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Introduction
Générale



Malgré les progres réalisés en médecine au cours des dernieres décennies, notamment la disponibilité
d’une gamme large de produits de santé, les traitements médicamenteux actuels restent insuffisants face

aux maladies, telles que les infections d’origine infectieuse, bactérienne ou fongique.

L’émergence de nouvelles maladies qui affaiblissent le systetme immunitaire (ex. SIDA), ainsi que
I’apparition de souches microbiennes (virus, bactéries, champignons), de plus en plus résistantes aux

traitements actuels, soulignent I’'urgence de la recherche de nouveaux agents thérapeutiques.

Le régne végétal constitue une source inépuisable de nouvelles molécules utilisables directement comme
principe actif ou pouvant servir comme molécule guide pour le développement de nouveaux agents
thérapeutiques. La recherche de nouveaux médicaments d’origine naturelle a action antifongique
constitue un axe important de recherche au niveau mondial. En Algérie, les maladies infectieuses
d’origine bactérienne ou fongique constituent 1’une des pathologies, les plus répandues dans les

statistiques des maladies dans notre pays.

Le présent travail concerne 1I’étude d’une plante médicinale locale, de la famille des Asteraceae, en
I’occurrence I’Anacyclus pyrethrum, une plante vivace commune notamment dans le tell constantinois. La
médecine traditionnelle locale utilise les racines de cette espece médicinale, connue sous 1’appellation de
« Guentess », pour traiter diverses pathologies. Cette drogue végétale est connue depuis I’antiquité pour
ses propriétés médicinales, et surtout son efficacité contre les infections de la peau, notamment les
maladies fongiques. L’espece a fait I’objet de peu d’¢tudes chimiques et pharmacologiques. La sélection
de cette espece fait suite a un travail de criblage préliminaire dans notre laboratoire, recherchant les
extraits végétaux potentiellement antifongiques vis-a-vis de cultures de dermatophytes. L’extrait hydro-
alcoolique des racines d’A. pyrethrum s’est révélé trés active sur des cultures fongiques de Microsporum
canis, M. nanum et Trichophytum rubrum, comparé a la Griséofulvine, médicament antifongique de

référence.



Au vu de ces résultats encourageant, la présente étude a été initiée dans le but de déterminer le profil

métabolique de la plante et de caractériser le ou les principes responsables de 1’effet antifongique.

Pour ce faire, un protocole de travail a été ¢laboré (schéma 1), s’articulant sur 03 principales étapes :

1° le criblage biologique d’un gradient d’extraits d’A4. pyrethrum et fractionnement bioguidé des extraits

potentiellement actifs ;

2° la caractérisation phytochimique préliminaire des fractions issues des extraits actifs ;

3° la purification et détermination structurale des molécules isolées des fractions actives
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Schéma 1 : De la plante aux phytoconstituants bioactifs.



Ce mémoire est partagé en 3 parties :

La premicere partie est essentiellement consacrée aux données bibliographiques. Elle traite des
dermatophytes pathogenes et des aspects botanique, chimique et pharmacologique d’ Anacyclus
pyrethrum. Elle abord aussi d’une fagcon exhaustive la biosynth¢se, la diversité structurale, les méthodes
de séparation et d’analyses ainsi que les propriétés pharmacologiques des triterpénes et des coumarines,
principales molécules isolées pour la premiere fois dans le cadre de ce travail, a partir des racines d’ A.

pyrethrum

La deuxiéme partie contient la section expérimentale. Elle décrits le matériel et méthodes chimiques,

physico-chimiques et biologiques utilisés dans cette étude.

La troisieme partie regroupe les principaux résultats et leur discussion.

Une conclusion avec nos recommandations sur les travaux futurs, suivie de références bibliographiques

ainsi qu’une section des annexes, cloturent ce mémoire.
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[ — Les dermatophytes.



I—1 Introduction :

Les microorganismes fongiques pathogénes constituent une sérieuse menace pour I’homme. La fréquence
des infections fongiques a augmenté de fagon considérable au cours des derniéres années notamment dans

les pays en voie de développement, sous I’effet de facteurs socio-économiques.
Les Dermatophytes constituent un groupe de champignons filamenteux adaptés a la kératine humaine et
animale. Chez I’homme, la peau et les phanéres (ongles, cheveux, poils) sont les sites privilégiés de ces

champignons (Harouna.H et al., 1993; Chabasse. D et al., 2004; Zagnoli.A et al, 2005).

I — 2 (Classification des dermatophytes:

Selon leur habitat naturel, on distingue trois espéces de dermatophytes (Boursiquot, J.M et al., 2002) :
e Les especes anthropophiles : issues exclusivement de ’homme, leur transmission est interhumaine ;
e Les especes zoophiles : issues de 1’animal, leur transmission a ’homme nécessite un contact, direct ou
indirect, avec un animal infecté.

e Les especes géophiles ou tellurique : se transmettent accidentellement a I’homme, suite a une blessure

tellurique.

D’un point de vue taxonomique, les dermatophytes sont représentés par 3 genres : Epidermophyton,
Microsporum et Trichophyton. Ces microorganismes sont caractérisés par la production de spores
diverses : microconidies, macroconidies, arthrospores et chlamydospores. Ils ont une affinité particuliere
pour la kératine, ils attaquent la peau et les phanéres indemnes (Boursiquot, J.M et al., 2002; Zagnoli, A

et al, 2005; Carballeira, N.M., 2008).



Le tableau suivant présent les principaux dermatophytes.

Tableau I — 1 : Principaux dermatophytes (regroupés selon leur habitat).

Espéces anthropophiles

Espéces zoophiles

Espeéces telluriques

Genre Epidermophyton :

Epidermophyton floccosum

Genre Microsporum :
M. ferrugineum
M. audouinii

Exemple :

L

Microsporum audouinii

Genre Microsporum :
M. canis

M. equinum

M. nanum

M. persicolor

M. praecox

Exemple :

< |

Microsporum canis

Genre Microsporum

M. cookei
M. fulvum
M. gypseum
M. praecox

Genre Trichophyton :
T. concentricum

T. mentagrophytes var .
interdigitale

T. rubrum

T. schoenleinii

T. soudanense

T. tonsurans

T. violaceum

Exemple :

¥

Trichophyton rubrum

Genre Trichophyton :
T. equinum

T. erinacel

T. gallinae

T. mentagrophytes var.
mentagrophytes

T. verrucosum

Exemple :

o ‘,&?
TG~ ’fﬂ?

Trichophyton mentagrophytes

Genre Trichophyton :

T. ajelloi

T. mentagrophytes var.
mentagrophytes

T. terrestre

I—3 Répartition géographique :

La plupart des dermatophytes sont cosmopolites (ex. E. floccosum, M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes). D’autres espeéces restent spécifiques a certaines régions du globe comme M.
ferrugineum en Asie et en Afrique (Dieng, M.T et al., 2000; Soussi , A.M et al., 2007) (voir la figure

suivante).



- T. concentricum - T. violaceum
- T. tonsurans |:| T. soudanense

Figure I — 1: Aire de répartition de

A : Microsporum ferrugineum et M.langeronii
B : Trichophytum concentricum, T. soudanense, T. tonsurans et T.violaceum

I — 4 Thérapeutiques des dermatophytoses :

Les antifongiques sont des molécules capables de détruire spécifiquement les différents champignons
impliqués en mycologie médicale. Contrairement au grand nombre d’antibiotiques et malgré d’importants
progres, la gamme d’antifongiques disponibles reste limitée a un petit nombre de produits. En effet, il
n’existe a ce jour que trois classes d’antifongiques : les polyénes, les dérivés pyrimidiques et les dérivés

azotés (figure I — 2).
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Figure I — 2 : Structures de quelques antifongiques representatifs.

® [es polyénes :

Le plus connu des polyenes est I’ Amphotéricine B, utilisé depuis 1960 comme le chef de file des
antifongiques. Il s’agit d’un polyéne macrolide, produit naturel d’une bactérie Streptomyces nodusus.
L’ Amphotéricine B comprend une chaine polyhydroxylée hydrophile, associée a une chaine polyéne
lipophile (Sylvie, C et al., 2003).

® [es dérivés azotés :

Les dérivés azotés sont des substances synthétiques ayant un noyau azolé contenant soit deux soit trois
atomes d’azote (imidazole et triazole respectivement). La tolérance de ces traitements reste bonne, avec
seulement quelques troubles digestifs et de rares réactions cutanées (Sylvie, C ef al., 2003; Zagnoli, A et

al, 2005; Carballeira, N.M., 2008).

® [es dérivés pyrimidigues :

Le plus connu d’entre eux est la 5-fluorocytosine (5-FC). Il s’agit d’un dérivé fluoré de la pyrimidine,

substance hautement soluble dans 1’eau, qui peut étre administrée par voie orale ou veineuse.

Les dermatophytes sont regroupés selon leur mode d’administration, par voie générale ou en usage local :

10



Les molécules Les molécules

a usage local (les dérivés azotés): utilisées par voie générale :
= e bifonazole = la griséofulvine, Griséofuline
* ’éconazole, Pévaryl = ]a terbinafine, Lamisil
= I’isoconazole, Fazol = e kétoconazole, Nizoral

= le Kétoconazole, Kétoderm

En raison des nombreux cas d’effets secondaires indésirables, de contre-indications et d’échec
thérapeutique reportés suite a I’usage de nombreux antifongiques utilisés actuellement, un besoin urgent
de nouveaux agents est nécessaire. C’est dans cette optique que depuis un certain nombre d’année, des
efforts ont été consentis en vue de découvrir de nouveaux médicaments (voir la figure suivante). Ces
molécules ont été développées pour 1’essentiel a partir de chimie de synthése. Leur taux de succes est
par contre relativement faible, en particulier pour les mycoses invasives a Aspergillus et les candidémies

(Sylvie, C et al., 2003).

11
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Figure I — 3 : Molécules antifongiques développées entre 1950 a 2006.

I—5 Meéthodes de criblage de substances antifongiques :

Dans le cas de découverte d’agents antibactérien et antifongique, trois tests simples sont décrits dans la
littérature : la méthode de diffusion sur agar, la méthode de dilution et la méthode bioautographique

(Hostettmann, K et al., 1994).

I 5 —1 Méthode de diffusion sur agar (boite pétri) :

Elle consiste a faire diffuser dans un milieu gélosé un antifongique et mesurer le diamétre d’inhibition. La
souche a étudier est inoculée sur toute la surface de la gélose et entre en compétition durant I’incubation a
37 °C, avec I’effet inhibiteur de I’antifongique. Une zone d’inhibition circulaire se forme pour les

concentrations inhibitrices du produit.

I 5—2 Méthode de dilution sur agar (boite multi puits) :

Le milieu de culture inoculé avec le microorganisme, puis mélanger avec 1’échantillon testé. Les cultures
. \ 0 - . . L . . A

sont maintenues a 37 "C jusqu’a la croissance du matériel fongique comparé avec le controle.

L’expérience est répétée avec plusieurs dilutions de I’échantillon dans le milieu de culture et avec une

dilution supérieure pour déterminé le CMI.
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I 5 —3 Méthode bioautographique :

La méthode bioautographique employé pour localiser I’activité antifongique sur un chromatogramme, la
zone d’inhibition est visualisée avec le réactif de détection dehydrogenase, les composés antifongiques

apparaitre comme des spores colorées dans le fond.

(DL TS b GO
CTLEERRT
(R C T E T C L
1 2 3 4 5 c+e- 1 2 3 4 3 6 7 W
A et B— méthode bioautographique

C — méthode diffusion sur agar (boite pétri)
D — méthode de dilution sur agar (boite multi puits)

- S8

Figure I —4:

I — 6 Stratégie de recherche des nouvelles substances antifongiques :

Les produits naturels, notamment d’origine végétale, sont utilisés comme une source de diversité
moléculaire dans plusieurs programmes de découverte de nouveaux médicaments (Rahman, A et al.,

2005; Steven, M.C et al., 2008).

Dans les nombreux programmes de découvertes de produits naturels bioactifs, dans lesquels le produit
final est soit utilis¢é comme un médicament ou un produit guide pour le développement de nouvelle classe
de médicament, des bio tests de criblage simples et reproductibles sont nécessaires pour les étapes de

criblage préliminaire et pour guider le processus d’isolement vers la molécule active.
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Le tableau suivant rassemble quelques travaux concernent I’activité antifongique des plantes.

Tableau I — 2 : Quelques références sur l’activité antifongique des plantes.

L’espéce La famille Parties utilisées Références
Acorus calamus Araceae racines Webser, D et al., 2008
Aloe excelsa Aloeaceae Feuilles + racines Coopoosamy,R.M et al., 2007
Bumelia sartorum Spotaceae tiges Cruz, M.C.S et al., 2007
Artemisia herba alba Asteraceae parties aériennes Giordani, R et al., 2007
Clerodendrum uncinatum Verbenaceae racines Hostettmann, K et al., 2000
Combretum elaeagnoides Combretaceae tiges Liu, M et al., 2007
Combretum fragrans Combretaceae Feuilles Liu, M et al., 2007
Combretum kirkii Combretaceae Feuilles Liu, M et al., 2007
Combretum zeyheri Combretaceae Feuilles Liu, M et al., 2007
Diospyros abyssinica Ebenaceae racines Diallo, D., 2000
Diplolophium buccinateur Umbelliferae Feuilles Hostettmann, K et al., 2000
Eriosema tuberosum Leguminosae racines Hostettmann, K et al., 2000
Fagara zanthoxyloides Rutaceae racines Igor, P.L.B., 2003
Glinus oppositifolium Aizoaceae parties aériennes Diallo, D., 2000
Origanum majorana Lamiaceae parties aériennes Giordani, R et al., 2007
Parkia biglobosa Mimosaceae écorce du tronc Igor, P.L.B., 2003
Polygala fruticosa Polygalaceae racines Hostettmann, .K et al., 2000
Rapanea melanophloeos Myrsinaceae Feuilles Hostettmann, K et al., 2000
Rubus rigidus Roseaceae Feuilles + tiges Motsei, M.L et al., 2003
Rosmarinus officinalis Lamiaceae parties aériennes Giordani, R et al., 2007
Stylosanthes micronata Fabacaea plante entiére Igor, P.L.B., 2003
Swartzia madagascariensis Leguminosae racines Igor, P.L.B., 2003
Terminalia brachystemma Combretaceae Feuilles Liu, M et al., 2007
Terminalia mollis Combretaceae Feuilles Liu, M et al., 2007
Thymelaea lythroides Thymeleaceae plante entiére Dohou, .N et al., 2004
Ximenia Americana Oleraceae racines Igor, P.L.B., 2003
Zanthoxylum davyi Rutaceae écorce Steenkamp, V et al., 2007
Ziziphus joazeiro Rhamnaceae tiges Cruz, M.C.S et al., 2007
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IT — Aspects :
Botanique, Chimique
et Pharmacologique de la
plante.



II — 1 Aspect Botanique :

II 1—1 Famille Asteraceae :

La famille des Astéracées représente I'une des taxons les plus importants du régne végétale. Elle est
principalement représentée par des especes vivaces. Les feuilles sont le plus souvent alternes, mais aussi
opposées ou radiales, bractées, simples ou parfois composées (Gaussen, H et al., 1982). Les fleurs ont la
caractéristique commune d'étre réunies en capitules, c¢’est-a-dire serrées les unes aux autres (Gaussen, H
et al., 1982; Osborn, RW et al, 1995). La famille des Astéracées (Compositae) compte
approximativement 900 genres avec plus de 13000 especes (Trease, G.E et al., 1983).

II 1-2 Genre Anacyclus:

Le genre Anacyclus regroupe des espeéces a capitules composés en principe de fleurs extérieures ligulées
et de fleurs intérieures tubulées (Lloyd, C.G et al., 1911). La principale particularit¢ du genre est la
présence d’ailes aplaties entourant les fruits et faisant penser a des paires d'oreilles, Ce sont des plantes
annuelles, a feuilles alternes embrassantes, profondément divisées. La tige portant le capitule s'épaissit en
dessous de celui-ci. L'involucre est formé de bractées inégales, se recouvrant en partie, ne portant pas
d'appendice terminal. Le taxon Anacyclus, tel que défini a 1’origine par Linné (voir classification), En
Algérie le genre Anacyclus est représenté par deux especes, a savoire Anacyclus pyrethrum (L.) Link et

Anacyclus clavatus (Pers) (Julien, A., 1894).

II 1-3 Espece Anacyclus pyrethrum :

L’espece Anacyclus pyrethrum (synonyme : Anthemis pyrethrum) a été définie par Linné et révisée par
Link. Sa taxonomie est décrite dans le tableau I — 3. plante trés commune des hauts plateaux et montagnes
du Tell, Il s’agit d’une plante de 30 cm de haut maximum, vivace par ses racines longues, épaisses,
fibreuses, rudes, brunes a ’extérieur, blanches a I’interieur (Lloyd, C.G et al., 1911; Paris, R.R et al.,

1971). Les tiges sont nombreuses couchées sur le sol, simples ou peu rameuses. Les feuilles sont finement
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découpées, délicates et alternes sont pubescentes. Les fleurs sont blanches au cceur jaune ordinairement

solitaires (Paris, R.R et al., 1971).

Tableau I — 3 : Taxonomie d’Anacyclus pyrethrum.

DIVISION s ANGIOSPERMAE

Classe : Dicotyledoneae

s/Classe : Asteridae

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

s/Famille : Asteroideae

Tribe . Anthemideae

Genre : Anacyclus

Espéce . Anacyclus pyrethrum (L.) Link.

Ansseyeios pryretieuen (L) Lank
Figure I — 5 : Anacyclus pyrethrum L.
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Les noms communs et vernaculaires :

Nom arabe

Nom frangais
Nom anglais

: oued el athas, agargarha, tigenthas, ignens et Guenthus (i

: pyrethre d'Afrique

: Pellitory

II — 2 Aspect Chimigue :

II 2 —1 Chimie du genre Anacyclus :

Le genre Anacyclus a fait I’objet de quelques investigations chimiques, signalant la présence de nombreux
types de métabolites secondaires, incluant des triterpénes, des stéroides, des coumarines, des lignanes, des

polyacétylénes (alkamides) et des flavonoides. Le tableau I — 4 rassemble les différents métabolites

secondaires isolés du genre Anacyclus.

Tableau I — 4 : Quelques données chimiques sur le genre Anacyclus.

Espéce

Organes
étudiés

Molécules extraites

Références

Anacyclus

Clavatus

Feuilles

Quatre flavonoides :
Isomeric7-glucoside, Luteolin7-glucoside,
7-rhamnosylglucoside, Quercetin7-glucoside.

Harald, G.,
1978

Anacyclus

cyrtolepidioides

Fleurs
Fraiches

Six stéroides : cholestérol, campestérol,
stigmastérol,  —sitostérol, delta-7-stigmastérole
et delta-5-ovenastérole

Un hétéroside stéroidique:

le B-sitostérol-3- O-B-D-glucoside

.Des hydrocarbures sesquiterpéniques :

Le d-cadinéne et le Valencéne.

Des alcools : le Nonadécan-1-ol, I’Eicoson-1-ol.
Des cétones : la 6, 10,14-Triméthyl-pentadécan-
2-one.

Des esters : le (9Z, 12Z)-Octadéca-9,12-
diénonate de méthyle et L'Octadécanoate de
méthyle.

Des acides carboxyliques : l'acide
Hexadécanoique et l'acide Tétradécanoique

Bergaoui, A
et al., 2006
(a)

Fleurs

Des monoterpénes : 49,55% de la totalité des
constituants, le Composé majoritaire
(43,81%) Est I'pinéne.

26 composés sesqui— Terpéniques :

7,9% de cette huile essentielle, lef-cubebene
(2,37%).

Bergaoui, A
et al., 2006
(b)
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Suite du Tableau I —4:

Quercetin7-glucoside.

Anacyclus Partie Deux coumarines : Benkiki, N
- aérienne herniarine et 3,4 — dehydroherniarine. | ef al., 2007
cyrtolepidioides
Deux flavonoides : Harald, G.,
Feuilles Flavonol5-glucoside, Diosmetin7-glucoside. | 1978
Chaaib,K.F.
, 2004
Sukumaran,
Ketal.,
1995
Une alkamide : la Pellitorine. (le principale Arnason,].T
constituent présent dans 4 pyrethrum) etal., 1989
Adesina,
SKetal,
1988
Anacyclus Crombia,L.,
pyrethrum Racines 1934
Arnason,]. T
Iso butylamide: anacycline. etal., 1989
Bohlmann,F
etal., 1973
Une série des amides : des amides Arnason,]. T
monosubstituées contenant a - dienne- etal., 1989
unsaturation. Harald,G
., 1978
Sukumaran,
Ketal.,
Des polyacétylénes : 1995
Artemisia Kétone, triyne-Triene. Arnason,].T
etal., 1989
Divers: acide linolique, Dehydromatricar ester. Harald,G.,
1978
Jente, R
etal., 1976
Des flavonoides :
Isorhamnetin5-glucoside, Quercetin5-glucoside,
Flavonol5-glucoside,
Quercetin7-glucoside,
Fleurs Isomeric7-glucoside, 7-glucosides de Harald, G.,
Quercetagetine, Patuletine,Quercetagetin3- 1978
Anacyclus méthyle éther, Quercetagetin6, 3'-dimethyl
. éther (spinacetine).
radiatus - -
Deux flavonoides : Isorhamnetine, Quercetine.
Partie Une coumarine : isoscopoletine. Gonzalez,
aérienne Un triterpéne : Taraxasterole. CF.Aetal,
Trois stéroides : sitostérol, campestérol, 1985
stigmastérol.
Nouveau germacranolide : Marioline.
Anacyclus Trois flavonoides : Harald, G.,
. Feuilles Luteolin7-glucoside, 7-rhamnosylglucoside, 1978
valentinus
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Quercetine Ri=Rs =H Ri= Me, R =5
Quercetagetine @Patuletine

Ri=H, Rz =Me Ri=®:2=Me
Quercetagetin-3-methyl éther Quercetin 0,3’ —dimethyl éther

]-I Of i, !“! k\\\\OCO C H 3

Wil wint

0
H B-Sitostérol Mariofine
X
HOH HO
Nl o
o Oy
[B-stérof-3- P-D- Glucoside
H
Stigmastérof

Figure I — 6 : Structures chimiques de quelques métabolites secondaires isolées du genre Anacyclus.
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II 2 —2 Chimie d’ Anacyclus pyrethrum :

A I’opposé de la chimie des autres especes du méme genre, celle d'Anacyclus pyrethrum demeure
insuffisamment étudiée. La bibliographie signale la présence dans les racines de composés
polyacétyléniques (Bohlmann, F ef al., 1973; Jente, R et al., 1976; Harald, G., 1978; Arnason, J.T et al.,
1989), d’amides (Harald, G., 1978; Arnason, J.T ef al., 1989; Sukumaran, K et al., 1995) et de lignanes
(Adesina, S.K et al., 1988; Chaaib, K.F., 2004). Les racines accumulent surtout des alkamides (Crombia,
L., 1954; Adesina, S.K et al., 1988; Arnason, J.T et al.,1989; Sukumaran, K et al., 1995; Chaaib, K.F.,
2004), notamment la Pellitorine, constituent principale présent dans les racines d'4.pyrethrum , isolé en
1895 par Dunstan et Garnett (Adesina, S.K., 1988; Chaaib, K.F., 2004). Ces substances azotés et

insaturées sont associées a I’effet sialagogue connu depuis longtemps (Jacobson, M., 1956).

-,

(0]
o} : 0
. =i /\/\/\/\)L
) e R b o N
R ;”H |
‘ ®eflitorine
(+F-sésamine H
o
\-’O COOCH ;4
Defrydromatricaria ester
— —— CH,COCH,CH 4
Artemisia Ketone
Triyne triene
Figure I — 7 : Structures chimiques de principaux métabolites secondaires identifiés chez ['espece
Anacyclus pyrethrum.
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II — 3 Aspects biologique et Pharmacologique :

II 3 —1 Famille Asteraceae :

Les Asteraceae est une famille particulierement riche en espéces médicinales. Elle comprend notamment
des plantes utilisées dans le traitement des maladies parasitaires et anti-infectieuses (Bruneton, J., 2001).
Parmi, les molécules isolées et utilisées en thérapeutique, on peut citer le cas de 1I’Artemisinine, un
sesquiterpene lactone isoler de 1’Armoise annuelle (Artemisia annua), une espéce chinoise. Cette
molécule est un antipaludique, indiquée dans le traitement de certaines formes de malaria.

Le tableau ci-apreés donne quelques exemples sur cette activité chez certaines espéces appartenant a la

famille des Asteraceae.

Tableau I — 5 : L activité antifongique chez certaines espéces d’Asteraceae.

Plante source de |  Partie | Molécules responsables |  Microorganismes Références
La molécule utilisée a Cactivité
Artemisia
absinthium Feuilles Huiles Essentielles : José, AM et
Artemisia of Camphore etl, 8- — al., 2007
santonicum cineole
Artemisia fleurs
spicigera
Feuilles Huiles Corticum rolfsii Deba, F et al
et el Fusarium solani ., 2008
Bidens fleurs essenticlles Fusarium oxysporu
pilosa Feuilles Inconnu Candida albicans Motsei, M.L
etal., 2003
Blumea Flavonoides : Aspergillus niger
balsamifera hyperoside Trichophyton
mentagrophytes
Feuilles Candida albicans
Blumea Inconnu Cladosporium

gariepina cucumerinum

Chrysanthemum Huiles Essentielles : José, AM et
. Feuilles Camphore, o et B- — al., 2007
coronarium -
Pinéne et lyratyle
acétate
Cichorium Racines Inconnu Les dermatophytes :
intybus Zoophiles et
anthropophiles
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Suite du TableauI—35:

Echinacea Racines Polyacetylénes, Candida shehata
purpurea Alkamides Hymete, A et
Echinops Fleurs Alcaloides, al., 2005
ellenbeckii et Saponosides, Candida albicans
Echinops Racines Phytostérols, Poly
longisetus phénols et
Caroténoides.
Flaujasiopsis Parties Inconnu Aspergillus niger Motsei, M.L
flexuosa aériennes et al., 2003
Flauresia
Cernua
Flauresia Flavonoides Fusarium oxysporum Jasso, R.D
Microphylla Feuilles et Rhizoctonia solani et al., 2007
Flauresia Sesquiterpénes
Oxysporum
Flauresia
Retinophylla
Helichrysum Flavones : Cladosporium
nitens 5,7-dimethoxyflavone cucumerinum
Inulanthera Acetyléne : Cladosporium Hostettmann, K
nuda (E)-O-cetyldendranthe- | cucumerinum et al., 2000
menole
Leontodon Triterpénes : Rhizoctonia solani
filii triterpeneterole Glomerelia cinguiata
Mutisia Coumarines : Cladosporium
friesiana Scopoletine cucumerinum José, AM et
Psiadia Huiles Aspergillus ochraceus al., 2007
lithospermifolia essentielles Candida
pseudotropicalis
Fusarium moniliform
Psiadia Flavones : Cladosporium Hostettmann, K
trinervia Parties 3-O- methoxylated cucumerinum et al., 2000
aériennes | flavonols
Candida albicans
Pterocaulon Candida tropicalis
Alopecuroides Saccharomyces
: cerevisae :
Pterocaulon %rmes: Aspergillus flavus Stein, A.C
Blansae Prenylet.lne, . Aspergillus fumigutus et al., 2006
Prenyletin-méthyl-ether Aspergillus niger
Pterocaulon Trichoophyton rubrum
Polystachyum Trichoophyton
mentagrophytes
Senecio
inaequidens Inconnu Trichophyton José, AM et
tonsurans al., 2007
Senecio
Vulgaris
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Suite du TableauI—35:

Spilanthes Fleurs Alkamides : Aspergillus niger Sabitha, A.R
acmella Spilanthole Aspergillus paractitu et al., 2006
Tagetes Inconnu Candida albicans Motsei, M.L
minuta Feuilles etal., 2003
Tarchonanthus Huiles essentielles Candida albicans Matasyoh, J.
camphoratus C etal, 2007
Tithonia Parties Isocoumarines : Microbotryum José, AM et
diversifolia aériennes | Tithoniamarine violaceum al., 2007
Chloralla fusca

II 3 — 2 Espéce Anacyclus pyrethrum :

L’utilisation d’Anacyclus pyrethrum est décrite dans les pharmacopées de nombreux pays du monde. Les
racines sont inscrites a la pharmacopée frangaise depuis 1937, pour leurs propriétés sialagogues (Paris,
R.Retal, 1971).

En Algérie, I’infusion des racines du pyréthre d’Afrique est recommandée en bain de bouche contre les
maux de dents et les probleémes liés a la sécrétion salivaire comme sialogogue (Boulos, L., 1983; Beloued,
A., 1998). Le décocté des racines est également cité en friction locale en cas de paralysie des membres
(Boulos, L., 1983). Les racines sont ¢galement utilisées sous forme de créme a base de graisses animales
pour traiter la goutte et la sciatique (Boulos, L., 1983). Un mélange de racines et de lait, additionné de
miel est proposé comme aphrodisiaque, contre I’infertilité¢ féminine (Boulos, L., 1983). On reconnait aux
racines de pyréthre des propriétés antiparasitaires et antibiotiques (Beauquesne, B.L et al., 1990; Baba

Aissa, F., 1999)

Peu d’¢études d’évaluation expérimental ont été effectuées sur les racines d’Anacyclus pyrethrum. On
signale une activit¢é immunostimulante de la fraction riche en polysaccharides (Bendjeddou, D et al.,
2003) et une action anesthésique local des extraits aqueux et hydro alcooliques (Panchal, G.M et al.,
2001). La Pellitorine, composé connu des racines s’est montré douer d’activités anesthésique local,

antibactérienne, larvicide, ainsi que insecticide (Chaaib, K.F., 2004; Molina, T.J., 1999).
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IIT — Etude des
métabolites secondaires
isolées de la plante :



a — Les Terpénoides.



III — 1 Introduction :

Dans le régne végétal, les terpénoides sont des métabolites secondaires, dont le rdle écologique a été
prouvé, notamment dans le processus de communications et de défense (Lamarti, A et al., 1994).

Les triterpénes, dont plus de 4000 structures sont connues, sont représentés par plus de 40 squelettes
différents (Bruneton, J., 1999). L’intérét thérapeutique et I’emploi industriel des triterpénes en font un
groupe de métabolites secondaires de premiere importance (Rodney, C et al., 2000; Yutaka, E et al.,

2003).

III — 2 (Classification structurale et biosynthése des Triterpénes:

Les triterpénes sont construits a partir de plusieurs entités isopréniques, constituant une famille trés
diversifiée tant au niveau structural que pharmacologique (Goodwin, T.W., 1971). Selon la nature du
noyau, ces métabolites sont regroupés en triterpénes tétracycliques (Dammaranes, Cucurbitanes,

Lanostanes) et pentacycliques (Lupanes, Ursanes, Oléananes et Friedelanes) (figure I — 7).
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Triterpénes tétracychques :

La série des Dammaranes : La série des Cucurbitanes :

O

1|¢"J il 4 27

Lanostane

1) 24

Triterpénes pentacychques :

La série des Lupanes : La séne des Ursanes :
30

Friedeline

B

Figure I — 8 : Principaux classes des triterpénes.

25



La diversité au niveau structurale des triterpénes résulte des nombreuses conformations que peut adopter
le substrat acyclique. Pour une réaction de cyclisation donnée, c’est I’enzyme qui impose cette
conformation via tes interactions enzymes / substrat au sein du site actif (Alkins, P.Wet al., 1987; Abe,
ILM.R et al., 1993; Brown, G.D., 1998).

Par exemple, les enzymes prényl-transférase et terpéne synthase sont responsable de la diversification des
triterpenes par deux réactions opérées sur des différents substrats :

L’une de I’addition répétitive d’unité C s, ’autre de la cyclisation.

2, 3 — époxydoSqualéne
1]

chaise- chaise- chaise-batean chaise-batean-chaise-bateau

Figure I — 9 : Oxydation du squaléne.
(Goodwin, T.W., 1971; Alkins, P.W et al., 1987)

C’est de la conformation initiale de 1’époxysqualéne sur la surface de I’enzyme que dépend I’orientation
de la biosynthése vers stéroides et les triterpenes d’autre part.

1 — si I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau, la cyclisation
conduit a un cation protostane précurseur immédiat, par une suite de migration 1, 2 de protons et de
méthyles, des cycloartanes et des cucurbitanes (ces migration sont rendues possibles par la disposition
trans-antiparalléle des protons et méthyles en C-17, C-13, C-14 et C-8).

2 — st I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise- chaise- chaise-bateau, la
cyclisation conduite a un cation dammarane, qui peut aussi se réarrange :

— soit par des migrations concertées conduisant au tirucallol et a 1’euphol, précurseurs des

limonoides et quassinoides.
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— soit, et ¢’est le cas le plus fréquent, par formation d’un cycle supplémentaire ce qui conduit aux

triterpenes pentacycliques : Oléananes, Ursanes, Lupanes, Friedelanes et taraxastanes, etc., (Bruneton, J.,

ALY TN

chaise- chaise- chaise-bateau chaise-bateau-chaise-batean

~A
NN 4

"°/>{'-a Dammarenediol 11
Cation Baccharenyl

-

HO

HC

Cycloartenol

P

Figure I — 10 : Principaux cations dans la biosynthése.

(Goodwin, T.W., 1971; Alkins, P.W et al., 1987; Abe, LM.R et al., 1993; Brown, G.D., 1998; Yutaka, E et al., 2003).
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Lavoie

des Friedelanes

O /7, Q-Amynin )

Figure I — 11 : La voie des Oléananes, Fridelines et Ursanes.

(Goodwin, T.W., 1971; Alkins, P.W et al., 1987; Abe, LM.R et al., 1993; Brown, G.D., 1998; Yutaka, E et al., 2003).
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III — 3 Méthodes d’analyses des triterpénes :

Les triterpeénes ont fait 1’objet de plusieurs études consacrées a 1’analyse structurale des triterpenes (Kuo,

Y .H et al., 2000; Thanakijicharoenpath, W et al., 2007; Andras, K et al., 2008; Chiy, R.C ef al., 2008).

a — Analyse par Infra - Rouge (IR):

Le spectre Infrarouge permet de repérer les fonctions chimiques présentes comme les groupement
cétones, alcool, acide carboxylique acétate, etc.... qui caractérisent la plupart des triterpénes (Dosseh, Ch

et al., 1980; Druet, D et al., 1986; Ahmed, S.M et al., 2004).

b — Analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) :

Le spectre RMN- ' H des triterpénes est peu spécifique. Il présente néanmoins une série de pics
caractéristiques dans ’intervalle 0,5 ppm a 2 ppm, correspondant aux groupements méthyles. Le profil
(nombre, multiplicité, déplacement) permettent une orientation concernant le type et la série du noyau
triterpénique (Hans, F.J ef al., 1973; Charrouf, Z et al., 1991; Marcia, L.N et al., 1999; Asaph, A et al.,
2005; Hu, H.J et al ., 2005; Hua, S et al., 2006; Yu, Q.L et al ., 2006; Mario, J.J et al., 1999; Andras, K
et al., 2008; Chiy, R.C et al., 2008; Igoli, J.O et al., 2008; Yuan, J.Q et al., 2008). L’examen de la région
2 a 6 ppm indique I’environnement auquel est soumis les protons fonctionnels (hydroxyle, double

liaison,...).

Le spectre RMN-"C est plus précieux dans la détermination structurale des noyaux triterpéniques nous
permet de bien mettre en évidence les 30 atomes de carbone qui constituent le squelette des triterpénes, et
en particulier les groupements carbonyles, acide carboxylique et alcool, par leurs déplacements chimiques
spécifiques (environ 210 ppm pour un carbonyle, 170 ppm pour un acide carboxylique et 70 ppm pour un

alcool (Marcia, L.N et al., 1999; Mario, J.J et al., 1999).
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¢ — Analyse par spectroscopie de masse (SM):

En spectroscopie de masse, les fragments des triterpénes sont caractéristiques, comme les pics de
fragmentation caractéristiques du mécanisme de “ Rétro-Diels-Alder ” par clivage du cycle D/ E et C/ D

des triterpénes pentacycliques (Hans, F.J et al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Branco, A et al., 2004;
Viswanadh, G.S et al., 2006).

A
| Act /2 344
cooH m/z234
0
m/z 439
-28 | -CO
-
H \
O

w/z 411

m/z 39

Schéma I — 1: Exemples des fragmentations en spectrométrie

de masse des triterpenes.
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III — 4 @Propriétés biologiques et pharmacologiques des triterpénes :

Les triterpénes sont caractérisés par une diversité structurale remarquable. Cette diversité chimique se
traduit par des propriétés biologiques et pharmacologiques variées et des potentialités thérapeutiques dans
les domaines les plus divers :

cytostatiques, antiviraux, anti—-inflammatoire, anti—oedémateuses, cytoprotectives, imminomodulatrices,
analgésiques et antifongiques (Bruneton, J., 1999; Kazumasa, S et al., 2001; Jiri, P., 2003; Hua, S ef al.,
2006; Eder, B et al ., 2008).

L’activit¢ a I’encontre des champignons est bien établie in vitro, aussi bien a ’égard d’espéces
phytophatogenes, qu’a I’encontre de divers Candida ou dermatophytes. Elle est sans doute la conséquence
de la réaction des triterpenes avec les stérols membranaires du micro-organisme (Bruneton, J., 1999).

En dehors des potentialités pharmacologiques des triterpénes, leur toxicité chez les animaux a sang froid
est connue depuis I’antiquité. Elle explique a titre simple, les propriétés piscicidales (ex. Balanites,

Zygophyllaceae) et molluscicidales (Phytolacca, Phytolaccaceae) des plantes qui les contiennent.
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b — Les Coumarines.



III — 1 Définition :

Historiquement le nom de coumarine vient de « cumaru » qui est le nom dans une langue amazonienne,
de l'arbre de Tonka (Dipteryx odorata willd., Fabaceae) dont les féves contiennent 1 & 3 % de coumarine.
Les coumarines ont été isolées pour la premiere fois en 1820 (Bruneton, J., 1999). Elles sont présentes en
quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la sauge sclarée et lavande. On la trouve
aussi dans le miel, le thé vert, etc. Les coumarines sont des composés phénoliques végétaux, portant un
noyau benzopyrone dans leur structure (Alignan, M., 2006), ils sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que
I’on peut considérer, en premicre approximation, comme ¢étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z-

cinnamiques (Bruneton, J., 1999).

III — 2 Les coumarines dans le réqne végétal :

Les coumarines et ses dérivés dont plus de 300 structures sont connues, se répartissent dans plus de 70
familles de dicotylédones et 9 familles de Monocotylédones. Ils présent sous forme libre ou hétorosides
dans la plus part des familles de dicotylédones incluant Apiaceae, Asteraceae, Fabiaceae, Moraceae,
Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae et Solanaceae.le tableau suivant rassemble les principaux coumarines et

leur distribution dans le régne végétal.
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Tableau I — 6 : Distribution des coumarines chez certaines plantes.

Coumarines Plantes Localisation Références
Aesculetine Anethum graveolens fruits Kostova, 1., 2005
Angelicine Angelica archangelica fruits, feuilles et racines Steck, W et al., 1969
2’-Angeloyl-3’-isovaleryl Angelica archangelica racines Mulier, M et al., 2004
vaginate Sarker, S.D et al., 2005
Apterine Aegopodium podagraria racines

Angelica archangelica racines Mulier, M et al., 2004

Levisticum officinale racines

Peucedanum palustre racines Shults, E.E et al., 2003
Archangelicine Angelica archangelica racines Steck, W et al., 1969
Archangeline Angelica archangelica racines
Bergaptene Anethum graveolens fruits Kostova, 1., 2005

(-)-Byakangelicine

Byakangelicin-2’-O-isovalerate

Chalepensine
Columbianadine
Columbianadinoxide
Daphnoretine

Daphnoretine methyl ether
Dophnorine

Gravelliferone
Gravelliferone methyl ether
Graveolone

Heraclenole
Heraclenol-2’-O-isovalerate
Heraclenol-2’-O-seneciote
Herniarine
8-Hydroxybergaptene
Imperatorine

Isobergaptene
Isobyakangelicine angelate
Isoimperatorine

Isooxypeucedanine
Isopeulustrine
Isopimpinelline
Isorutarine
Marmesine
Marmesinine

5-Methoxy-heraclenol
isovalerate

Angelica archangelica
Levisticum officinale
Peucedanum palustre
Ruta graveolens

Ruta graveolens
Angelica archangelica

Ruta graveolens
Peucedanum palustre
Peucedanum palustre
Ruta graveolens
Ruta graveolens
Ruta graveolens
Ruta graveolens
Ruta graveolens

Anethum graveolens
Petroselinum crispum
Angelica archangelica

Angelica archangelica
Ruta graveolens
Angelica archangelica
Angelica archangelica
Peucedanum palustre
Angelica archangelica
Peucedanum palustre
Angelica archangelica
Peucedanum palustre
Ruta graveolens
Peucedanum palustre
Peucedanum palustre
Angelica archangelica
Ruta graveolens

Ruta graveolens

Ruta graveolens
Angelica archangelica

fruits, feuilles et racines
racines

racines

tiges et feuilles

racines

racines

racines

fruits et racines
fruits

parties aériennes
racines

racines

racines

racines

parties aériennes
tiges
racines

racines

racines

fruits

fruits, feuilles et racines
fruits et racines

racines

racines

fruits, feuilles et racines
fruits et racines

tiges et racines

fruits

fruits

fruits, feuille et racines
racines

racines

racines

racines

Steck, W et al., 1969

Shults, E.E et al., 2003
Liévre, K. 2004

Kostova, 1., 2005

Lievre, K. 2004
Shults, E.E et al., 2003

Kostova, 1., 2005

Kostova, 1., 2005

Shults,E.E et al., 2003

Steck, W et al., 1969

Steck, W et al., 1969

Liévre, K. 2004

Steck, W et al., 1969

Oroselone Angelica archangelica fruits et racines

Osthenole Angelica archangelica fruits et racines

Osthole Angelica archangelica fruits et racines

(+)-Oxypeucedanine Angelica archangelica fruits, feuilles et racines

Pangeline Ruta graveolens racines Lievre, K. 2004
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Suite du TableauI—6:

Peucedanine

Phellopterine
Pimpinelline
Psoralene

Rutacultine
Rutamarine
Scopoletine
Suberenone
Umbélliferone

Umbelliprenine

Xanthotoxine

Xanthotoxole
Xanthyletine

Peucedanum palustre
Peucedanum palustre
Angelica archangelica
Angelica archangelica
Angelica archangelica
Ruta graveolens

Ruta graveolens

Ruta graveolens
Anethum graveolens
Ruta graveolens
Anethum graveolens
Angelica archangelica
Livisticum officinale
Ruta graveolens
Anethum graveolens
Angelica archangelica
Peucedanum palustre
Anethum graveolens
Angelica archangelica
Ruta graveolens
Angelica archangelica
Ruta graveolens

fruits et racines

fruits et racines

fruits

fruits

racines

tiges et racines

racines

parties aériennes + racines
fruits, feuilles et racines
racines

fruits et racines

fruits et racines

feuilles et racines
racines

fruits

fruits et racines

fruits

fruits

fruits, feuilles et racines
tiges et feuilles

fruits et racines

racines

Hehn, A., 2007

Steck, W et al., 1969

Liévre, K. 2004

Liévre, K. 2004
Steck, W et al., 1969

Liévre, K. 2004
Kostova, 1., 2005
Steck, W et al., 1969

Kostova, 1., 2005
Steck, W et al., 1969
Liévre, K. 2004
Steck, W et al., 1969
Liévre, K. 2004

III — 3 Diversité structurale des coumarines :

La coumarine est une famille de composés, qui se forment par une substitution sur un cycle aromatique,

de ce faire et d’aprés la nature des substitutions, on peut classer les coumarines en :

IIT 3 — 1 Coumarines Simples :

Composé

Daphnétine

Erioside

Esculétine

Esculine

(o) O Fraxetine
Scopoletine
Umbélliférone

Rs

H OH
OH OH
OH H
0O-Gle H
OCH3 OH
OCH 3 H
H H

OH
O-Gle
OH
OH
OH
OH
OH
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III 3 —2 Coumarines Prénylées :

Rutacultine

III 3 — 3 Furanocoumarines (Linéaires et Angulaires):

Linéazires :

Rs

Rs
4
4 K
= o o
R
Composé RS R6 (Composé R R6
Bargaptene OCH3 H Angalicine H H
@®soralene H H Pimpinelline OCH3 OCH3
Isopimpinelline  OCH3  OCH3 Sphondine H OCH 3
Xanthotoxine H OCH 3

III 3 —4 ®Pyranocoumarines :

III 3 —4 — 1 ®Pyranocoumarines simple :

2', 3" = Difrydro

| {; ]
Jatamansine Anomaline )
aLdani o /

W,
%
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III 3 —4 —2 Dipyranocoumarines :

® [a série des Calanolides :

Le Groupe 1: Le Groupe 2. Le Groupe 3.
S ) J
S - . o
P o r By -~ - 7
H c g - c 1oL
: = R Ry
~ Q‘ﬁ; _,.H“:_\.,q.\ | (& JH | v v
| A I B — R e N J A : B 5
e | A B i
o 0 o e
D ] “ o7 o ~—
~ 3H — > ¢
i T, o
~ PN
i 0k

(+)= Cafanolide 4

{+)— ®seudo— Calanolide A

(+)= Cafanolide E

® [a série des Inophyllums :

(+) = Inopfyflum ¢

6, 7-trans- Tomenteuse 4

Lo Groupe 1 Lo Groupe 2.
i
= =
~ | s
e i J
| | e Y
SN C |
1 A | B 07 ST
NN | a4 | B
D o/“\ == ».o./g""‘w‘ro
< N D T

(+)— Teysmanone B

® [a série des Cordatolides :

{+)= Cordatofide 4

{+)— ®seudo -Cordatolide 4

{+)= Cordatolide E

Les coumarines peuvent également exister a deux états :
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II1 3 -5 Coumarines d [état dimérique (Bicoumarines) :

=
- ®
Lastocéphaline - o
o (8]
Rham () (4]
O ZF

N
O ' Edgeworoside (
o So oy Dicoumarole

J © © Waiiei—
R 07 o o Daphnorétine OCH 3 OH
m Rutamontine OH OCH 3
R3 o 0 Daphnorine OCH 3 0-Glu

Edgeworine H OH

III 3 —6 Coumarines a [état trimériques (Tricoumarines) :

- m w
O , Edgeworoside 1

- (R = Rfamnose)
Edgeworoside B . .
O / g Triumbéllatine

(R.= Glucose)

II1 — 4 Etude de [a voie de Biosynthése des coumarines :

a — Biosynthése des coumarines simples :

La formation de la phénylalanine a partir de 1’acide chorismique implique un réarrangement de claisen

catalysé par ’enzyme chorismate mutase.

La conversion de la phénylalanine en acide cinnamique par la phénylalanine ammonialyase (PAL)

marque I’entrée dans la voie des phénylpropanoides (Liévre, K., 2004).

La voie exacte des coumarines a partir d’acides cinnamiques spécifiques est quasi inconnue, bien que la

cinnamate-2-hydroxylase ait été proposée comme une étape enzymatique clé.
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N C[V
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HO OH

" G " 0
Coumarine simple

Acide 2,4 -difbydroxycinnamique

: chorismate mutase

A
B : phénylalanine ammonialyse
C
@

N : annamate-4-hydroxylase (C4H)
: annamate-2-lyydroxylase
o o — une seulz étape
Umbitliferone ) oo » plusieurs étapes

Figure I — 12 : Schéma récapitulatif des voies de biosynthése des coumarines simples

et [’'Umbélliférone.
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b — Biosyntheése des coumarines furanocoumarines :

La voie des furanocoumarines est présente chez un petit nombre d’espéces végétales (Lievre, K., 2004).
La premicre étape propre de la voie de biosynthese est proposée comme ¢€tant une para-hydroxylation de
’acide p-coumarique qui conduit a I’Umbélliférone (Bourgaud, F et al., 2006). Certains auteurs suggerent
que cette réaction est catalysée par une enzyme de la famille des cytochromes P450 (C4H) (une enzyme «
clé » dans la voie des phénylpropanoides) (Hehn, A., 2007).

La production de dérivés de la 7-O-prenylUmbelliferone ne se fait que dans certaines conditions
d’¢licitations comme a été décrit par Hamerski et ses collaborateurs en 1990.

I1 a été démontré que la prénylation de I’'Umbelliferone pour former la demethylsubérosine était due a une
activité enzymatique (Hehn, A., 2007).

L’étape suivante est la synthése de la démethylsubrérosine par ajout d’une unité isoprénique (IPP)
catalysée par la diméthylallylpyrophosphatase (Prenyltransferase).

L’étape suivante conduisant a la cyclisation de la diméthylsuderosine en (+) marmésine, puis sa
conversion en psoraléne est prise en charge par des cytochromes P450 (Lievre, K., 2004).

L’utilisation de marmésine radio marquée a permis de suivre 1’apparition de psoraléne en présence de
NADPH (I’enzyme responsable de la réaction est stéréo sélective) (Bourgaud, F et al., 2006; Hehn, A.,
2007).

L’hydroxylation en position 5 et 8 du psoraléne génere la formation de xathotoxole et de Bergaptole, cette
double hydroxylation séquentielle est nécessaire pour permettre la formation du 5-8 dihyroxypsoraléne,
précurseur non methoxylé d’un produit mineur de la voie de biosynthése : I’isopimpinelline.

La méthylation du Bergaptole et de xathotoxole est catalysée par des méthyltransférases, pour finalement

donner la Xanthotoxine et le Bergapténe.

La figure suivante rassemble les voies de biosynthése possible conduisant aux furano- coumarines

linéaires et Angulaire.
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Figure I — 13 : Schéma récapitulatif des voies de biosynthése des furanocoumarines.
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III — 5 Analyse structurale des coumarines :

a — Fluorescence sous la lumiére UV :

Les coumarines sont caractérisées par une fluorescence a I’'UV a 366 nm (Mead, J.A.R et al., 1958;
Macek, K., 1972; Harbone, J.B., 1984; Wagner, H et al., 1984; Bruneton, J., 1999).Cette fluorescence est
en général :

* Bleue pour les coumarines hydroxylées en 7 (Umbélliférone).

* Pourpre pour les coumarines prénylées.

* Jaune pour les furanocoumarines (Wagner, H et al., 1984).
Cette fluorescence est intensifiée en chromatogramme par les vapeurs de NH; observée sous la lumiere
UV, par pulvérisation du chromatogramme par le réactif de Borntrager ou 1’acétate de plomb (Macek, K.,

1972; Harbone, J.B., 1984; Wagner, H et al., 1984).

b — Spectroscovie infrarouge IR :

Cette technique fournit des informations sur les groupements fonctionnels d’une molécule. Pour les
coumarines :
= L absorption C=0 de la lactone conjuguée apparait pratiquement dans la région (1550-1750 cm ™)
(Prachyawarakorn, V et al., 2006; Kostova, I et al., 2007).

» L’absorption OH du phénol est observée a 3550 cm ™.

¢ — Spectroscopie ultraviolette UV :

Les coumarines ont un spectre UV caractéristique, fortement influencé par la nature et la position des
substituants, profondément modifié¢ en milieu alcalin : KOH, NaOH, NaOCHj et en présence d’AlCl;.
AlCl; forme un complexe avec les hydroxyles portés par des carbones adjacents, ce qui induit un
déplacement bathochrome (Bruneton, J., 1999).

Pour la coumarine, les absorptions maximales sont présentées dans deux bondes en 276 cm ™ et 311 cm -
! La présence des substituants alkylés induit par des modifications des valeurs de la bande en 311lcm™
vers 325 cm’! (Abu, E.R.A et al., 1985; Shults, E.E et al., 2003). Selon la position de OH, le déplacement

est plus au moins fort (Bruneton, J., 1999).
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d — Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire RMN :

L'allure des spectres RMN 'H des coumarines est caractéristique,les protons oléfiniques H-3 et H-4
apparaissent respectivement sous forme de deux doublets a :

o (ppm) [6,10 — 6,40] , [7,50 — 7,90] pour les coumarines simples et les furanocoumarines (Sariaslani, S.F
et al., 1983; Lalande, J et al., 2003; Tosun, A et al., 2005; Xiao, W.L et al., 2007 ; Widodo, G.P et al.,
2008).

e — La spectrométrie de masse des coumarines :

Les composés cycliques fortement insaturés tels que la « coumarines », et mémes les ions qui ont formés
par fragmentation o au niveau d'un groupement carbonyle, ont la propriété de pouvoir perdre un
groupement CO (28 uma). S'il y a plusieurs groupements CO dans une molécule, ils peuvent étre €liminés

les uns apres les autres (Harbone, J.B., 1984; Lalande, J ef al., 2003; Prachyawarakorn, V et al., 2006).

N, 00 €O+ -H
(’w —- | qc?”l} quuj
— ¢
0 - 28 o) =0 miz90 -1 m/z 88
m/z 146 w/z 118
N -C0 -CHs
28 g y
3 HO 0 0 sHCO 4 0 - 0 0
m/z 176 m/z 148 w/2 133
-CH3
d
0-15
3_(,"1
m/z 216

Schéma I — 1 : Exemples des fragmentations en spectrométrie

de masse des coumarines.
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III — 6 Intérét pharmacologique des coumarines :

Les coumarines manifestent diverses activités biologiques, qui varient selon la substitution sur le cycle
benzopyrone (Barnard, D.L et al., 2002; Kostova, 1., 2005; Sarker, S.D et al., 2005; Kostova, I et al.,
20006).

Les coumarines simples contribuent généralement a fluidifier le sang par leur activité veinotonique et
vasculoprotecteur, c’est le cas de 1’esculoside du Marronnier d’Inde, ou anticoagulate du dicoumarol
produit par le Mélilot (Melilotus officinalis). L’intérét des furanocoumarines a été signalé dans le cas du
traitement des spasmes néphrétiques, de I’angine de poitrine (khelline de 1’Ammi visnaga). La capacité
que posseédent diverses structures furanocoumariniques a provoquer une hyperpigmentation cutanée
transitoire est bien connue. Ces propriétés photodynamisantes sont mises a profit dans le traitement des
manifestations d u vitiligo, du psoriasis et d’autres affections dermatologiques. Elles peuvent aussi étre
utiles dans les cures de bronzage (crémes a base de psoralene, Bergapténe). La visnadine, une
pyranocouamrine, est douée de propriétés vasodilatatrices coronariennes et présentée comme ayant une

action favorable sur les troubles de la sénescence cérébrale.
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Le tableau suivant rassemble quelques exemples sur 1’activité biologique des coumarines.

Tableau I — 7 : Quelques exemples sur [’activité biologique des coumarines.

L activité Coumarines Information Références
Angelicine Cette activité dépend de la nature des
Athamantine substituants des coumarines, Plus
Bergapténe intéressant, les coumarines peuvent
. ) Herniarine posséder des effets pro
anti-inflammatoire Impératorine inflammatoires : Le Psoraléne et
Ledebouviellole Impératorine a une baisse dose
Psoraléne possédent une activité anti-
Scopoletine inflammatoire, mais a une forte
_ flose a un effet pro inflammatoire. Rouxel, T., 1989
Angalicine ils sont montrent que le groupe
Cichoriine hydroxyle libre en position 6 des
Antimicrobienne Ciichori.ine acétate courr.lafir’les e§t trés. important' pour
Herniarine P’activité antifongique ,tandis que le
Umbelliprenine méme libre en position 7 est
important pour ’activité
antibactérienne.
Athamantine Les Psoralénes, furanocoumarines
Bergapténe typiques sont des
Isopimpinelline photosensibilisateurs dans la gamme
L Peucedanine de 320-380 nm, une gamme ou les Crépy, M.N.,
Phototoxicité Psoraléne acides nucléiques et les protéines 2006.
Umbélliférone cellulaires montrent les bandes
Xanthotoxine d’adsorption faible.
Niffcoumarine
Paepalantine
Seseline Cette activité baser sur les
C L, 5-methoxy substituant ortho-dihydroxy, en Kostova, .,
Cytotoxicité Seseline plus le groupe phényle avoir un rdle | 2005.
Suberosin trés important dans cette activité.
Xanthyletine
Xanthoxyletine
(+)-Calanolide A Kostova, I et al.,
(-)-Calanolide B 2006.
vy Cordatolite A Quelques coumarines inhibent Spino, C et al.,
Inkibiteurs de HIV Cordatolite B différents stages du cycle de 1998.
Coriandrine réplication de HIV. Singh, I.P et al.,
Imperatorine 2005.
Suksdorfine
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2 eme Partie :

Partie Expérimentale.



I — Matériel végétal :

Les racines d'Anacyclus pyrethrum ont été obtenues de source commerciale en Avril 2007. La drogue a
été identifiée grace a ses caracteres botaniques macro- microscopiques selon les standards. Un spécimen
de I'échantillon de référence se trouve dans I'herbier du laboratoire de botanique médicale et de
pharmacognosie, du département de pharmacie de 1'Université Mentouri Constantine, sous le n® APY 001-

97.

II — Méthode d*Extraction :

Les racines d’Anacyclus pyrethrum séches sont finement pulvérisées dans un broyeur a couteaux. La
poudre d’A4 pyrethrum (700 g) est macérée a froid en contact avec I’hexane (Hex) pendant 3 jours. Apres
filtration, le solvant est éliminé par évaporation sous vide a une température modérée (<40 ° C). L’extrait
Hex est obtenu avec une masse de 12,64 g. Le résidu récupéré est mis de nouveau a macérer dans le
dichlorométhane (DCM) pendant 4 jours, cette opération est répétée deux fois avec renouvellement du
solvant. Les deux solutions extractives de DCM sont combinées et concentrées sous vide a une
température modérée (<40 ° C). L’extrait DCM est obtenu avec une masse de 12,64 g.

Le résidu du I’extraction précédente est de nouveau macéré dans 1’acétate d’éthyle (EtOAc) pendant 4
jours, I’opération est répétée deux fois. Les deux solutions extractives de EtOAc sont combinées et
concentrées sous vide a une température modérée (<40 ° C). L’extrait EtOAc est obtenu avec une masse
de 4,57 g.

Le résidu de I’extraction précédente est mis a nouveau a macérer dans 1’éthanol (EtOH) pendant 2 jours,
I’opération est répétée deux fois. Les deux solutions extractives de EtOH sont combinées et concentrées
sous vide & une température modérée (<40 ° C). L extrait EtOH est obtenu avec une masse de 18,77 g.
Enfin, la macération dans un milieu hydro alcoolique (30 % éthanol, 70 % eau) du résidu issu de I’étape
précédente pendant 3 jours, puis la filtration et enfin 1’évaporation sous vide du filtrat, a permis d’obtenir
26,06 g de I’extrait hydroalcoolique (HA).

3 éme

L’ensemble du protocole d’extraction est résumé dans le schéma III -1 ( partie).

Les caractéristiques des extraits obtenus sont regroupées dans le tableau 111 — 1
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III — Méthodes chromatographiques :

III — 1 Chromatographie sur couche mince (CCM) analytique :

Les plaques chromatographiques en couche mince analytiques ont été obtenues de source commerciale
(Merck). Elles sont constituées d’une plaque d’aluminium recouverte d’un gel de silice 60F,s4. Apres leur
développement, les chromatogrammes sont examinés, a la lumicre du jour et sous lampe UV a 254 et 366

nm. Elles sont révélées ensuite par les réactifs de détection.

Tableau II — 1 : Composition des solvants pour [’analyse par CCM des extraits bruts.

L’extrait testé Mélange du solvant Pourcentage

Hex Hex / EtOAc 9:1
Hex / EtOAc

DCM EP / EtOAc

Hex / CH2C12

CHCl;/ Acétone
CHCIl; / Me OH
EtOAc/Me OH

Hex / EtOAc

EtOAc Hex / EtOAc

Hex / EtOAc

EtOH EtOAc/Me OH
EtOAc /Me OH / H,O
HA Hex / EtOAc

EtOAc /Me OH

:3
01
01

5:3,5

0 XN QN |—= 0[O O O O O

NN BRIO N~ = —

Pour I’analyse de la pureté des composés isolés par CCM, les systemes de solvants suivants ont été

utilisés (tableau I1 — 2).

Tableau II — 2 : Conditions chromatographiques particuliéres.

Composés Mélange du solvant Pourcentage
A,BetC EP / EtOAc 9:1
CH,Cl, / Acétone 9:1
D CH,Cl, 100 %
Cyclohexane / EtOAc 4:1
E Toluéne / EP / CH; COOH glacial 1:1:1
F,GetH EtOAc / HCOOH / CH; COOH glacial / H, O 100:11:11:27
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III — 2 Chromatographie sur colonne de gel de silice (CC):

Les caractéristiques de la colonne en verre utilisée dans le fractionnement des extraits bruts DCM et

EtOH sont reportées dans le tableau II — 4.

Tableau II—3: Caractéristiques de la colonne chromatographique (CC).

Diameétre de la colonne 2,5 cm

Hauteur de la colonne 40 cm

Hauteur du gel de silice dans la colonne 23 cm

Poids du gel de silice 48 g

Type de Gel de silice 60 (0.063-0.200 mm),(70-230 mesh ASTM)
Fournisseur MERCK

III — 2 —1 Fractionnement de Lextrait DCM :

L’extrait DCM (2 g) a été fractionné par chromatographie sur une colonne de gel de silice en phase et
pression normale. L’¢lution est réalisée au moyen de 1’hexane dont augmente la polarité par I’addition
progressive de 1’acétate d’éthyle. La polarité de I'¢luant est ensuite augmentée par 1'addition graduelle du

méthanol. L’¢lution complete de la colonne est réalisée avec du méthanol pur.

Tableau II —4 : Composition de I’éluant utilisé dans le fractionnement
par CC de l’extrait DCM.

Fractions Eluant % Volume (ml)
Hexane | EtOAc | Me OH

F,—F; 100 00 00 200
F,—F; 90 10 00 300
Fg—Fg 80 20 00 200
F11—>F15 70 30 00 300
F16—>F20 60 40 00 300
Fy—Fy3 50 50 00 200
F24—>F26 40 60 00 200
Fy7—F3; 30 70 00 400
F34—>F3g 20 80 00 300
F39—>F43 10 90 00 300
F44—>F46 00 100 00 300
F47—>F53 00 90 10 200
Fs4—Fso 00 50 50 200
F60_)F62 00 10 90 100

F63_)F67 00 00 100 150

III — 2 — 2 Fractionnement de Lextrait EtOH :
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L’extrait EtOH (2 g) a été fractionné sur colonne de gel de silice en phase et pression normale. L’¢lution
est réalisée au moyen de 1’acétate d’éthyle dont augmente la polarité par 1’addition progressive de

méthanol.

Tableau I1— 5 : Composition de [’éluant utilisé dans le fractionnement
par CC de l’extrait EtOH.

Fractions Eluant % Volume (ml)
EtOAc MeOH

F|—F, 100 00 150
FS_)FIO 95 05 100
F] 1—>F14 90 10 100
F15—>F19 80 20 100
F20—>F23 75 25 100
F24—>F30 70 30 100
F31—>F37 65 35 100
F38—>F40 60 40 50
F41—>F44 55 45 50
F45—>F47 50 50 50
F4g—>F50 40 60 50
F51—>F53 30 70 50
F54—>F60 20 80 100
F61_)F67 10 90 100
F68—>F74 00 100 100

III — 3 Chromatographie sur plaques préparatives :

Des plaques chromatographiques de verre (20x20cm), recouvertes de gel de silice 60F254, d’épaisseur de
2 mm ont été utilisées dans un but de séparation et purification. Les plaques sont préparées selon la

méthode standard (Macek, K., 1972) et activées dans une étuve a 105°C pendant 30 min.

Tableau II — 6 : Systémes de solvants utilisés pour la CCM préparative.

Lot purifié Mélange du solvant Pourcentage
Lot4 et5 (pour I’extrait DCM) EP / EtOAc 9:1
Lot 6 (pour I’extrait EtOH) EtOAc 100 %
Lot 10 (pour I’extrait EtOH) EtOAc / Me OH 6:4
Lot 10 S ; (pour I'extrait EtOH) | EtOAc / HCOOH / CH; COOH glacial / H, O 100:11:11:27
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III — 4 Réactifs de révélation utilisés en CCM :

Les réactifs chimiques d’identification ont été préparés selon les méthodes standards (Macek, K., 1972;

Wagner, H et al., 1984). Les principaux réactifs de révélation sont présentés dans le tableau I — 9 suivant

Tableau II — 7 : Réactifs de révélation en CCM utilisés.

Réactifs Mode opératoire Métabolites secondaires
détecté
L'acétate Vaporiser une solution aqueuse d’acétate de plomb a .
de Plomb 5 % sur la plaque et voir directement sous la lampe Coumarines.
UV a 366 nm.
jlcufe' Solution d’acide sulfurique 10 %. Aprés la Stéroides, Terpénes
su&‘tmque pulvérisation du réactif mettre la plaque CCM dérive ’ hénvl
pendant une dizaine de minutes a I’étuve (100 °C). et der1ves phenyle-
propane.
Meélanger 0,5 ml d'anisaldéhyde (4-
méthoxybenzaldéhyde) avec 10 ml d'acide acétique .. .
glacial. Ajouter 85 ml de méthanol puis mélanger. Stéroides, Terpenes,
Ajouter 5 ml d'acide sulfurique concentré, la dérivés phényle-
L’anisaldéhyde | solution ainsi obtenue est homogénéisée et gardéea | propane et
4 °C pendant toute la durée d'utilisation. Aprés la Alkamides.
pulvérisation du réactif mettre la plaque CCM
pendant une dizaine de minutes & I’étuve (100 °C).
10 % éthanolique potassium hydroxyde (KOH). .
Borntrager Apreés la pulvérisation du réactif voir la plaque CCM Coumarines.
sous la lampe UV a 366 nm.
une solution de 0,85 g de nitrate basique de bismuth
et 10 g d’acide tartarique dans 40 ml d’eau (solution
®mgemfor_7§‘ A), une solution contenant 16 g de KI dans 40 ml Alcaloid
d’eau (solution B). Mélanger 5 ml de A, 5 ml de B, calordes.
100 ml d’eau et 20 g d’acide tartarique, vaporiser le
mélange sur la plaque.
Une premiere solution composée d'un mélange a
volume égale (5 ml) d'acide sulfurique et I'anhydride
Liebermann acétique, A c§tte soilution, on rajoyte‘ 50 ml d'éthanol Stéroides et
absolu. La préparation est effectuée a froid dans de R
Burchard la glace. Apres la pulvérisation du réactif mettre la Terpenes.
plaque CCM pendant une dizaine de minutes a
1’étuve (100 °C).
mélange d'une solution éthanolique d'acide oo .
Vanilline sulfurique et d'une solgtiop éthanoliqqe de vanilline Ster91.de’S, Te}”penes
sulfurique al%. Aprés la pulvénsatlop dp réactlf mettre la et dérivés phényle-
plaque CCM pendant une dizaine de minutes a propane.
1’étuve (100 °C).
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IV — Analyses microchimique d identification:

Des réactions en tube ont été utilisées pour la caractérisation préliminaire des principes présents dans les
extraits bruts. Leur préparation s’est faite selon les protocoles standards décrits dans la littérature

(Debray, M.M., 1970; Dohou, N et al., 2003; Akinlolu, A.A et al., 2006; Egwaikhide, P.A.E et al., 2008).

Tableau II — 8 : Réactions de caractérisation chimique en tubes.

Classes des Composés | Mode opératoire Observation
ﬁntﬁmce’m'ques A 1 ml d'extrait DCM ajouter 1 ml | la coloration rouge indiquant la
libres d'ammoniaque. présence d'anthracéniques libres.
Dissoudre 1 ml d'extrait DCM Procéder a I’observation sous UV
Coumarines dans deux tubes a essai, au a 366 nm.
contenu de I'un des tubes ajouter | Une fluorescence intense indique
0,5 ml de NH,OH a 25 %. la présence des coumarines.
Dissoudre 1 ml d'extrait DCM La formation d'un anneau rouge
Stérols dans 1 ml d'anhydride acétique brunatre a la zone de contact des
et Triterpénes puis l.ml de chloroforme et d@ux liquides et une coloration
répartir la solution entre 2 tubes a | violette de la couche surnageant
essai. A l'aide d'une pipette ajouter | révelent la présence de stérols et
1 ml de H,SO, concentré au fond triterpenes.
du tube sans agiter.
Tanins A 5 ml d'extrait DCM ajouter 1 ml | en présence de tanins il se
d' HCL développe un précipité rouge.

1V — Méthodes d’ analyse spectroscopiques :

19— 1 Svectroscopie UV — visible :

Les spectres UV des différents produits sont enregistrés dans le MeOH grade spectroscopie, sur un

appareil Shimadzu UV — 3101 PC (Laboratoire de physique, Université de Mentouri, Constantine).

19— 2 Spectroscopie infrarouge (IR) :

Les spectres IR des différents produits sont enregistrés, en utilisant des pastilles de KBr, sur un appareil
de type Shimadzu FT / IR — 460 (Unité d’analyses physico-chimiques, département Chimie, Université de

Mentouri, Constantine).
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19— 3 Swectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN H) :

Les spectres de résonance magnétique nucléaire, en mode 'H, sont réalisés sur un appareil Brucker
250MHz (Unit¢ d’analyses physico-chimiques, département Chimie, Universit¢ de Mentouri,
Constantine). Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm), les constantes de

couplage J sont exprimées en Hertz (Hz).

19— 4 Spectrométre de masse :

Les spectres de masse des produits C et D ont été enregistrés en EI (Impact Electronique) sur un
spectrometre de masse de type Bruker Daltonics Data Analysis 3.4, (Faculté de pharmacie, Université

Louis Pasteur de Strasbourg, France, voir remerciements).

VI — Activité antidermatophyte :

VI —1 Préparation du milieu de culture :

Le milieu de culture Sabrouraud glucosée classique (voir le tableau I — 12) est modifié par I’ajout de 0,4
g de chloramphénicol et 0,5 g cycloheximide par litre au milieu reconstitué. Apres stérilisation (1bars,

120 °C, 20 min) a I’autoclave le milieu est conservé a basse température jusqu’a I’utilisation.

Tableau II—9 : Composition (g/l) du milieu Sabouraud pour la culture de dermatophytes.

Constituants Teneur (g/1)
Peptone pour mycologie 10
Glucose 40
agar 15
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YI — 2 Préparation des solutions a tester :

a — Extraits végétaux et fractions enrichies:

Les extraits et fractions enrichies secs ont été reconstitues en solution en utilisant 70 % de méthanol dans
I’eau, additionnée de 1% de DMSO. Les préparations végétales ont été additionnées au milieu de culture

avec une concentration de 100 pg/ml.

b — Solution de référence :

L’antifongique témoin, Gris€¢ofulvine, est mis en solution par dissolution de la quantité requise dans 1’eau
distillée contenant 1% de DMSO. La griséofulvine est additionnée a une concentration de 0,6 pg/ml,

correspondant a la CMI vis-a-vis de la souche fongique de Microsporum canis (Larpent, J.P et al., 1989).

c — Contréle :

Le controle est constitué¢ par addition d’une solution alcoolique a 70% d’eau distillée, additionnée de 1%

de DMSO.

VI — 3 Préparation des plaques multi puits :

La méthode d’évaluation de I’activité antifongique a été adaptée pour les besoins du criblage des extraits
et fractions des racines d’Anacyclus pyrethrum. Des plaques multi puits stériles, 12 puits de diametre 2

cm, obtenues de chez IWAKI Japan, ont été utilisée a la place des boites pétri classiques.

VI — 4 Préparation de [inoculant fongique :

L’inoculation des cultures est réalisée sous hotte, a partir de matériel fongique jeune, a croissance rapide
contenant du mycélium et chlamydospores. Un disque du mycélium prélevé sur le pourtour d’une culture
fongique agée de 5-8 jours est trituré dans un volume suffisant d’eau stérile utilisant un agitateur vortex

pour libérer le maximum de mycélium dans le milieu. La qualité (densité et homogénéité) de la solution
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d’inoculation est appréciée par examen sous microscope avant chaque série I’inoculation. Celle-ci est
réalisée sous des conditions d’asepsie, par 1’addition d’un volume déterminé de I’inoculant fongique au
milieu de culture. Les cultures sont maintenues a 37 ° C pendant 5 a 8 jours, jusqu’a une croissance

appropriée du matériel fongique.

VI — 5 Mesure de Lactivité antifongique :

L’activité antifongique est réalisée par comparaison du diametre de croissance des souches, en présence et
en absence des préparations végétales testées, du contrdle et de 1’antifongique témoin (Griséofulvine). Le
diamétre de la croissance des colonies est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse électronique a affichage

digitale (Velleman DCA 150, lecture aux 1/100 prés).

Le pourcentage de I’inhibition du mycélium (INH) est calculé comme suit :

INH (%) = [(D cont ™ D trait) /D Cont] X 100

D cont : Diameétre de croissance dans le contrdle.

D it : Diameétre de croissance dans le traitement.

VI — 6 Traitement statistique des données :

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes affectées de I’écart type [Moy £ SD]. Pour I’étude
statistique, les différents relevés ont été analysés par le test student, sur un logiciel Microcal, version 6,0

Windows (Microcalsoftware, USA).
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3 eme Partie :

Résultats et Discussion.



Introduction

Une étude effectuée auparavant sur I’extrait hydroalcoolique des racines d’Anacyclus pyrethrum a révélé

une forte activité antifongique sur trois souches de dermatophytes étudiées : Microsporum canis,

Microsporum nanum et Trichophytum rubrum.

Ce présent travail est une continuité¢ de I’étude citée et a comme objectif de contribuer a caractériser le

profil métabolique des racines d’A.pyrethrum et la nature chimique des substances intervenant dans

I’activité inhibitrice des dermatophytes.

I — Obtention des extraits bruts d’ Anacyclus pyrethrum :

Cinq extraits bruts de polarité distincte, ont été obtenus selon le protocole d’extraction décrit en partie

expérimentale, est repris dans le schéma III — 1. Les extraits bruts présentent les caractéristiques

physiques reportées dans le tableau I — 1.

Tableau III — 1 : Caractéristiques physiques des extraits bruts d’A.pyrethrum.

Extraits | Masse | Rapport d’extraction | Aspect Couleur

@) (masse extrait/MYV)
Hex 12,64 (1:55) Sirop Jaune citron
DCM 16,22 (1:43) Résineux | Marron brillant
EtOAc 04,57 (1:153) Résineux | Marron brillant
EtOH 18,77 (1:37) Résineux | Marron foncé
HA 26,06 (1:27) Résineux | Marron tres foncé

MYV : matiére végétale
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700 g des racines de

Anacyclus pyrethrum
Fxtraction au Hex (1 L)
|  Pendant 3 jours

Exgrast Hex, Résidu
12644 |

Extraction au DCM{ 1 L )
@Pendant 4 jours deux fois

16,224

Extraction au EtOAc(1L )
@Pendant 4 jours deux fois

Exgrait EtOAc e
04,57 g

Extraction au EtOH (1 L )
@endant 2 jours deux fois

Extrast EtOH Résidu
1877g

Fxtraction au
(30 % ELOH 70 % H20 )
(1L ) ®Pendant 3 jours deux fois

l }

Extrast HA Marc
26,06g

Schéma I11 — 1 : Protocole d’extraction en mode gradient.
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II — Criblage biologique préliminaire des extraits bruts :

L’évaluation biologique des cinq extraits bruts des racines d’A. pyrethrum a été effectuée selon la
procédure décrite en partie expérimentale (§ VI, page 51), en utilisant une souche de dermatophyte, le

Microsporum Canis.

Les solutions d’extraits bruts de concentration 100 ng / ml, sont reconstituées dans un mélange de 70% de
méthanol dans 1’eau distill¢, additionné de 1% de DMSO. La croissance des colonies de dermatophyte au
contact des divers extraits est comparée a celle du contrdle (solution d’alcool + 1%DMSO) et de
I’antifongique témoin (griseofulvine, GRISEO). Le test d’activité est répété au moins 3 fois pour chaque

traitement.

Les résultats de cette évaluation d’activité sont exprimés en diameétre de croissance (tableau III — 2) et en

pourcentage d’inhibition (tableau III — 3, figure IIT — 1)

Tableau II1 — 2 : Effet des extraits bruts d’A.pyrethrum sur les cultures de M. canis (exprimé en diamétre de
croissance fongique +/- écart type ou SD).

Extraits diameétre de croissance (m m)
(100 1 g /ml) | crois 1 Crois 2 crois 3 Crois. Moy. + SD
Hex 9.84 11.3 10.03 10.39 = 0.79
DCM 03.87 03.10 04.03 03.67 + 0.50
EtOAc 05.15 04.80 05.03 04.99 + 0.18
EtOH 10.13 09.77 08.80 09.57 £ 0.69
HA 14.40 16.03 15.17 15.20 = 0.82
Controle 18.04 19.25 16.45 17.91 = 1.40
GRISEO © 00.00 00.00 00.00 00.00 £ 0.00

(%) : CMI griséofulvine 0,6 pg / ml. (Ali, S.M.S et al., 1999)
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Tableau III — 3 : Effet inhibiteur des extraits bruts d’A.pyrethrum sur les cultures
de M. canis (exprimé en pourcentage d’inhibition de la croissance fongique +/- écart type ou SD ).

Extraits Inhibition en pourcentage (INH)
(100 u g / m) INH 1 INH 2 INH 3 INH. Moy. +SD
Hex 45.46 41.30 39.03 41.93 + 266
DCM 78.55 83.90 75.50 7030 + 347 08
EtOAc 71.45 75.07 69.42 7198 + 233 ¥
EtOH 43.85 49.25 46.51 46.53 + 2.20
HA 20.18 16.73 07.78 14.90 = 5.22
Controle 00.00 00.00 00.00 00.00 £ 00
GRISEO * 100.00 100.00 100.00 100.00 = 00
*y:0,6 pg/ ml.
@ . les valeurs sont significatives :
(**) P< 0,01 ; (***) P<0,001 [extraits vs control]
("% P<0,01 [extrait DCM vs autres extraits Hex, EtOH et HA]
*) P<0,05 [extrait EtOAc vs autres extraits Hex, EtOH et HA]
.~ 1Moyenne * SD
GRISEO
T CONTROLE
\U) ~ -+
=1
O -+
S HA -
é -+
2 ETOH - %k
3 J# &,
(@)
9 ETOAC T % %y ¥
" £
S DCM O ko xyQ 0
“>—<' £
w Hex %% * %
L L A A B B L L B AL R
0 20 40 60 80 100

(Inhibition (%))
les valeurs sont significatives :
(**) P<0,01; (***) P<0,001 [extraits vs control]
(mn) P<0,01 [extrait DCM vs autres extraits Hex, EtOH et HA]
(¥) P<0,05 [extrait EtOAc vs autres extraits Hex, EtOH et HA]

Figure II1 — 1 : Activité antifongique des extraits bruts sur Microsporum Canis,
(exprimée en pourcentage d’inhibition de la croissance fongique +/- écart type ou SD).
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La lecture du tableau III — 3 (% d’inhibition) fait ressortir qu’a part I’extrait HA, les autres extraits bruts a
la concentration de 100 pg /ml des racines d’A pyrethrum et la griséofulvine =GRISEO a 0,6 pg/ml (Alj,
S.M.S et al., 1999) ont exhibé un effet inhibiteur significatif sur la souche fongique testée par rapport au
control. Les croissances des colonies M. canis sont significativement inhibées par les extraits Hex
(p<0.01), DCM (p<0.001), EtOAc (p<0.001) et EtOH (p<0.01) avec des valeurs d’inhibition
respectivement de 47.93, 79.32, 71.98, et 46.53 (figure III — 1). De méme, ces valeurs indiquent, d’une
part que les extraits DCM et EtOAc exhibent un effet inhibiteur comparable entre eux, mais largement
plus prononcé (minimum p<0,01) que celui des autres extraits, en I’occurrence ceux de Hex, EtOH et
HA. Néanmoins, les effets inhibiteurs relativement modérés des extraits Hex, EtOH et HA envers la

souche testée, pourraient étre le résultat d’un effet dose de molécules présentent en faible concentration.

En raison de I’effet inhibiteur relativement prononcé de 1’extrait DCM sur la croissance fongique de la
souche testée, par rapport aux autres extraits bruts d’A. pyrethrum, a savoir Hex, EtOH et HA, et de sa
masse relativement importante vis-a-vis de 1’extrait EtOAc, 1’é¢tude de I’extrait DCM actif est réalisée en
priorité. Pour ce faire, une caractérisation phytochimique préliminaire de I’extrait DCM actif est
effectuée, en vue d’établir son profil métabolique. Ensuite, un fractionnement bio guidé des composantes

de cet extrait sera réalisé.

I11 — Etude phytochimique approfondie de Lextrait actif DCM :

IIT — 1 Analyses microchimique et chromatographique :

Au vu des résultats précédents, faisant ressortir un effet inhibiteur notoire pour I’extrait DCM, un examen
phytochimique plus approfondie est réalisé¢. Celui-ci s’articule sur des réactions microchimiques plus
spécifiques combinées a des analyses chromatographiques sur couche mince. Ces analyses ont pour but
de fournir des informations sur la composition chimique de I’extrait actif de DCM et d’établir un

protocole de fractionnement bio guidé des ces composantes actives.
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Les résultats sont reportés dans le tableau III — 4 suivant :

Tableau II1 — 4 : Résultats des tests microchimiques et chromatographiques sur [’extrait DCM.

Classes chimiques Tests Tests Références
microchimiques | chromatographiques

Non signalé dans I’espéce, mais

; AS, LB et VS signalé dans le genre (Gonzalez,
Phytostérols T T C.gF.A etal., 19g85; B((ergaoui, Aet
al., 2006 a et b)
4 4 ASLBetVs Non signalé dans I’espéce, mais
Triterpénes + + signalé dans le genre

(Gonzalez, C.F.A et al., 1985)
Signal dans I’espéce (Crombia, L
., 1954; Bohlmann, F et al., 1973;
Alkamide ++ AN Adesina, S.K et al., 1988;
Arnason, J.T et al., 1989;
Sukumaran, K et al., 1995)

Non signalé (genre et 1’espece)

Saponosides +/-
Anthracénosides - - - B0 Non signalé (genre et 1’espece)
Tanins . Non signalé (genre et 1’espéce)
condensés
Alcaloides - R Non signalé (genre et 1’espece)
Dérivées 4 4 ASetVs Signalé dans 1’espéce (Adesina,
Phénylpropanes S.K et al., 1988)
Non signalé dans I’espéce, mais
Coumarines + + + 4 AP.BOetVA signal¢ dans le genre (Gonzalez,
C.F.A etal., 1985)
Légende :

— Réactifs révélateurs :
AN : anisaldéhyde, AP : Acétate de Plomb, AS : Acide sulfurique, BO : réactif de Borntrager,
DR : Dragendorff, LB : Liebermann Burchard, VA : Vapeurs d’ NH 3, VS : Vanilline sulfurique.

— Lecture de l’analyse :
+ + présence - - absence +/- présence incertaine

Les tests microchimiques et chromatographiques de révélation ont permis d’établir la nature des
principaux métabolites secondaires caractérisant 1’extrait brut DCM des racines d’A.pyrethrum. Les tests
ont €té positifs pour les phytostérols, les triterpénes, les dérivées phényle propanes et les coumarines. Par
contre, I’absence des anthracénosides, les alcaloides et des tanins est notée sur 1’extrait brut DCM testé.

La présence des saponosides est incertaine.
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III — 2 Fractionnement bio quidé de [extrait DCM :

L’extrait brut DCM (2 g) a été soumis a un fractionnement sur colonne en verre de gel de silice 60 (70-

230 mesh.ASTM, Merck). L’¢lution est réalisée en mode gradient, en utilisant en premier des proportions

variables d’hexane et d’acétate d’éthyle. L’¢élution complete de la colonne a été obtenue par ajout

progressif de méthanol au systéme d’éluant initial. Les fractions collectées au nombre de 67 ont été

analysées par chromatographie sur couche mince et combinée selon leur homogénéité, pour fournir a la

fin 23 lots distincts (tableau III — 5).

Tableau III — 5 : Fractions issus de la CC de [’extrait DCM.

PoS| gractions |V des Aspects Couleurs Observation en CCM
my Lots
1 F,—F, 00 - - traces
2 Fs 10 Subst. amorphe | Jaune Trois taches + une tache bleue violette
3 Fe 10 Subst. amorphe | Jaune Une tache + une tache bleue violette
4 F; 10 Subst. amorphe | Blanche Une tache + une tache bleue violette +
une tache verte
Fs 40 Subst.amorphe Blanche une tache verte majoritaire
6 Fo 4 Cristaux Blanche rien
7 Fyo 60 Subst. amorphe | Jaune vert Deux taches + mélange complexe
8 Fy 60 Subst. amorphe | Orangée M¢lange complexe
9 Fi» 130 Résineux Caramel Trois grosses taches
10 Fis 80 Résineux Caramel Trois grosses taches
11 Fi4 200 Résineux Marron Deux taches
foncé
12 Fis 50 Résineux Marron Deux taches
foncé
13 Fie— Fi7 30 Pateux Marron Deux taches
foncé
14 Fig— Fo 20 Résineux Miel Cinq taches
15 Fayo— Fay 10 Résineux Miel Trois taches
16 Fyp— Fou 10 Résineux Miel Deux taches
17 Fs 10 Résineux Jaune Deux taches
18 Fys— Fyy 10 Résineux Miel Deux taches
19 Faog— F34 40 Résineux Miel Une tache +trainée + une tache bleue
fluorescente majoritaire
20 Fi5— F3o 20 Huileux Miel Trainée + une tache bleue fluorescente
majoritaire
21 Fa— Fuy | 20 Huileux Miel Trainée + une tache bleue fluorescente
majoritaire
22 Fss— Fsp | 70 Huileux Miel Trainée + une tache bleue fluorescente
majoritaire
23 Fs;— Fg7 | 20 Huileux Miel Trainée
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III — 2 — 1 Evaluation de Lactivité antifongique des fractions riches :

Pour des raisons pratiques, une sélection est opérée parmi les 23 lots obtenus et a permis de réduire le
nombre de lots destinés au test d’activité a cinq (05) échantillons, représentés par les lots 3, 4, 7, 16 et 19.

Ces lots tests, dits "fractions riches", elles sont définis ci-apres.

Tableau III — 6 : Désignation des 5 fractions riches.

Lot n® Composition fraction riche testée (lot représentatif)
1a3 Phytostérols PHYTOST (lot 3)
436 Triterpenes TRITER  (lot4)
8all Alkamides ALKAM (lot7)
142318 Dérivés de phénylpropane PHENYLP (lot 16)
19- 23 Coumarines COUMAR (lot 19)

L’¢évaluation de I’activité¢ antifongique des cinq fractions enrichies a été effectuée selon la procédure
décrite dans la partie expérimentale (§ VI, page 51), en utilisant une souche de dermatophyte, le

Microsporum Canis.

Les solutions des fractions riches, de concentration 100 pg/ml, sont constituées dans un mélange de 70%
de méthanol dans I’eau distillé additionné de 1% de DMSO. La croissance des colonies de dermatophyte
au contact des diverses fractions est comparée a celles du contrdle (solution d’alcool + 1%DMSO) et de

I’antifongique témoin. Le test est répété au moins 3 fois pour chaque traitement.

Les résultats de cette évaluation d’activité sont exprimés en diametre de croissance (tableau III — 7) et en

pourcentage d’inhibition (tableau III — 8, figure III — 2).
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Tableau 111 — 7 : Effet des fractions riches d’A.pyrethrum sur la culture de M. canis

(exprimé en diametre de croissance fongique +/- écart type ou SD).

fraction riche diamétre de croissance (m m)

(100 p g / mi) crois 1 crois 2 crois 3 Crois. Moy. £ SD
PHYTOST 14.75 13.54 16.05 14.78 + 1.02
COUMAR 11.05 10.8 11.30 11.05 £ 0.20
ALKAM 03.33 04.11 04.60 04.01 £ 0.52
TRITER 02.95 03.75 03.85 03.52 £ 0.40
PHYNYLP 08.71 08.45 09.01 08.72 + 0.23
Contrdle 18.34 19.05 16.88 18.09 £ 1.40
GRISEO * 00.00 00.00 00.00 00.00 £ 0.00

(*): 0,6 g/ ml.

Tableau III — 8 : Effet des fractions riches d’A.pyrethrum sur la culture de M. canis

(exprimé en pourcentage d’inhibition de la croissance fongique +/- écart type ou SD).

fraction riche Inhibition en pourcentage (INH)

(100 u g / mi) INH 1 INH 2 INH 3 INH. Moy. +SD "
PHYTOST 18.46 25.15 11.28 18.30 + 5.66
COUMAR 38.92 40.30 37.53 3892 + 1.13
ALKAM 81.59 77.28 74.57 7781 + 289 ¥
TRITER 83.69 79.27 78.72 8056 + 220 TO
PHENYLP 51.85 53.29 50.19 5178 « 127
Controle 00.00 00.00 00.00 00.00 + 00
GRISEO © 100.00 100.00 100.00 100.00 + 00

(*): 0,6 pg /ml.
' les valeurs sont significatives :
(*) P<0,05; (***) P< 0,001 [fractions enrichies vs control] ;
("% P<0,01 [fraction enrichie TRITER vs autres fractions enrichies PHYTOST, COUMAR et
PHENYLP]
) P<0,05 [fraction enrichic ALKAM vs autres fractions enrichies PHYTOST, COUMAR
et PHENYLP]
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Les valeurs sont significatives :
(*y P<0,05; (***) P< 0,001 [fractions riches vs control] ;
(mm) P< 0,01 [fraction riche TRITER vs autres fractions riches
PHYTOST, COUMAR et PHENYLP]
(¥) P<0,05 [fraction riche ALKAM vs autres fractions riches
PHYTOST, COUMAR et PHENYLP]

Figure II1 — 2 : Activité antifongique des fractions riches sur Microsporum Canis,
(exprimée en pourcentage d’inhibition de la croissance fongique +/- écart type ou SD).

La lecture du tableau III — 7 (% d’inhibition) fait ressortir que toutes les fractions riches (100 pg/ml),
issues de I’extrait brut DCM des racines d’A.pyrethrum et I’antifongique témoin (GRIS), ont exhibé un
effet inhibiteur significatif sur la souche fongique testée par rapport au control. Les croissances des
colonies M. canis sont significativement inhibées par les fractions riches PHYTOST (p<0.05), COUMAR
(p<0.001), ALKAM (p<0.001), TRITER (p<0.001), et PHENYLP (p<0.001) avec des wvaleurs
d’inhibition respectivement de /8.30, 38.92, 77.81, 80.56 et 51.78 (figure 11l — 2). Ces valeurs indiquent
aussi que les effets inhibiteur des fractions riches TRITER et ALKAM sont comparables, et sont

largement plus prononcés (p<0,001) que celui des autres fractions, en I’occurrence ceux de PHENYLP,

COUMAR et PHYTOST.
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Néanmoins, les effets inhibiteurs relativement modérés des ces derniéres fractions envers la souche testée,

pourraient étre le résultat d’un effet dose de molécules présentent en faible concentration.

En raison de I’effet inhibiteur prononcé de la fraction riche en triterpénes sur la croissance fongique, une

¢tude approfondie des lots 4, 5 et 6 constituant cette fraction active a été réalisée.

IITI—2—2 Etudedu Lot 4 et 5:

Les deux lots 4 et 5, se présentent sous forme d’une poudre blanche. Leur analyse par CCM, avec ou sans
réactif révélateur, dans plusieurs systeémes d’¢éluants, a permis de distinguer la présence de 03 taches
principales communes aux deux lots 4 et 5. Cependant, ces lots (4 et 5) présentent des différences,
notamment quant a la présence plus importante de composés se déplagant avec le front dans le cas du lot
5.

Les 03 taches présentent dans les lots 4 et 5 sont dénotées, ci-apres par polarité croissante, en A, B et C.

Leurs caractéristiques chromatographiques sont exprimées dans le tableau III1 -9 :

Tableau 111 — 9 : Caractéristiques chromatographique du Lot 4 et5.

Avant la révélation Aprés la révélation
Les constituants ala sous VUV ala sous VvV
présents (Ry) fumiére de | @ 254nm | 4366 nm | lumitre de | & 254 nm d 366 nm
Jour Jour

Substances apolaires n/d sombre sombre | marron marron marron
Composé A (R =0, 45) n/d | n/d n/d | n/d n/d jaune AS
Composé B (R ;= 0, 36) n/d | n/d Vert | n/d n/d n/d
Composé C (R ;= 0, 25) n/d | n/d n/d | n/d n/d orangé LB Liolet 3
Substances polaires jaune sombre jaune | marron marron Marron
R ¢ dans le systéme solvant : EP — EtOAc (9: 1)

Légende :

Réactifs révélateurs : AS

: Acide sulfurique et LB : Liebermann Burchard.
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a — Purification :

Les lots 4 (10 mg) et 5 (40 mg) ont ét¢ soumis a des CCM préparatives sur plaque de gel de silice, avec
un mélange d’éther de pétrole et éthyle acétate dans la proportion (9 : 1). Trois produits ont été obtenus :
Composé A (5,2 mg), Composé B (4,3 mg) et Composé C (10,4 mg).

[ Extrait DCM 4

Fractionnement sur une colonne de gel de sifice par un
Gradient d '¢lution : Hex / ETOAC / MeOH

Fractions
Fi1— Fe7
Ewvaluation I Ewvaluation Ewvaluation Evaluation Evaluation
biofogique biofogique ! biologique biofogique biofogique
Lot 3riche Lot 4 riche Lot 7 riche Lot 16 riche Lot 19 riche
en Phytostérols en Triterpénes en Alkamides en Derivées en Coumarines
A ot Fobrb Phénylpropanes ok = om
I +++ -
l |
| Lot 4710mg)er Lot 5 B0 mg) | T
@urification sur Plagues i w“""”'}"' bs
& Gel de Sifice véactifs en CCM,
Systime: BP ) ETOAC (9: 1) RMHN 1H et MS
Curaceérisation par les Curaceérisation par les wcm Pm'fa
réactifs en COM réactifs en COM, fé‘“@ﬁ en COM,
gt IR, Tl et IR, IR, RMN 17 et MS

(Composé B

II 1

Schéma I11 — 2 : Schéma récapitulatif du fractionnement de [’extrait DCM.
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b — Caractéristiques des produits isolés :

Note. Les spectres RMN "H des composés isolés sont présentés en annexes I1I.

b—1 Le Composé A :

b 11 — Propriétés physico-chimiques :

e Substance amorphe jaune clair.
e Soluble dans les solvants apolaires,
e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques du composé A sont illustrées dans le tableau suivant (I1I-10)

Tableau I11 — 10 : Caractéristiques chromatographiques du composé A.

Avant la révélation Apres la révélation (10 % de H>SO,)
a la lumiére du jour| sous UV a la lumiére du jour ‘ sous UV a 366 nm
n/d n/d - | Jaune
R ¢dans le systéme solvant : EP — EtOAc (9:1): 0,45

b 12— Spectre IR :

Le spectre IR (Figure III — 3) du Composé A montre la présence des groupements fonctionnels suivants :

> Une bande large 4 3440,8 cm ™' attribuée au groupement OH d’un alcool.

> Deux pics 4 2923.9 et 2854,5 cm ™' correspondant aux C-H S p* : CH et CH,  de la chaine
aliphatique.

Plus les bande & 1461,9 cm™ confirmant la présence du CH; de la chaine aliphatique et 4 1373,2 cm”

! caractéristique du groupe CH.

> Un pic a 1737,7 cm ™ représentant le groupement C=0 d’une lactone.

» Une bande 4 1641,3 cm ™' correspondant 4 la vibration de la liaison carbonyle C=0.

» Une bande située 4 700,1 cm ™' caractérise la liaison C-H S p 2.
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Figure I11 — 3 : Spectre IR du Composé A.

b—2 Le Composé B :

b 21— Propriétés physico-chimiques :

e Substance amorphe blanche jaune.
e Soluble dans les solvants apolaires

e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques du composé B sont illustrées dans le tableau suivant (IIT — 11)

Tableau I11 — 11 : Caractéristiques chromatographiques du composé B.

Avant la révélation Apres la révélation
a la lumiére du jour sous UV a la lumi¢re du jour | sous UV a 366 nm
Avec les vapeurs d” NH 5 :

a254nm | a366nm

- ‘ Verte intense

= | verte Aucune révélation
= Avec les autres réactifs

n/d

R ¢ dans le systéme solvant : EP — EtOAc (9: 1) : 0,36
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b2, — Spectre VYV :

Remarque générale : La lecture du spectre UV réveéle trois A max : 203, 265 et 303.

Aucune information, ne peut étre déduite de la lecture du spectre UV quant a la nature du composé B.

1.149 203

DI
1.000

8.800 -

0.600
[Al

@. 400

8.208 X

-@.03 1 I 1 1 , I
Z200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 460.0
Wavelength [ nm |

Figure 111 — 4 : Spectre UV dans le méthanol du Composé B.

b3 — Spectre IR :

Le spectre IR du Composé B est montré dans la figure I1I — 5.

L’examen du spectre révele quatre bandes d’absorption :

> Une bande 4 3442,7 cm ™ attribuée au groupement OH d’un alcool.

> Les deux bandes 4 2923.9 et 2854,5 cm ™! correspondant aux C-H S p 3. CH, et CHj cette
présence est justifiée par les bande a 1461,9 cm ™ confirmant la présence du CH; de la chaine
aliphatique et 4 1373,2 cm ™' caractéristique du groupe CHa.

> Un pic situé a 1744 cm ™' correspondant au groupement C=0 d’un aldéhyde, la présence de cette
fonction justifiée par la présence du pic 4 2731 cm ™' qui caractérise C-H d’un aldéhyde.

> La zone 1200-600 cm ™' comprend de nombreuses vibrations attribuables aux chaines saturées et

insaturées, le pic 4 968,2 cm ™' caractéristique d’un C-H S p?.
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Figure ITI — 5 : Spectre IR du Composé B.

6 —3 Le Composé C:

b3 — Propriétés physico-chimiques :

e Substance amorphe jaune.
e Soluble dans les solvants apolaires.
e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques du composé C sont illustrées dans le tableau suivant (III — 12).
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Tableau 111 — 12 : Caractéristiques chromatographiques du composé C.

Avant la révélation Apres la révélation
a la lumiére du jour| sous UV a la lumiére du jour ‘ sous UV a 366 nm
Avec le réactif a I’anisaldéhyde :
bleue violette ‘ orangée
Avec le réactif de Liebermann Burchard :
- © violette ‘ orangée
= ® Avec 10 % de H,SO, :
— ‘ orangée

Avec la Vanilline Sulfurique :
rose violette ‘ -

R ¢ dans le systéme solvant : EP — EtOAc (9: 1) : 0,25

Toutes ces données chromatographiques, nous oriente vers une structure triterpeniques pour les

composés C.

b3,— Spectre IR.:

Le spectre IR du composé C est reporté sur la figure III — 6, on peut reconnaitre les bandes d’absorption

des principales fonctions :

>
>

Une bande large 4 3396,4 cm ™ attribuée a I’élongation de la liaison O—H de fonction alcool.
Elongation de la liaison C sp3—H entre 2800-3000 cm 142920 et 2852,5 cm 1

déformation de la liaison C gp3—H d’un groupe CH, CH; ou CHj entre 1415-1470 emta 1465.,8
cm ™.

déformation de la liaison C sp3—H d’un groupe CHj entre 1365-1385 : deux pics a 1365,5 cm L
Une bande située 4 1710,7 cm ™' caractéristique de élongation de la liaison C=0 de la fonction
ester, la présence de cette fonction justifiée par le pic a 1232,4 cm ™ qui caractérise
I’¢longation de la liaison C—O d’un ester.

Deux bondes situées entre 650-770 cm ™ a 721,3 et 700,1 cm ™' attribuée a I’¢longation de la

liaison C sp—H.
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Figure 111 — 6 : Spectre IR du Composé C.

b33— Spectre RMNH :

L’analyse des triterpénes par RMN 'H est largement décrite dans la littérature, mais ne permet pas une
identification compléte, celle-ci nécessite la combinaison de nombreuses techniques d’analyses
(notamment 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC et NOESY). Le spectre RMN 'H du composé
C a permis d’affecter sans ambiguité les principaux signaux caractéristiques, et ceci par comparaison
avec ceux indiqués dans la littérature (Hans, F.J et al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Druet, D et al.,
1986; Adnyana, K.I et al., 2000; Ahmed, S.M et al., 2004; Asaph, A et al., 2005; Yu, Q.L et al., 2006;
Andras, K et al., 2008; Chiy, R.C et al., 2008; Igoli, J.O et al., 2008; Yuan, J.Q et al., 2008).

Nos données chromatographiques (section 6 3;), nous ont orienté vers une structure triterpéniques. Celle-
ci ne peut étre que de deux natures : pentacyclique ou tétracyclique (Wagner, H ef al., 1984; Ahmed, S.M
et al., 2004). Le spectre RMN 'H des triterpénes, de nature pentacyclique ou tétracyclique, présente dans
la zone des champs forts, les signaux attribuables aux groupements méthyles. La nature des ces signaux
donne des indications quant a la nature de la génine. Ainsi, signaux singulet des groupement méthyles et
pas de doublet observables entre (5 0,7-1,25 ppm) sont favorables a une structure de nature pentacyclique,

type Oléanane (Druet, D et al., 1986; Jiri, P., 2003;Tanaka, J.C.A et al., 2003).
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» La chose la plus remarquable dans un spectre des triterpénes c’est bien les signaux des
groupements méthyle. Ceux obtenus pour le composé C sont détaillés dans la partie suivante et les

valeurs des déplacements lues sont comparables a celles de la littérature (tableau III — 12).

< S
; 0,91 pprm . L13ppm
'a
i
b |!
ij D 0EE pptm li
ll |I .|
| | 12 H '
' | 6n
1 | _." 11
0,04 pprn | Hl |

Dans la région blindée, on note la présence de 4 singulets a 0,85 ppm, 0,88 ppm,
0,91 ppm et 0,94 ppm, s’intégrant en 12 protons. Ceux-ci correspondent a 4
groupes méthyles attachés respectivement aux carbones C-4, C-8 et C-10
(Adnyana, K.I et al., 2000; Ahmed, S.M et al., 2004), le carbone C-4 portant
deux méthyles (Ahmed, S.M et al., 2004). On remarque aussi la présence d’un
singulet a 1,13 s’intégrant en 6 protons. Son déplacement chimique et le nombre
de proton s’accordent avec ceux de deux méthyles portés par un méme carbone,

a savoir le C-20 (Kang, W.Y et al., 2003).
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Sur la base de ces assignations, les 6 méthyles se répartissent comme suit :

Tableau III — 13 : Attribution des signaux des groupements méthyles du composé C

29

25

24 23

30

et comparaison a la littérature.

Groupements valeurs des déplacements chimiques Affectation
de méthyle | Valeurs de la littérature () | Valeurs obtenus | des méthyles

23 entre 0,85 et 1,05 ppm. 0,85 ppm 23

24 entre 0,74 et 1,05 ppm. 0,88 ppm 24

25 entre 0,83 et 0,97 ppm. 0,91 ppm 25

26 entre 0,82 et 1,03 ppm. 0,94 ppm 26

27 entre 1,02 et 1,22 ppm. - Absent

28 entre 0,84 et 1,10 ppm. - Absent

29 entre 0,85 et 1,22 ppm. 1,13 ppm 29

30 entre 0,85 et 1,22 ppm. 1,13 ppm 30

®): Hans, F.J et al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Druet, D et al., 1986; Ahmed, S.M et
al., 2004; Asaph, A et al., 2005; Yu, Q.L et al., 2006; Andras, K et al., 2008; Chiy,

» L’absence de signal dans la région (6 0,8-1,37 ppm), relatif au proton du carbone C-3, peut étre
interpréter, en 1’absence d’autres données (notamment *C-RMN), comme étant une indication sur
I’état d’oxydation du C-3. Celui-ci pourrait étre un carbonyle C3=0O (Ahmed, S.M et al., 2004;
Yonghong, L et al., 2006; Anwer, S.M et al., 2008). L’examen de la région du spectre infrarouge,
normalement affectés au groupement carbonyle (1680-1740cm™) (Adnyana, K.I et al., 2000;
Chen, J et al., 2002; Anwer, S.M et al., 2008), montre la présence d’une bande a 1710 cm’!
relative a un carbonyle d’une fonction ester (Hua, S ef al., 2006). Malheureusement, la forte
intensité de cette bande ne permet pas de distinguer celle du groupement carbonyle de la fonction
cétone, qui pratiquement se trouve dans la méme région (1680-1740cm™) (Monaco, P e al.,
1973;Adnyana, K.I et al., 2000). L’examen du spectre H-RMN du composé D, de méme nature

pentacyclique, permettra par la suite de se prononcer d’une fagon plus éclairée sur la nature

R.C et al., 2008; Igoli, J.O et al., 2008; Yuan, J.Q et al., 2008.

cétonique du carbone C-3 dans le composé C.
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» La présente d’un signal sous forme massif centré a 5,38 ppm, s’intégrant pour 1 proton, est celui
d’un proton oléfinique H—12 selon la littérature (Dosseh, Ch et al., 1980; Adnyana, K.I et al.,
2000; Kuo, Y.H et al., 2000). On note aussi la présence d’un pic sur le spectre IR, relatif a
I’¢élongation d’une liaison Cypo—H (Dosseh, Ch ef al., 1980; Druet, D et al., 1986). A ce stade, on
peut confirmer que le compos¢ C appartient au groupe des Oléananes insaturés, désigné par la

série 12 — Oléanéne.

Sur la base de ces assignations, La structure est comme suit :

29 30

24 23
> L’examen du spectre RMN 'H du composé C, notamment dans la région (5 0,84 a 1,22 ppm),
permet de conclure quant a I’absence de groupements méthyles en position C-14 et C-17 (a savoir
les Me — 27 et Me — 28). Ces positions sont certainement occupées par des groupements
fonctionnels (Suokas, E et al., 1977; Druet, D et al., 1986). Cette hypothese est confortée par nos
données IR. Celles-ci informent sur I’existence d’une fonction alcool a 3396,4 cm ™' et ester a

1710 cm ™' (section 6 5) dans le composé C (Monaco, P et al., 1973).
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- Un signal est observé a 3,52 ppm sous forme d’un singulet avec une
intégration de 6 protons. Ce signal correspond a deux méthyles portés
par deux fonctions esters (COOMe) (Monaco, P et al., 1973; Kuo, Y.H
et al., 2000).

S
3,52 ppm

6H

|
!
o

- L’examen du reste du spectre permet de postuler sur la nature du carbone
porteur de la fonction alcoolique. L’absence de tout signal dans la région
0 3 a4 ppm (proton porté par un C—OH alcoolique), nous renseigne sur

la nature quaternaire de ce carbone.
A ce stade, nous pouvons émettre les deux remarques suivantes :

1° Etant donné que ’analyse du composé C nous laissons avec la possibilité de 3

carbones quaternaires sur la structure, a savoir C-14, C-17 et C-18 ;
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24 23
2° Etant donné que sur une base biosynthétique, le C-17 contient une fonction ester

(Hua, S et al., 20006).

En conclusion, en I’absence d’autres données spectrales, et en tenant compte de ces deux remarques,
9

les structure C1 et C2 sont proposées comme structures partielles du composé C :

Structure C Structure C,

Figure 111 — 7 : Structures partielles proposés pour le composé C.

Ainsi, les noms systématiques du composé C | et C , sont :

Le composé C ; :  18a-hydroxy 3-oxo Oléan-12-éne 14, 17-dicarboxylate de méthyle.

Le composé C, :  14a-hydroxy 3-oxo Oléan-12-éne 17, 18-dicarboxylate de méthyle.
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Remargues :

> L’attribution des autres protons est trés difficile, dans la mesure ou notre spectre RMN 'H porte

des informations insuffisant.

» Les signaux correspondent aux protons CH et CH, du squelette n’ont pas été attribués a cause de

la complexité et la superposition des différents signaux dans la région entre 1,25 et 1,75 ppm. De

méme, les constantes de couplages ne sont pas observables dans cette région.

Le tableau suivant regroupe les déplacements chimiques et les constantes de couplage des protons du

compos¢ C.

Tableau III — 14 : Tableau récapitulatif des déplacements chimiques et constantes de couplage des

protons du composé C enregistrés dans le CDCI; (250 MHz).

Déplacement Constante de couplage
Positions chimique & (ppm) J (Hz) Multiplicité | Intégration

23 0,85 = S

24 0,88 = S

25 0,91 = S 12
26 0,94 = S

29 et 30 1,13 = S 6
n/d 2,05 3,01 d 2
n/d 2,20 — S 1
n/d 231 3.56 d 1
n/d 2,38 197 7,445 dt 1
Me li¢ au C28 et 27 | 3,52 = S 6
12 5,38 = S 1

Le spectre de masse (figure III — 8), ne permet pas de confirmer le pic moléculaire de 528 (absence de
spectre par ionisation chimique), mais on distingue nettement la présence de pics de fragmentation

caractéristiques des triterpenes pentacycliques (Hans, F.J ef al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Branco, A

b34— Spectre SM :

et al., 2004; Viswanadh, G.S et al., 2006) :
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Les pics de fragmentation caractéristiques du clivage des cycle D / E et C / D du composé C, selon un

mécanisme de “Rétro — Diels — Alder ” sont a m/z : 338, 279, 242 et 201.

Intens.
x109

Pic
de base

3913

+MS, 1.6-1.7min #{604-639)

Fragment A

-£9
; CH;-0-C0 "

Fragment
4.
-B0
{ CH4;CO0H }
Fragment D

Fragment E Fragment A

Fragment B

Fragment C ©a

Fragment D

4684 a9y

551.4

5764

4594 6204

@
=

5

“s0 0 e0 0 T0 0 mz

Figure II1 — 8 : Spectre SM du Composé C.

_I ok
r\gt‘(xwﬁ ;

1HCOOC.

COOCH 4

OH
n m/z 338 m/z 279 i
+ Schéma I1I — 3 : Les principaux ions du
*I spectre de masse du composé C.
- +
7 ’ | COOCH
m/z 201 m/z 261
JHC-0-co T
m/z 59
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Les pics de fragmentation a m/z 338, 279 sont clairement favorables a la structure C ,, ou le groupement

hydroxyle se situe au niveau du C-14.
Sur la base de ces nouvelles données provenant de 1’analyse par spectrométrie de masse, nous retiendrons

la structure C,: 14a-hydroxy 3-oxo Oléan-12-¢ne 17, 18-dicarboxylate de méthyle, comme celle du

compose C.

IIT—-2-3 Etudedu Lot 6:

L’analyse par CCM sur gel de silice, utilisant plusieurs solvants, a révélé une seule tache uniquement

visible a la lumicre du jour et sous UV a 366 nm Apres révélation par les réactifs (section a ;).

a— Le Composé D :

a;— Propriétés physico-chimiques :

e Cristaux blancs (aiguilles).
® Soluble dans les solvants apolaires.

e Caractéristiques chromatographiques :

Tableau I1I — 15 : Caractéristiques chromatographiques du composé D.

Avant la révélation Aprés la révélation
a la lumiére du jour| sous VYV a la tumiére du jour ‘ sous UV d 366 nm
Avec le réactif a I’anisaldéhyde :
bleue violette ‘ orangée
Avec le réactif de Liebermann Burchard :
o o violette ‘ orangée
E = Avec 10 % de H,SO, :
— ‘ orangée
Avec la Vanilline Sulfurique :
rose violette ‘ -

R ¢ dans les systémes solvants :
CH,Cl, — Acétone (9 : 1) : 0,75
CH,Cl, 100 % : 0,275
Cyclohexane — EtOAc (4 : 1) : 0,25
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Toutes ces données nous orientent vers un squelette triterpéniques pour le composé D.

a,— Spectre RMNH :

L’analyse du spectre RMN "H (Voir Annexe 3) du composé D a permis d’assigner un certains nombres de
signaux, et ceci par regroupement de données bibliographiques.

Nos données chromatographiques (section a ;), nous ont orienté vers une structure triterpeénique (Wagner,
Het al., 1984; Ahmed, S.M et al., 2004).

Le spectre RMN 'H des triterpénes présente dans la zone des champs forts, des signaux attribuables aux
groupements méthyles. La nature de ces signaux donne des indications quant a la nature de la génine
(Chen, J et al., 2002). Dans le cas du composé D, 5 signaux singulet et un seul doublet, attribuables a des
groupements méthyles, sont observés entre (& 0,7-1,25 ppm). Ces signaux sont favorables a une structure
de nature pentacyclique, type Fridelene (Ahmed, S.M et al., 2004). Le spectre H-NMR du composé D est
comparable a celui déja traité pour le composé C, avec qui on trouve les mémes caractéristiques majeures
que pour le composé D, avec toutefois quelques différences significatives. L’analyse préliminaire des
données spectrales suggeére un méme squelette, en ’occurrence pentacyclique, avec un profil de

substitution différent.

» Dans la région blindée, entre (3 0,86 et 0,93 ppm), 4 signaux sont observés. Un doublet (1 groupe
de méthyle) a 0,86 ppm et trois singulet (3 groupes méthyles) respectivement a 0,88, 0,91 et 0,93
ppm. L’ensemble s’intégre en 12 protons. Les 3 singulets observés correspondent respectivement
aux méthyles 24, 25 et 26(Ahmed, S.M et al., 2004). 11 est utile de remarquer que le signal
singulet a 0,85 ppm, observé pour le composé C, est remplacé dans le cas du composé D par un
signal sous forme d’un doublet (6 = 0,86 ppm, J = 0,994 Hz). Ceci est une indication que ce signal
est celui du méthyle 23, porté par un carbone tertiaire possédant un proton. Ce qui revient a dire
que le composé D appartient a la série Frideléne, type de squelette pentacyclique caractérisée par
la présence de deux méthyles, en C4 et C5 (Ahmed, S.M et al., 2004; Chiy, R.C et al., 2008; Igoli,
J.O et al., 2008).
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; 0,91 ppm

D 35 ppm

v"'

L

DD3ppm
DEﬁppm J= 0994 Hz

» Le signal multiplé a 2,26 ppm s’intégrant en un proton, correspond au proton
H — 4 en configuration a, selon les données publiées (Ahmed, S.M et al.,
2004).La valeur du déplacement chimique et le profile du signal du proton
H — 4, tendent a indiquer que ce proton est accolé a un carbone tertiaire, dont le
carbone voisin est cétone (Ahmed, S.M et al., 2004). Les déplacements
chimiques de H — 4 ainsi que la multiplicité des signaux sont comparables avec
ceux fournis par la littérature : 2,25 ppm (1 H, q, J =7 Hz pour H—4 a)
(Ahmed, S.M et al., 2004); 2,23 ppm (1H, m, pour H— 4 o)
(Thanakijicharoenpath, W et al., 2007; Igoli, J.O et al., 2008).

3H

.—f"—/_—'
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» Deux singulets avec une intégration de 6 protons sont observés a 1,04 ppm et 1,14 ppm. Ces

signaux correspondent aux méthyles 29 et 30 ((Kang, W.Y et al., 2003).

S

| 1,14 pprm

|

=

I
l
| ]
4 /I 1,04 pprm
|.
f
|
W

=

-
——

Plus d’information sur les deux méthyles porté par C — 20 seront détaillés dans la

partie suivante. La répartition des méthyles sur le squelette triterpénique pentacyclique

s’effectue comme suit :

29 30

24
23

Les valeurs des déplacements lues sont comparables a celles de la littérature (voir le tableau suivant) :
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Tableau 111 — 16 : Attribution des signaux des groupements méthyles du composé D
et comparaison a la littérature.

Groupements Valeurs des déplacements chimiques Affectation
de méthyle | @afeurs de la Gttérature () | Valeurs obtenus | des méthyles

23 entre 0,86 et 0,87 ppm. 0,86 ppm 23

24 entre 0,70 et 1,05 ppm. 0,88 ppm 24

25 entre 0,85 et 0,95 ppm. 0,91 ppm 25

26 entre 0,98 et 1,04 ppm. 0,93 ppm 26

27 entre 1,03 et 1,17 ppm. - Absent

28 entre 0,72 et 1,16 ppm. - Absent

29 entre 0,93 et 1,10 ppm. 1,04 ppm 29

30 entre 0,98 et 1,10 ppm. 1,14 ppm 30

©): Hans, F.J et al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Druet, D et al., 1986; Ahmed, S.M et
al., 2004; Branco, A et al., 2004; Asaph, A et al., 2005; Yu, Q.L et al., 2006;
Andras, K ez al., 2008; Chiy.R.C et al., 2008; 1goli.J.O et al., 2008; Yuan.J.Q et al.,
2008.

» Le signal centré a 5,39 ppm, sous forme d’un double de doublet et s’intégrant pour 1 proton, est
celui d’un proton oléfinique (Dosseh, Ch et al., 1980; Adnyana, K.I et al., 2000; Kuo, Y.H et al.,
2000). La présence de la double liaison en Cj; — Ci3, permet d’émettre I’hypothése que le
compos¢ D appartient au groupe des Fridelenes insaturés ou a la série 12 — Frideléne (Ahmed,
S.M et al., 2004; Thanakijicharoenpath, W et al., 2007; Igoli, J.O et al., 2008). D’un autre cote,

cette hypothése est renforcée par 1’absence du signal correspondant au Me 27, qui est trés

significatif chez les Friedelénes saturés (Igoli, J.O et al., 2008).

dd
5,39 ppm

wn
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29 30

12

(¢)

H 24

23
» L’examen du spectre RMN 'H, notamment dans la région caractéristique des méthyles d’un
squelette triterpénique, permet de conclure quant a ’absence des méthyles en position C 14 et C17
(Me 27 et Me 28). D’apres Druet, ces positions sont souvent occupées par des groupements

fonctionnels (Druet, D et al., 1986).

» Le déblindage du signal a & 1,14 ppm d’un des méthyles porté par le C-20 du composé D (Me-29
ou Me-30) corrobore I’hypothése émise par certains auteurs de 1’existence d’un centre
¢lectronégatif en C — 5, (Kang, W.Y et al., 2003; Taskin, M.K et al., 2005). Selon ces auteurs, la
présence d’une fonction en
C — »; aurait une influence sur les déplacements chimiques d’un des deux
méthyles portés par le C-20. Ce phénomene est observé dans le cas du composé

D (figure II1 - 9).

La structure du composé dans la figure suivante montre cette différence :
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Composé C

Me 53

Compose D

Me 5

Me »5

Figure II] — 9 :

» L’apparition d’un signal multiplé a 4,18 ppm, s’intégrant pour 1 proton, est compatible selon la

littérature a celui d’un proton attaché a un carbone porteur d’une fonction alcool (Kuo, Y.H et al.,

2000). En prenant en compte I’hypothése émise précédemment sur I’existence d’un centre

électronégatif en C — 5, le carbone porteur de la fonction alcool ne peut étre que le carbone C —

2. La présence de cette fonction en C — »; justifie le déplacement observé (8 1,14 ppm) d’un des

méthyles du carbone C — 5 vers les champs faibles.
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Me 24

Le signal résonnant a 3,53 ppm sous forme d’un singulet, avec une intégration de 6 protons,
est similaire a celui observé pour le composé C. Selon la littérature, ce signal est compatible a
celui de méthyle d’une fonctions ester : — COOMe (Kuo, Y.H et al., 2000). L’intégration en 6
protons suggere deux méthyles de deux fonctions esters. Selon des critéres biogéniques, ces
deux fonctions esters ne peuvent occupés que les C — 17 et

C — 15 du squelette Friedeléne.
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En conclusion, en 1’absence d’autres données spectrales, et en tenant compte des données recueillies,

nous proposons pour le composé D le structure suivante :

29 30

OH
COOCH 5
28

23

Figure 111 — 10 : Structure plane proposée du composé D.

Le composé D :  22B-hydroxy 3-oxo Fridel-12-¢ne 17,18-dicarboxylate de méthyle
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Tableau I1I — 17 : Tableau récapitulatif des déplacements chimiques et constantes de couplage des
protons du composé D enregistrés dans le CDCl; (250 MHz).

Déplacement chimique | Constante de couplage | Multiplicité | Intégration
Position 5 (ppm) J (Hz)

n/d 0,71 4,742 d 1
24 0,86 0,994 d

23 0,88 = S

25 0,91 — S 12
26 0,93 — S

29 1,04 — S

30 1,14 = S 6
n/d 2,06 3,01 d 2
n/d 2.20 — S 1
4 2.26 /d m 1
n/d 231 3.56 d 1
n/d 2.38 197 7445 dt 1
Me lié au C 28 et 27 3,53 = S 6
2 418 456  nd dd 1
12 539 340 nd dd 1

asz— Spectre SM :

Le spectre de masse (figure III — 11), ne permet pas de confirmer le pic moléculaire de 528 (absence de
spectre par ionisation chimique), mais on distingue nettement la présence de pics de fragmentation issus
du composé D (Hans, F.J et al., 1973; Dosseh, Ch et al., 1980; Branco, A et al., 2004; Viswanadh, G.S et
al., 2006):

Les pics de fragmentation caractéristiques observés sont a m/z: 279, 241 et 205 issus par clivage des

cycles D/ E et C/ D du composé D, selon un mécanisme de RDA (Dosseh, Ch ef al., 1980).
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Figure I11 — 11 : Spectre SM du Composé D.
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@@53\ hgé\m
; COOCH 4
m/z 420 m/z 279

. :: +i Z

O

m/z 403 m/z 205

Schéma III — 4 : Les principaux ions de spectre de masse du composé D.
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IV — Etude phytochimigue de [extrait EtOH :

Ce travail constitue un complément de [’investigation des extraits d’A. pyrethrum. Il concerne

I’identification d’une coumarine, de lignanes et d’alkamides, composés présents dans 1’extrait alcoolique.

IV — 1 Examen par chromatographie en couche mince de [extrait EtOH :

L’analyse chromatographique sur gel de silice de I’extrait ETOH dans le systéme EtOAc / Me OH (6 : 4),
a révélé la présence d’alkamides, de lignanes et d’une tache distincte, identifiée comme celle d’une

coumarine.

Les données chromatographiques caractérisant les composants de 1’extrait ETOH sont reportées dans le

schéma IIl — 5 :

Systéme d'élution :
ETOAC Me OH

{64
- La zon . L ‘extrait Avant [a révélation Apreés [a révélation
ml:ihle \: ETOH 'ﬂ § $ iﬂA.S' GAN | $ B0 |gAP | ¢ VA
" Allcamides - Substances apolawes | -- |+ + + 4+ + + - - -
- g Alleamides -+ +] -- - + + - - -
GESSRSSaSEses . Coumarines -+ H] | -- - + + + + ¥ +
I I Lignanes R T Y -- -- --
entichie Substances polaires + +|++| ++ [+ + -- -- -- --
T Légende :
:Coumarines: Legende -

— Fgactifs révalateurs ;AN :anizaldéhyde, AP & Acétate de Plomb, A8 » Acide sulfurique

Pt : BO :réactif de Borntrager et FA » Vapeurs d" NH 5

. La zone enrichie

Li — Lecture de analvse : + + préssnce - - absance
en Lignanes

— Ldiat excoman Y+ & la lumitre de jour, § - 2245 nm et §: 4 366 nm

Schéma III — 5 : Profil chromatographique schématisé de I’extrait ETOH.

Sur la base de cette caractérisation préliminaire, [’extrait a été soumis a un fractionnement

chromatographique.
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17— 2 Fractionnement de [extrait EtOH :

Le fractionnement chromatographique de 1’extrait alcoolique (2 g) est réalisée sur colonne de gel de silice
60 (70-230 mesh.ASTM, Merck) avec un mélange de différentes proportions d’EtOAc et MeOH. A 1I’issu
de la CC, une série de 74 fractions sont récupérées. Les fractions sont analysées par chromatographie sur

couche mince et regroupées selon leur homogénéité en une dizaine (10) de lots (tableau III — 18).

Parmi les lots recueillis, deux sont jugés intéressants : ce sont les lots 6 et 10 .

Tableau III — 18 : Fractions issus de la CC de [’extrait ETOH.

Observation en CCM
NOdes| Fractions | Poids
Lots mg a254 nm a 366 nm

1 F,—F, — rien rien
2 F;—Fs 2) Tache sombre Tache bleue
3 F—F, 1 Trainée jaune Tache bleue
4 F,—F;3 1 M¢lange complexe Tache bleue
5 Fi4s—Fx; 1,8 Trainée jaune -

6 Foy—F3 12,92 Trainée jaune Tache bleue verte
7 F3,—F36 6,28 Trainée complexe Tache bleue verte
8 F3,—F4 7,50 Trainée complexe Tache bleue verte + Tache bleue violette
9 Fy—Fug 10 Trainée jaune Tache bleue verte + Tache bleue violette
10 | Fyp—Fy 115,9 Trainée jaune | Tache bleue verte + Tache bleue violette

Les lots 6 et 10 résultants du regroupement des fractions F,,—Fs, et F,—F7, respectivement, ont été purifiés
a leur tour par CCM, selon la procédure indiquée en partie expérimentale, pour fournir les composés E, F,

Get H.
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( Extrait 1091, )

Fractionnement sur une colonne de gel de silice par un
Gradient d 'élution : ETOAC / MeOH

Fractions
F1-— Fr4
Lot 10
115.90 mg
7ot 6 ;?runﬁ;?m{r;ur?ﬂzgues o o
12.92mg ¢ Gel de Silice Systéme : ETOAC / Me OH (6: 4)
Purification sur Plaques Lot 1052
de Gel de Silice par ETOAC 100 % 71.50 mg

— — Purification sur Plaques
de Gel de Silice Systime :

Composé E
. Lémg ETOAC /HCOOH / CH s COOH glacial /32 O
Edentification par : (100:11:11:27)
les réactifs en CCM , UV, l v
IR et RMN 1 H Y N M
Composé F Composé G Composé H
12, 9myg 24, 6 my 9, 9 myg )

les réactifs en CCM , UV et IR

{ Caractérisation par . }

Schéma I11 — 6 : Schéma récapitulatif du fractionnement de [’extrait EtOH.

IV-2—1 Etude du Lot 6 :

La tache majoritaire de couleur bleu vert présente dans le lot 6 a été purifiée par CCM préparative pour

fournir un composé, de masse 1,6 mg et dénoté E.

Note. Le spectre complet RMN ' H de composé E est présenté en annexes I11.
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Caractéristiques du Composé E. :

¢ 1 — Propriétés physico-chimiques :

e Résine jaune foncé.
e Soluble dans CHCl;.
e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques du composé E sont regroupées dans le tableau III-19.

Tableau 111 — 19 : Caractéristiques chromatographiques du composé E.

Avant la révélation Apres la révélation
a la lumiére du jour sous UV a la fumiére du jour | sous UV a 366 nm
4254 nm a 366nm Avec d’acétate de plomb a 5 %, le réactif de
Borntrager et les vapeurs d” NH ;5 :
g Bleue Bleue - ‘ Bleue intense
fluorescente | fluorescente Aucune révélation
Avec le réactif a ’anisaldéhyde, Libermann et VS
R ¢ dans le systéme solvant : Toluéne — éther de Pétrole — acide acétique (1 : 1:1): 0,19

Toutes ces données chromatographiques nous orientons vers une structure d’une

Coumarine.

c,— Spectre UV :

Le spectre UV (figure III — 12), présente des valeurs mesurées, dont celles de 263 et 307 nm,

caractéristiques d’un cycle benzene et d’une pyrone respectivement (Widodo, G.P et al., 2008).
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Figure I11 — 12 : Spectre UV dans le méthanol du Composé E.

c3— Spectre IR :

Le spectre IR du composé D est reporté sur la figure III —13, les signaux majoritaires sont interprétés

comme Suit :

>
>

Une bande large a 3442,7 cm ™' attribuée a 1’¢longation de la liaison O—H de fonction alcool ;
Deux pics 4 2923.9 et 2854,5 cm ™, correspondent respectivement a une élongation de la liaison C
sp3—H ;

Une déformation de la liaison C sp3—H d’un groupe CH, CH; ou CHj3 a 1460 cm! ;

Une déformation de la liaison C sp3—H d’un groupe CH3 exprimée en deux pics fins observables
a1384,8 cm™;

Une bande située 4 1744 cm ™' caractéristique de élongation de la liaison C=0 de lactone ;

Une bande d’absorption a 1643,2 cm ™ attribuée a 1’élongation de la liaison de groupement
carbonyle ;

Un pic 4 1514 cm ™ caractérise de la liaison C=C d’un cycle aromatique.
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Figure ITI — 13 : Spectre IR du Composé E.

c 4 — Spectre RMN 1H :

Les données chromatographiques recueillies du composé E renseignent sur sa nature coumarinique
(section ¢ ;). (Mead, J.A.R et al., 1958; Sariaslani, S.F et al., 1983; Wagner, H et al., 1984). Le spectre IR
est caractérisé notamment par la présence de 2 bandes relatives a des groupements (C=0), observables a
1744 cm ' et 1643 cm ', respectivement celles d’une lactone et d’une phényl cétone d’une
pyranocoumarine (Cruz, F.G et al., 2001; Wu, Y.C.J et al., 2003; Prachyawarakorn, V et al., 2006). Ces
données convergent avec les données du spectre UV vers un noyau benzopyrone (Abu, E.R et al., 1985).

L’absence de signaux caractéristiques d’une coumarine simple (Widodo.G.P et al., 2008), et de ceux
d’une furanocoumarine (Steck, W et al., 1969; Shults, E.E et al., 2003; Mulier, M et al., 2004) sont
notées dans le spectre 'H RMN. Cependant les signaux suivants suggérent la présence d’un noyau pyrone

d’une coumarine (Cruz, F.G et al., 2001; Sarker, S.D et al ., 2005; Prachyawarakorn, V et al., 20006) :

» Le signal résonnant a 5,39 ppm, sous forme d’un singulet large avec une intégration de 1 proton,

est compatible a celui H — 3 d’une coumarine.
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1H

S
4=75,39 ppm

I L]

bpm
» Deux signaux résonnant a 2,61 ppm (1 H, ddd, J = 8,34 Hz) et 2,90 ppm (1 H, ddd J n/d),

présentent des valeurs comparables avec celles fournies par les deux protons portés par C — 4

(Prachyawarakorn, V et al., 2006).

1H 1H
_,._..-""-_—_ I
dadad dadad
G=1, 61 ppm 4 =2, 90 pprm
] =8, 34 Hz. nd. nd I nd

» Deux signaux résonnant a 4,10 ppm (1 H, t, J = 4,34 Hz) et 4,34 ppm (1 H, t, J n/d) sont affectés
aux deux protons portés par C — 5 (Prachyawarakorn, V et al., 2006).
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& =4, 10 ppin
¢ J=6,90Hz

6= 4, 34 ppm
Jnd

A ce stade, les données recueillies et comparées a celles de la littérature (Cruz, F.G et al., 2001; Barnard,
D.L et al., 2002; Catalan, C.AN et al., 2003; Wu, Y.C.J et al., 2003; Sarker, S.D et al ., 2005;
Prachyawarakorn, V et al., 2006), suggérent que le composé¢ E est une pyranocoumarine avec des

radicaux au niveau des carbones 7 et 9 :

Figure I1I — 14 : Structure partielle du composé E.
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- Le spectre IR montre bien la présence d’un hydroxyle phénolique par une bande large a 3442,7 cm ™

(section ¢ 3). Pour des raisons strictement biogénétiques, la position 8 ne peut étre occupée que par un
hydroxyle (Barnard, D.L et al., 2002; Bourgaud, F et al., 2006). Malheureusement sa présence effective
sur le spectre RMN, vers 14,57 ppm selon la littérature (Prachyawarakorn, V et al., 2006) n’a pu étre vu

dans notre spectre (limité¢ a 7 ppm).

- Deux signaux singulets distincts, I’un a 5,10 ppm (s’intégrant pour 1 H) et I'autre a 3,69 ppm
(s’intégrant pour 3H), correspondent respectivement a un proton oléfinique et a un groupement méthoxylé
attaché a une double liaison (Silverstein, R.M et al., 1967; Maire, J.C et al., 1969). Selon les régles de
Tobey et col. (Silverstein, R.M et al., 1967), la valeur théorique correspondant au déplacement chimique
du proton de I’oléfine est de 5.06 ppm. Cette valeur est comparable a celle observée a 5,10 ppm pour le
composé E, et appuie [’hypotheése que le groupement méthoxy et I’hydrogéne H sont portés par la double
liaison, et que leur position est en configuration géométrique E. D’un autre coté, sur des considérations
biogénétiques, la double liaison ne peut étre située que sur le carbone 7, portant le radical R1 (Barnard,
D.L et al., 2002; Bourgaud, F et al., 2006). La valeur théorique recueillie du déplacement du proton
oléfinique, est en faveur d’un groupement alkyle en position Z. Cependant nos données ne permettent pas
de définir la composition structurale du groupement alkyle, puisque la région spectrale du 'H RMN,

relative aux signaux alkyles est couverte.
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3H

6=>5,10 ppm

4=73, 69 ppm

- En ce qui concerne la nature du groupement R , seule la présence d’un groupement

carbonyle (C=0), directement attaché au cycle aromatique en C — 9, est établie.
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En conclusion, les structures partielles I et II suivantes sont proposées pour le composé E :

Composé E

StructureI : Structure II :
Structure partielle du composé E établie Structure partielle du composé E établie
strictement sur la base des données strictement sur la base des données
recueillies recueillies et des considérations
biogénétiques
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Les données spectrales du composé E sont détaillées dans le tableau III — 20, suivant :

Tableau III — 20 : Tableau récapitulatif des déplacements chimiques et constantes de couplage des

protons du composé E enregistrés dans le CDCl; (250 MHz).

Déplacement chimique | Constante de couplage | Multiplicité | Intégration
Position 5 (ppm) J (Hz)
n/d 2,22 8,17 d 1
n/d 2,28 - S 1
4 2,61 834 n/d n/d ddd 1

2,90 nd n/d n/d ddd 1
2 3,69 — S 3
5 4,10 6,90 t 1

434 n/d t 1
K 5,10 — S 1
3 5,39 = S large 1

IV -2 -2 Etude du Lot 10 :

Le lot 10 correspondant a 115,9 mg a été soumis a une CCM préparative dans le systeme de solvant

EtOAc — MeOH (6 : 4) pour fournir 2 sous fractions, dénotée lot 10 S; et lot 10S,.

L’examen du lot 10S1 montre les mémes caractéristiques que le lot 6 précédemment étudié. Les résultats

de I’examen du lot 10S, sont détaillés en ce qui suit :

b — Examen du Lot 105 ,:

Le lot 10 S (71,50 mg) a été¢ soumis a des CCM sur plaque de gel de silice, en mode préparative, avec
comme ¢éluant le mélange : acétate d’éthyle — acide formique — acide acétique glacial —eau (100 : 11 : 11 :
27). Trois produits ont été récupérés, dénotés ci-apres : composé F (12,9 mg), composé G (24,6 mg) et

compos¢é H (9,9 mg).

Les caractéristiques physico-chimiques, chromatographiques et spectrales pour les composés F, G et H

sont exprimées en ce qui suit :
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d — Caractéristiques des produits isolés du lot 10S52:

d—1 Le Composé F :

d 11 — Propriétés physico-chimiques :

e Solide amorphe jaune.
e Insoluble dans les solvants et les mélanges des solvants apolaires, peu soluble dans le
méthanol et I’eau.

e Caractéristiques chromatographiques:

Les caractéristiques chromatographiques du composé F sont les suivantes :

Systéme d'élution
ETOAC fHCOOH / CH3 COOH glacial fH2 O

(100: 11:11: 27
________ R I S 1
L] [ ] — 047
Sk GEEE | EERN EEEES I EEEEEE IS |
Fy F, Fs
Avant fa révélation Apreés la révélation
- An
§ $ $
F + +
F 2 + +
F 3 + +
Légende :

— Reaciifs révélatours » AN :anisaldéhyde

— Lecture de Uanalyse : + + présence

— Lot dexamen 5 4245 nm et § 4 366 nm

Schéma II1 — 7 : Profil chromatographique schématisé du composé F.
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d 1, — Spectre UV :

|
|
!
|
|
" 303
g8.42080 !_ fﬁﬂ
[A] |
| (| i
| ’f '15 |
@.200 }“ F \ |
l I |
' (1 I
| { \ [
E } A\ |
2.900 | | Sy |
| ! i
—B.GSTI 1 | | 1 I
220.0 2590.0 390.0 358.0 400.0 4590.0

Wavelength [ nm |

Figure I11 — 15 : spectre UV dans le méthanol du Composé F.

d 13— Spectre IR :

Sur le spectre IR du composé E (figure III — 16), on peut reconnaitre les bandes d’absorption des
principales fonctions :
» Une bande large 4 3381 cm ™' est attribuée au groupement OH d’un alcool.
> Le pic situé a 3001 cm ™ est celui de la liaison C-H S p 2, accompagné de bandes caractéristiques a
1028, 954,7, 900,7 et 705,9 cm ™.
> Une bande 4 1652,9 cm ™' correspond aux vibrations des liaisons carbonyle.
> Le pic situé 2 2914,2 cm ™' est attribuable aux vibrations C-H aliphatiques des groupes CH; et
CHj3, Les bandes observées d’une part a 1406 et 1436,9 cm™! , et d’autre par a 1315,4 et 1338,5

cm™', confirment respectivement la présence du groupe CH; et du groupe CHj.
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Wavenumber [ cm -1 ]

Figure II1 — 16 : Spectre IR du Composé F.

d—2 LeComposé G :

d 21 — Propriétés physico-chimiques :

e Solide amorphe blanc.
e Insoluble dans les solvants et les mélanges des solvants apolaires, peu soluble dans le
méthanol et I’eau.

e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques chromatographiques du composé G sont les suivantes :
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Systeme d'élution
ETOAC fHCOOH / CH3 COOH glacial fH2 O
(100:11:11: 2

........................ _ 1
® — 043
—g--] }--- 4----{}---q----{ L0
(31 (32 (33
Avamt la révélation Apreés [a révélation
§ $ §4Y
G + +
G2 + +
Gz + +

Légende :
— Réactifs révélatenrs ;AN :anisaldéhyde

— Locture de UVanalyse : + + présence

— L¥tat dexamen & 2245 nmet§ ;4 366 nm

Schéma I1I — 8 : Profil chromatographique schématisé du composé G.
d 2, — Spectre UV :

3.170 [~ 227
3.000 /
{
f
2.000
[A]
1.000 -
-@.161 i 1 ] 1 1
200.0 250.0 300.0 350.0 400.0 460.0

Wavelength [ nm |

Figure I11 — 17 : Spectre UV dans le méthanol du Composé G.
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d 53 — Spectre IR :

Le spectre IR du composé F (figure I1I — 18) montre des signaux trés semblable aux signaux du composé
E avec quelques différences :
> Une bande large 4 3408 cm ™ attribuée au groupement OH d’un alcool.
» Le pic situé¢ a 3001 cm™! caractéristique de la liaison C-H S p 2, plus les bandes a 1028, 954,7,
900,7 et 705,9 cm ™.
> Une bande & 1652,9 cm ™' correspond aux vibrations des liaisons carbonyle.
> Le pic situé 2 2914,2 cm ™" attribuable aux vibrations C-H aliphatiques des groupes CH, et CHj,

Plus, les bandes a 1406 et 1436,9 cm ™' confirmant la présence du CH; de la chaine aliphatique et

a1315,4 et 1338,5 cm ™' caractéristique du groupe CHj.

%aws
[% T
1338.5
3649.1 g S 1
- . I/ C:o \‘ T T
“\._carbonyle &
b L
e | 4185
/ OH\ 3001.0 \\ 1315.4
\alcool ) / 1652.9 11
AC 7_/\\\ /’," 1406.0 5998
\\ /| 14369 671.2
/| 954.7
34080 e e
g —~— QE_:'H Sp2 10280
CcHsp2D |

Wavenumber [ cm -1 |

Figure 111 — 18 : Spectre IR du Composé G.
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d—3 Le Composé H :

d 31 — Propriétés physico-chimiques :

e Solide amorphe blanc.
e Insoluble dans les solvants et les mélanges des solvants apolaires, peu soluble dans le
méthanol et I’eau.

e Caractéristiques chromatographiques :

Les caractéristiques chromatographiques du composé H sont les suivantes :

Systéme d'élution :
ETOAC/HCOOH /CH3 COOH glacial fH2 O (100 11 : 11 : 27)

————————————————— prrrres=n srrrrmmm| premsmrer mmmm= == -—l

[ ] ® & * ® * — 023

et | S it || SRS EUREY | CEEEETRTS | EEPREEEEt  SERE RS |

H, H, H, H, Hs Hg

Avamt Aprés

la révélation fa révélation
H; + +
H- I+ =
Hz + +
H.4 F A
Hs 4+ =
Hs 4+ =

Légende :

— Reaciifs reveélatenrs : AN »anizaldéhyde, AS - Acide sulfurique

et FS : Vanilline sulfurique.

— Lecture de Vanalyse . + + présence

— Lgtat dexamen Y - 4 lalumitre de jour, § 4245 nm et § - 4 366 nm

Schéma I1I — 9 : Profil chromatographique schématisé du composé G.
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d 3,— Spectre VYV :

3.268
-~ 228
)
3.000 | / \
/
2.000
[A]
1.000 [ \
\\
N 284
-8.886 1 I x ] x
200.0 2508.0 300.0 350.0 400.0 460.0

Wavelength [ nm |

Figure I11 — 19 : Spectre UV dans le méthanol du Composé H.

d 53— Spectre IR :

L’examen du spectre IR du composé G (figure III — 20), permet de distinguer les bandes d’absorption
suivantes :
> Une bande large 4 3406,1 cm ™' est attribuée au groupement OH d’un alcool.
La présence de cette fonction est confirmée aussi par une bande observée a 1118,8 cm™ | celle de la
liaison C-O d’un alcool.
> Les deux bandes 4 2913 et 2848 cm ™' sont attribués aux vibrations C-H aliphatiques des groupes
CH; et CH;, Une bande est observée a 1379 cm ™', confirmant la présence du CHj3 de la chaine
aliphatique.
> Une bande d’absorption a 1620,1 cm ™' correspond au groupement carbonyle conjugué.

> Unpica 1595 cm™ caractérise la liaison C=C aromatique.
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Figure 111 — 20 : Spectre IR du Composé H.
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Conclusion



La pharmacopée traditionnelle Algérienne utilise de nombreuses plantes en médecine traditionnelle. Les
Astéracées est une des familles les plus riches en espéces a valeur médicinale. L’Anacyclus pyrethrum,
connue localement sous les noms de «Guenthus » ou pyrethre d’Afrique est un bon exemple de plante
médicinale. La médecine populaire utilise les racines de cette plante dans le cas des problémes liés a la
sécrétion salivaire comme sialagogue (ainsi les maladies infectieuses et parasitaires). Malgré sa large
utilisation en médecine traditionnelle, la plante demeure peu étudiée quant a sa chimie et sa

pharmacologie. La littérature (travaux ultérieure, chimie et pharmacobiologie).

Ce présent travail s’intéresse a 1’effet antiparasitaire des racines d’A4. pyrethrum, notamment a son activité
antidermatophyte. Une étude effectuée dans notre laboratoire auparavant sur 1’extrait hydroalcoolique des
racines d’Anacyclus pyrethrum a révélé une forte activité antifongique sur trois souches de

dermatophytes : Microsporum canis, Microsporum nanum et Trichophytum rubrum.

Cette ¢tude est une continuité du travail précédemment cité, et a comme objectif de contribuer a

caractériser la nature chimique des substances intervenant dans cette activité.

Un travail de criblage bioguidé préliminaire a permis de localiser une activité antidermatophyte
importante au niveau de I’extrait de dichlorométhane (DCM) des racines d’A. pyrethrum. Le
fractionnement chromatographique de I’extrait actif de DCM a permis de situer I’activité au niveau d’un
certain nombre de fractions, notamment celles enrichies en triterpénes (TRITER) et alkamides (ALKA).
De la fraction enrichie en triterpénes (TRITERP), quatre composés ont été isolés, dont deux identifiés

formellement comme des triterpénes pentacycliques.

Un travail complémentaire effectué sur 1’extrait brut alcoolique (EtOH) a permis d’isoler quatre produits,
dont un a été identifi¢ formellement comme une pyranocoumarine, et les trois autres des dérivés
phénylpropanes. La nature de ces phénylpropanes, probablement des lignanes, n’a pu étre formellement

établie.
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Sur le volet chimique, les résultats obtenus dans ce travail permettent une meilleure connaissance du
métabolisme secondaire au niveau des racines d’A. pyrethrum. Le profil métabolique des racines est
caractérisé par la présence de triterpénes pentacycliques, de phénylpropanes, de coumarines et
d’alkamides. A part les alkamides déja signalés par des études ultérieures, les autres types de métabolites

sont cités pour la premicre fois par cette présente étude dans I’espece étudiée ;

Sur le volet d’activité, les résultats obtenus par le fractionnement bioguidé a permis de situer une activité
notable au niveau des métabolites moyennement polaires, notamment des fractions enrichies en
triterpenes et en alkamides. Ces types de métabolites ont été déja signalés comme doués d’un effet
inhibiteur vis-a-vis d’autres souches fongiques. Leur activité vis-a-vis des souches de M. canis est

signalée ici pour la premicere fois.

Finalement, la chimie des racines d’A. pyrethrum s’est révélée intéressante, et riche par la présence de
produits connus pour fournir des molécules bioactives . C’est le cas des triterpénes (antibactérienne,
antioxydant, ....), d’alkamides (activité anesthésique local, antimalariale, propriétés insecticides (Clifford,
L.Jetal., 2002; José, L.B et al., 2006; Burkhard, H et al., 2007; Maria, Y.R et al., 2007; Mun, C.R et al.,

2007)), de coumarines, et probablement de lignanes (agents cytotoxiques).

La possible implication des triterpénes et/ou des alkamides dans 1’activité antidermatophyte devrait étre
déterminée dans I’étape suivante de ce projet (calcul des CMI) , vis-a-vis de plusieurs souches fongiques

pathogenes, résistants aux thérapies actuels (activité in-vitro et in-vivo).
Enfin, ce travail souléve d’autres questions, notamment ceux de composés, autres que les triterpénes et

alkamides, présents en faible quantité dans les extraits et fractions enrichies, et leur possible implication

dans I’activité observée (effet de synergie).
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Annexes :



Glossaire des
termes scientifiques



Agar

Anthropophile

Ascomycete

Arthrospore

Bractée

Capitule

Champignon

Chlamydospore

Nl

Polymere de 1'agarose qui rentre dans la composition des
milieux de culture solides en microbiologie, aussi appelé
gélose.

Se dit d’un champignon qui se développe
préférentiellement ou exclusivement chez I’homme, les
anthropophiles sont des parasites humains exclusifs.
Champignon dont la reproduction sexuée est assurée de
manicre endogene, par production d’ascospores a
I’intérieur d’un asque.

Aussi appelés Ascomycotina.

Spore asexuée issue de la fragmentation progressive et
rétrograde d’un filament au niveau des septa. Aussi

appelée arthroconidie.

4

Petite feuille a I’aisselle de laquelle se différencie une fleur
ou une inflorescence. Elles peuvent étre nombreuses
(entourant le capitule des Asteraceae), développées et

enveloppantes.

24

Inflorescence a fleurs sessiles ou subsessiles portées par le
sommet ¢largi du pédoncule (ex : marguerite).

Qui vit dans les champs. Au sens littéraire (Larousse, Petit
Robert), sur un plan scientifique, il définit tout organisme
appartenant au régne des Mycetes.

Forme de résistance produite par les champignons lorsque

les conditions deviennent défavorables et caractérisée par
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Conidie

Dermatophyte

Dermatophytie

Eliciteur

Epidermophytie

Filamenteux

Fongique

une paroi tres épaisse. Elle se forme a partir d’un article du
filament mycélien (ou parfois d’un article d’une spore
pluricellulaire). Il ne s’agit pas réellement d’une spore car
il n’ y a pas de mécanisme de libération.

Spore asexuée externe. Chez les champignons produisant
plusieurs types des conidies, on peut y ajouter selon leur
taille les préfixes micro- (spores souvent unicellulaire) ou

macro- (spores souvent pluricellulaires).

9

champignon kératinophile a 1'origine de 1ésions
superficielles de la peau et des phaneres.

Mycose produite par un dermatophyte.

&

Molécule induisant des réactions de défense chez la plante,
associ¢ ainsi a la synthése de phytoalexines.

L’¢éliciteur est de nature chimique variable (protéine,
oligosaccharide).

Mycose superficielle de la peau (épiderme) provoquée

habituellement par un dermatophyte.

L/
Qualitatif courant en mycologie pour les champignons qui
produisent des filaments par opposition aux levures au

thalle unicellulaire.

Qui se rapporte aux champignons.
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Genre

Géophile

Immunostimulant

Kératine

Macroconidie

Microconidie

Milieu de la

Sabouraud

g

Unité de classification des étres vivants qui se situe entre
I’unité de base qui est 1’espéce et un niveau taxonomique
plus élevé qui est la famille.

Dans la dénomination binomiale des étres vivants, le
premier nom qui commence toujours par une majuscule
désigne le genre.

Se dit des champignons dont le biotope habituel est la terre

ou le sol.

S

Qui amplifie des réactions de défense de 1’organisme.

T

Scléroprotéine complexe, soufrée, de consistance dure,
imperméable, trés répandue dans le monde animal et
parfois présente dans la paroi de certains champignons.
Chez I’homme, la kératine est abondante dans I’épiderme

et les phaneres (cheveux, poils, ongles).

M

Terme utilisé chez des champignons produisant deux types
de spores pour désigner des conidies de grande taille,
habituellement pluricellulaires (avec plusieurs logettes).
Terme utilisé chez des champignons produisant deux types
de spores pour désigner des conidies de petite taille,
habituellement unicellulaires.

Milieu de culture habituel en mycologie. Il contient de la
gélose (agar, de peptone, du glucose et de I’eau distillée)

ainsi qu’un antifongique (cycloheximide) pour inhiber la
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croissance de certaines moisissures et levures indésirables.
Mycose Manifestation provoquée par la présence d’un champignon
microscopique dans 1’organisme. On distingue les mycoses

superficielles, et les mycoses profondes ou systémiques.

4

Parasite Agent pathogeéne qui est capable de vivre aux dépens de
tissus vivants ou morts de la plante hote.

Peptone Me¢élange de peptides issus d’une hydrolyse enzymatique
ou chimique de viandes (ou de végétaux) et entrant dans la
composition de certains milieux utilisées en mycologie.

Pubescent Se dit d’une feuille, d’une tige qui est couverte de poils

fins et courts.

S

Spore Elément issu de la reproduction sexuée des champignons

et destiné a assurer la survie du champignon et sa

propagation.
Tellurique En relation avec la terre, le sol.
Zoophile Se dit d’un champignon qui se développe

préférentiellement ou exclusivement chez 1’animal.
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Les Spectes

RMN 1 H des
Composés identifiés
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Spectre RMN H du Composé C
(Etalement de la région 2 - 5 ppm) :
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Spectre RMN LH du Composé D :
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Spectre RMN IH du Composé D
(Etalement de la région 0,75 - 2,25 ppm) :
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Spectre RMN IH du Composé D

(Etalement de la région 3,5 — 5,25 ppm) :
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Spectre RMN 1H du Composé E :
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Spectre RMN H du Composé E
(Etalement de la région 2,5 - 5

ppm):
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Constantes
Physiques et
données spectrales
des composés isolés



Composé A :

Aspect Substance amorphe jaune clair

Rf 0,447 dans EP / EtOAc (9: 1)

IR, U maxe cm 1 |3440,8;2923,9; 2854,5; 1737,7; 1641,3; 1461,9; 1373.7;

(KBr) 700,1; 547,7.

Composé B :

Aspect Substance amorphe blanche jaune.

Rf 0,355 dans EP / EtOAc (9 : 1)

UV Amagenm  |203 (1,116), 265 (0,074), 303 (0,042).

(MeOH)

IR U max cm -1 |3442,7;2923,9; 2854,5; 2731; 1744; 1635; 1461,9;

(KBr) 1373,2; 968,2; 758; 723,3; 700,1.

Composé C :

Aspect Substance amorphe jaune.

R 0,250 dans EP / EtOAc (9 : 1)

IR, U maxe cm 1 |3396,4; 2920; 2852,5; 1710,7; 1602,7; 1465,8; 1365,5;

(KBr) 1232,4; 721,3; 700,1; 497,6.

RMNH 6 ppm | 0,85 (3H,S); 0,88 (3H,S); 0,91(3H,S); 0,94 (3H,S); 1,13

(250 MHz, (6H,S); 2,05 (2H,d,J = 3,01 Hz);2,20 (1H,S);2,31 (1H,d, J

CDCh) =3,56 Hz);2,38 (1H,d t, J = 1,97, 7,445 Hz); 3,52 (6H,S);
5,38 (1H,S).

Ms m/z 576(C33H5208); 551,532(C32H5206),488
(C31Hs5204);459 (C o9 Hy7 0 4); 413;391(C 24 H 39 O 4)
) 338, 279 (C 17 H 27 O 3); 261(C 17 H 25 O 2);
242;201(C ;5 H 5)); 140; 113; 59 (CH;0-C O ).
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Composé D :

Composé E :

Aspect Cristaux blancs.
R f 0,750 dans DCM / Acétone (9 : 1)
0,275 dans DCM 100 %
0,250 dans Cyclohexane / EtOAc (4 : 1)
RMNH & ppm|0,71 (1H,d, J = 4,742 Hz); 0,86 (3H,d, J = 0,994 Hz);
(250 MHz, 0,88 (3H,S); 0,91 (3H,S); 0,93 (3H,S); 1,04 (3H,S); 1,14
CDCh) (3H,S); 2,06 (2H,d, J nd); 2,20 (1H,S); 2,26 (1H,m); 2,31
(1H,d, J=3,06 Hz); 2,38 (1H,d t, J nd, 7,58 Hz); 3,53
(6H,S); 4,18 (1H,d d, J nd, 4,56 Hz); 5,39 (1H,d d, J nd,
3,40 Hz).
MS' m/z 576 (C 33 H 52 O g), 532 (C 32 H 52 O 6)9 488(C 31 H 52 O 4),
448; 420(C 390 H 44 O); 403(C 30 H 43); 377; 326; 279
Aspect Résine jaune foncé.
Rf 0,188 dans Toluéne / EP / CH; COOH glacial (1: 1 :1).
UV A mgenm |205 (2,000), 263 (0,225), 284 (0,226), 307 (0,120), 354
(MeOH) (0,093).

IR U max cm !
(K1)

34427, 2923,9; 2854,5; 1744, 1643,2; 1514; 1460;
1384,8; 474,5; 422 4.

RMN 1H b ppm
(250 Mz,
CcOCh)

2,22 (1H,d,J = 8,17 Hz); 2,28 (1H,S); 2,61 (1H,dd d, J =
8,34 Hz, nd, nd); 2,90 (1H,d d d, J nd); 3,69 (3H,S); 4,10
(1H,t,J = 6,90 Hz); 4,34(1H.t,J nd); 5,10(1H,S); 5,39
(1H,S).

137




Composé F :

N\

Compos

Aspect Solide amorphe jaune.

R 0,666 dans EtOAc / HCOOH / CH; COOH glacial /
H,O (100 :11:11:27).

UV A maxnm |303 (0,370).

(MeOH)

IR, U max cm ™!
(KBr)

3670,3; 3649,1; 3381; 3001; 2914,2; 1716,5; 1652,9;
1436,9; 1406; 1315,4; 1338,5; 1028; 954,7; 900,7; 705,9;
671,2; 599,8; 518,8; 418,5.

Composé I :

G:

Aspect Solide amorphe blanc.

R 0,433 dans EtOAc / HCOOH / CH; COOH glacial /
H,O (100 : 11: 11 :27).

UV Amagenm | 227 (3,078).

(MeOH)

IR U max cm™? |3670,3; 3649,1; 3408; 3001; 1652,9; 1436,9; 1406;

(K®Br) 1315,4; 1338.,5; 1028; 954,7; 900,7; 705,9; 671,2; 599,8 ;
518,8; 418,5.

Aspect Solide amorphe blanc.

R 0,233 dans EtOAc / HCOOH / CH; COOH glacial /
H,O (100 : 11 :11:27).

UV Amaxnm 228 (3,173), 284 (0,124).

(MeOH)

IR, U maxe cm 1 |3406,1;2913; 2848; 1620,1; 1595; 1379; 1353,9; 1118,8;

(KBr) 669,3; 601,7; 468,7.
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esume

Un travail de criblage bioguidé préliminaire a permis de localiser une activité antidermatophyte
importante au niveau de I’extrait de dichlorométhane des racines d’Anacyclus pyrethrum L. (Asteraceae).
Le fractionnement chromatographique bioguidé de I’extrait actif de DCM a permis de situer 1’activité au
niveau d’un certain nombre de fractions, notamment celles enrichies en triterpenes et alkamides. De la
fraction enrichie en triterpénes, quatre composés ont été isolés, dont deux identifiés formellement
comme des triterpénes pentacycliques. L’extrait brut alcoolique des racines

d’A. pyrethrum, étudié aussi dans le cadre de ce travail, a permis d’isoler quatre produits, dont un a été
identifi¢ formellement comme une pyranocoumarine, et les trois autres des dérivés phénylpropanes. La
nature de ces phénylpropanes, probablement des lignanes, n’a pu étre formellement établie.

Sur le volet chimique, les résultats obtenus dans le cadre de ce travail permettent une meilleure
connaissance du métabolisme secondaire au niveau des racines d’A4. pyrethrum. Le profil métabolique des
racines est caractérisé par la présence de triterpénes pentacycliques, de phénylpropanes, de coumarines et
d’alkamides. A part les alkamides déja signalés par des études ultérieures, les autres types de métabolites
sont cités pour la premicre fois dans ’espece étudiée par la présente étude ;

Sur le volet d’activité, les résultats obtenus par le fractionnement bioguidé a permis de situer une activité
antidermatophyte notable au niveau des métabolites moyennement polaires, notamment des fractions
enrichies en triterpénes et en alkamides. Ces types de métabolites ont été déja signalés comme doués d’un
effet inhibiteur vis-a-vis d’autres souches fongiques. Leur activité vis-a-vis des souches de M. canis est
signalée ici pour la premiere fois.

Mots clés : Anacyclus pyrethrum, racines, Asteraceae, criblage phytochimique, bioactivities,
antifongique, triterpénes pentacycliques et coumarines.



Abstract

A preliminary biological evaluation of Anacyclus pyrethrum roots (Asteraceae) for antifungal effect
localized a potent activity in the dichloromethane (DCM) extract. Bio guided fractionation of DCM active
extract able us to track down a major activity in enriched fractions of triterpenes and alkamides. From the
triterpene fraction, four compounds were isolated, from which two were formally identified as pentacyclic
triterpenes. From the crude alcoholic extract of the roots, also investigated in this work, four products
were isolated, one of which is a pyranocoumarin, and the other three compounds were identified as a
phenylpropane derivatives. The nature of these phenylpropane, probably of lignan type, is under
investigation.

From the chemical point of view, the results obtained in this work provide a better understanding of
secondary metabolism in the roots of A. pyrethrum. The metabolic profile of the roots is characterized by
the presence of pentacyclic triterpenes, phenylpropane derivatives, coumarins and alkamides. Besides the
already reported alkamides, the other types of secondary metabolites are reported for the first time in this
species.

From the biological point of view, the results obtained by bioguided fractionation allowed to track a
significant antifungal activity in the moderately polar fractions, mainly containing triterpenes and
alkamides compounds.

Key words: Anacyclus pyrethrum, roots, Asteraceae, phytochemical screening, bio guided isolation,
antifungal, pentacyclic triterpenes and coumarins.
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