicin

- Three flavonoids:

5-hydroxy-6, 7, 3', 4'-tetramethoxyflavone

7, 4'-dihydroxy-5-methoxyflavone

5, 4'-dihydroxy-7-methoxyflavone (Genkwanin)

The structures were established by modern spectroscopic methods notably IR, mass
spectrometry, TH NMR, 13C NMR and 2D NMR experiments (COSY, HSQC, HMBC...)
In the case of flavonoids the use of the ultraviolet absorption spectroscopy was
necessary.

Key words: Sesquiterpene lactones, flavonoids, Centaurea parviflora, Compositae.



