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Liste d’abréviations

Solvants et réactifs :

AcOEt acétate d'éthyle

AICl; chlorure d’aluminium
BuOH butanol

CD;0OD méthanol deutéré

CHCl; chloroforme

CDCl, chloroforme deutéré
DMSO-d6 diméthylsulfoxyde deutéré
D,O eau deutérée

Hs;BO; Acide borique

HCI Acide chlorhydrique

H,SO, acide sulfurique

isoPro isopropanol

MeCN aceétonitrile

MeCOEt méthyléthylcétone

MeOH : méthanol

M-H Mueller-Hinton

MTT tetrazolium [3-(4,5- diméthylthiazol-2-yl)]
NaOAc acétate de sodium

NaOH Hydroxide de sodium

PBS Phosphate Buffer Saline, (tampon phosphate) sali
SDS Sodium-Dodecyl-Sulfatel
TFA acide trifluoroacétique

Technique chromatographique :

CCM Chromatographie sur Couche Mince

CcC Chromatographie sur Colonne ouverte de silice
CLHP Chromatographie Liquide Haute Performance
CPP Chromatographie sur Plaque Préparative

GC Chromatographie Gazeuse

GC-MS Chromatographie Gazeuse Coupleé a la Spettierde Masse
Cis Silice greffée

I litre

mi millilitre

min minute

Sio, silice normale

tr temps de retention

VLC chromatographie liquide sous vide



Détermination structurale

Api B-D-apiose

Ara a-L-arabinose

Gal B-D-galactopyranose

Glc B-D-glucopyranose

GlcA acide pB-D-glucuronopyranosique

Rha a-L-rhamnopyranose

ax axial

COSsY COrrelated SpectroscopY

d doublet

dd doublet de doublets

ddd doublet de doublets de doublet

dl doublet large

dm doublet de multiplet

dg doublet de quadruplet

dt doublet de triplet

eq équatorial

HMBC Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
HSQC Heteronuclear Single Quantum Connectivity
J (H2) constante de couplage exprimée en Hertz
m multiplet

ppm parties par million

gt quintuplet

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RMN *C Résonance Magnétique Nucléaire du carbone
RMN'H Résonance Magnétique Nucléaire du proton
rOe rotation Overhauser effect

ROESY ROtating Overhauser Effect SpectroscopY
S singulet

sl singulet large

t triplet

td triplet de doublet

TOCSY TOal Correlation SpectroscopY

dc Déplacement chimique du carbone en ppm
On Déplacement chimique du carbone en ppm
ESI ElectroSpray lonization (ionisation par élespray)



HR
m/z
SM
uv

kmax

[a] b

AINS
ATCC
CI50 :
COX
CMI
DL50
NCCLS
PG
SNC
TNF a

haute résolution
masse/charge d’un ion
Spectrométrie de Masse
Ultra-Violet

longeur d’onde maximale
Pouvoir rotatoire

Activité biologue

Les antiinfammatoires non stéroidiens
American type culture collection

Concentration Inhibitrice a 50%
Cyclo-Oxygénase

Concentration Minimale Inhibitrice

Dose Léthale 50

National committee for clinical laboratorastiard
Prostaglandine

Systeme Nerveux Central

Tumor Necrosis Factor-alpha
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Introduction générale

Q)epuis antiquité, ’'homme n’a cessé de cherchesulivenir de ses besoins en
puisant dans la nature qui lui assure non seulesgnibesoins nutritionnels et vestimentaires
mais également médicamenteux.

ﬂu cours du temps, les connaissances empiriquesmatdes ont permis aux

différentes civilisations de prendre les plantesng® source essentielle de médicaments.
Ainsi, jusquau début du XX siécle, presque tous les médicaments étaientgitieri

végétale.

@De nos jours, malgré les progres réalisés en mésleg@lusieurs populations,

notamment celle des pays en voie de développementecours aux plantes pour se soigner,
soit par inaccessibilité aux médicaments prespdatda médecine moderne, soit parce que ces

plantes ont donné des résultats thérapeutiquesnerirageants lors de leur utilisation.

Ces plantes médicinales sont devenues par la suiée source principale de

découverte de nouveaux principes actifs, déja envir70000 molécules bioactives ont été
identifiées a partir de plantes. A titre d’exempd@ peut citer la quinine, la digitaline, la
morphine, la colchicine, I'artémisinine et le taxqgl pourtant, moins de la moitié des plantes

ont été étudiées pour leurs propriétés thérapezgiqu

La flore algérienne compte prés de 3000 especestappat a plusieurs familles

botaniques dont 15% sont endémiques [1]. Ce pelefitristique, constitué de plantes
médicinales toxiques et condimentaires, restepe@sexploré sur le plan phytochimique ainsi
gue sur le plan pharmacologique.

Le présent travail s’insére dans le cadre du progwande recherche de notre

laboratoire, destiné a la valorisation de la fldveNord et du Sahara algérien, par la recherche

de nouveaux composés ou principes actifs a débsubbéapeutiques.
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La sélection des especes est basée essentiellemmeignsiémisme et I'utilisation

éventuelle en médecine traditionnelle en vue dinmestigation phytochimique et biologique.

(Cest dans ce contexte nous nous somme intéresdétude phytochimique et
biologique de :

1. I'espece Genista ulicinaSpach, appartenant a la famille desgumineuses
(Fabaceae), sous famille de Papilionaceae (Fab®midebes diverses investigations
phytochimiques menées sur cette famille et plusiquéierement sur le genr&enistaont
montré une richesse remarquable en métabolitemdaites comme les alcaloides [2,3] et les
composés phénoliques, notamment les flavonoides e&oflavonoides [4,5].

Le sol algérien compte 16 espéces dgeree dont 11 endémiques [1], nos
recherches bibliographiques ont montré que l'esfggcalicina n’a pas fait I'objet d’'une

étude phytochimique ni pharmacologique.

2. l'espec€hrysanthemum macrocarpui@ch.Bip.) Coss. & Kralik ex Batt., plante
saharienne endémique, appartenant a la famill&siesaceaéb].

En effet, les études chimiques réalisées sur leegent mis en évidence la présence
des flavonoides, sesquiterpénes lactones, deg#riies et de coumarines [7-10].

La recherche bibliographique exhaustive effectsée cette espece a montré que
jusqu’a ce jour, elle n'a pas fait I'objet d’aueuétude phytochimique ni biologique.

Notre travail sera divisé asing chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une étudeobibpphique des plantes étudiées et en
particulier des genreSenistaet Chrysanthemunportant sur I'aspect botanique, I'utilisation
en meédecine traditionnellées activités biologiques et les différentes clasde métabolites

antérieurement isolés.

bY

Le deuxiéme chapitre sera consacré a I'étude dagorfbides, triterpenoides et des

saponosides tout en présentant leurs définitidassifications et propriétés biologiques.

Les troisieme et quatrieme chapitres seront coésaeux travaux personnels avec les

résultats des études phytochimiques et biologiquedes deux especé&enista ulicinaet

12



Chrysanthemum macrocarpurilous présenterons les étapes d’extraction, @iseht, de
détermination des structures et des tests biolegigffectués sur les extraits et les composés
isolés.

Enfin le cinquiéme chapitre apporte tous les dettpérimentaux entrepris tout au long de ce

travail de recherche.
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CHAPIIRE I
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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[.1. L'ordre de Fabales

L’'ordre des Fabales renferme 4 familles et envit®r000 espéces. Les familles principales
sont les Fabaceae, les Polygalaceae, les Surignableas traiterons ici la famille des
Fabaceae qui renferme I'espece végégaaista ulicinague nous avons étudiée [11].

[.1.1. Les Fabaceae

I.1.2. Description botanique

Les plantes Fabaceae sont généralement de plamtieaches, arbustes, arbres ou plantes
grimpantes a lianes volubiles ou a vrilles. Ellesgedent un métabolisme azoté élevé et
renferment des acides aminés non protéogéniquespldnrtes sont souvent constituées de
nodules racinaires contenant des bactéries fixstritazote Rhizobiun). Dans de nombreux
cas, elles sont constituées d’alcaloides, parfeica@mposés cyanogénétiques. La longueur
des poils est variable et les feuilles sont géeéraht alternes, composées pennées (ou
bipennées) a composés palmés, trifoliolés, ou linliés. Elles sont entieres a parfois dentées-
serrées, a nervation pennée. Les folioles sonbigaifansformées en vrilles. Ces plantes sont
constituées de renflements moteurs a la base thuilie et des folioles bien développées,
produisant généralement des mouvements de veille sommeil. Les stipules sont présentes,
minuscules a foliacées, parfois transformées eneépiLes Inflorescences sont presque
toujours indéterminées, parfois réduites a une #elitaire, terminales ou axillaires.

Les fleurs sont généralement hermaphrodites, antnphes a zygomorphes, a hypanthium
court, généralement cupuliforme. Les sépales sénémlement au nombre de 5, libres ou
soudés, valvaires ou imbriqués, tous semblableke pétale postérieur différent par la forme,
la taille et la couleur, disposé intérieurement extérieurement dans le bouton, les deux
pétales inférieurs étant souvent soudés ou adisésnformant une carene, ou largement
étalés. Les étamines sont parfois nombreuses, géairalement au nombre de 10, abritées
dans le périanthe ou longuement exsertes, parfers évidentes. Les grains de pollen sont
tricolporés, tricolpés, ou triporés, généralemantreonades, mais parfois en tétrades ou en
polyades. Le carpelle est souvent unique, libreggdement allongé, au sommet d’'un court

gynophore. L'ovaire est supére, a placentationépee. Le fruit est généralement une gousse,
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parfois une samare, un fruit lomentacé, une gowskshiscente, un akéne, une drupe ou une
baie[12].

1.1.3.Répartition géographique des Fabaceae

Les Fabaceae constituent la troisieme famille degoapermes de par le nombre de ses
représentants. Elles ont une distribution quasmopelite et se trouvent dans les zones
tropicales, subtropicales ou tempérées (figur€gjte famille sslaccommode d’une tres large
gamme d’habitats, et inclut autant de plantes loéds aquatiques ou xérophytes, que des

arbustes, des arbres ou des plantes grimpant&ses Wolubiles ou a vrilles.

Figure 1: Carte de répartition géographique des Fabacepecd’&leywood [13].

1.1.4. Position systématique de la famille des Fabaae

Le monophylétisme des Fabaceae est attesté paordbreux caractéres morphologiques.
Trois sous-groupes sont généralement reconnus rdérleur des Fabaceae : les
Caesalpinioideae, les Mimosoideetkles Faboideae (= Papilionoideae). Les Faboideat
cosmopolites, alors que les Mimosoideddes Caesalpinioidea®nt plutdt tropicales. Dans

la plupart des classifications (tableau 1), cesuges sont considérés comme des sous
familles, mais ils sont parfois traités en familledépendantes, comme par exemple dans la
classification de Cronquist. Le concept « Legumémos est lui utilisé soit & un niveau
familial (chez Engler), soit a un niveau ordindiéz Cronquist). Bien que le terme Fabaceae
soit actuellement préféré dans la nouvelle clasdifin systématique de I’Angiosperm
Phylogeny Group (APG), le terme Leguminosae esbrencouramment utilisé par certaines
catégories de scientifiques (spécialistes des légunaes). Ces deux termes sont considérés
comme des synonymes par I'International Code oaBictl Nomenclature (ICBN) [11, 14].
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Tableau 1 Position systématique des Fabaceae selon différapi@oches phylogénétique ou

morphologique

Engler (1887-1915) Cronquist (1988) | Thorne (1992) APGIII (2009)
Régne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement | Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae Spermataph
Sous Angiospermae - Angiospermae Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotylede
Sous-classe | Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales Eurosidae |
(= Fabidées)
Sous-ordre Leguminosineae - Fabineae Fabales
Famille Leguminosae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
(=Papilionaceae) (= Leguminosae)
Mimosaceae
Caesalpiniaceae
Sous-famille Faboideae Faboideae Faboideae
Mimosoideae Mimosoideae Mimosoideae
Caesalpinoideae Caesalpinoideae | Caesalpinoideae
Swartzioideae

1.1.4.1. La sous-famille des Papilionoideae

Les Fabaceae étant une famille extrémement vaste, lp suite de cette discussion nous
allons nous intéresser plus particulierement ales-$amille des Papilionoideae qui comprend
440 a 500 genres, doBenista et plus de 12000 especes.

On retrouve dans cette sous-famille des arbregiéegral exotiques, des lianes, mais aussi
beaucoup de plantes herbacées vivaces ou annuelles.

Il s’agit d’'une sous-famille exceptionnellement hayane, trés reconnaissable a I'aspect de
ses feuilles alternes, stipulées et composées pena&elui de ses fleurs, a corolles dites « en
papillon » et par ses fruits appelés gousses Trafitionnellement, les Papilionoideae ont été
caractérisées par des traits qui sont considéré&genant comme des synapomorphies 5 de la
sous-famille [16]. Ces caractéristiques incluentptésence de bois avec un parenchyme
prédominant axial paratrachéal qui est assez daseyaisseaux avec des trous alternés et de

simples perforations plates, I'absence de feublipennées [16].
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Les éléments les plus caractériues concernent la fleur des Papilionoide la préfloraison
est descendante (vexillaire). Lefleurs sont cyclisées, hermaphrodites et forten

zygomorphes par la corolle.

La corolle, a symétrie bilatérale, présente une forme dipeapilionacée » c’e«a dire qu'elle
est constituée de cinq pétales disposés en formpagdi#lor (figure 2. Le pétale dorsal
(appelé aussi vexillum ou plus couramment étendaedpuvre les deux pétales latéraux

ailes. Ces derniers recouvrent a leur tour, lex geddale inférieurs, libres ou unis par le

bord interne sur une certaine longueur. Ces deégepi inférieures constituent ensembl

carenequi renferme 'androcée et le gyné.

k e e

i -L .' i
_‘i_.. . d 'u.,'-;‘ o
\\\_// o ' wwow hetamgue ore

Figure 2. Lathyrus odoratusa vue générale de la fleur papilionacée ;chlice ; ¢ : vue de
face montrant I'étendard (flect; d et d’: les 2 ailes; e: la carené: les 10 étamines
soudées par leur base ; ps étamines entourant le style ; détail d’'uneanthére avec les
grains de pollen ;:ile style qui se termine parstigmate ; k: gouss@adre [17].

L’androcéecompte dix étamines qui peuvent étre libres ou éesidElle s’unissent le plus
souvent par leurs filets, formant un tube autourcdrpelle (gnre Sophori). Elles peuvent
aussi étre soudées entre elles et I'androcée @st mlonadelpt (genreCytisu). L'androcée
est diadelphe quand neuf étamines sont unies dnbénouvert en arriére et que I'étam

postérieure reste libre (gerVvecia et genreDerris).

1.1.4.2. Intéréts économiques et thérapeutique dé&apilionoideac

Les Fabaceaeet plus particulierement la s«famille des Papilioroideay, ne seraient
dépassées que par les Poaceae dans un classeséandies par importance économiq

18



De nombreuses plantes alimentaires, mais ausspldeses fourrageres, ornementales ou
encore médicinales de premier ordre appartienneceti® sous-famille. Il est néanmoins
important de noter que de nombreux genres sonéehnautt toxiques.

L’intérét agronomique des Fabaceae provient en igrelieu de leur aptitude a s’associer a
des bactéries du s@Rhizobiaceae), spécialement la bactérRRhizobium leguminosafum »,
pour former des organes symbiotiques racindineslules’ au sein desquels ces bactéries
transforment l'azote atmosphérique en une dorassimilable par la plante, grace a
quoi, les fabacées peuvent produire en abondaxerdtéines végétales méme en I'absence
de fertilisation azotée. Pour cela, elles sonisdilantes améliorantes.

Une grande quantité de graines de diverses espbedsacées de Papilionoideae,
communément appelées légumineuses ou légumes sews, une source alimentaire
universelle autant humaine qu’animale. Ces plaat@sentaires de grande consommation
comprennent entre autrésachis hypogaed. (I'arachide ou cacahuétefajanus cajarn(L.)
Millsp. (le pois d’Angole),Cicer arietinumL. (le pois chiche)Dolichos lablabL. (le pois
indien), Glycine maxMerr. (le soja)Glycyrrhiza glabraL. (la réglisse)Lens(les lentilles),
Phaseolugles haricots)Pisum(les pois) eVicia (les féves). Ces especes sont cultivées dans
le monde entier. Elles sont recherchées pour lautehteneur en protéines et en minéraux.
Certains genres font parties des plantes ornenasrtzd plus prisées autant dans les pays
tempérés que tropicaux. Les plus connus ébanisus(les génets)Laburnum anagyroides
Medik. (la pluie d’or ou Cytise a grapped)athyrus (les gesses)lL.upinus (les lupins),
Wisteria (les glycines) eGenista Ce dernier posséde une espéece tres utiliséedestiie
pour ses propriétés colorant&enista tinctoriaL. ou genét des teinturiers, de méme que
certaines espécesladigofera dont est tirée la teinture d’'indigo [13, 16]. Denmureuses
Faboideae ont joué, un role important dans I'histdie I'industrie pharmaceutique. Dans la
majeure partie des cas, non pas pour leur utisatn tant que médicaments, mais comme
source de matiére premiére (par ex. lécithineSlgieine maxMerr.), de molécules actives, de
molécules pour I'hémisynthése de médicaments (papleytostérols d&lycine maxMerr.

ou des saponines daigonella foenum-graecurh.) ou encore d’excipients divers (par ex.
baume du Pérou ddyroxylon balsamunilarms. ou gommadragante dstragalus gummifer
Labill).

Actuellement, plusieurs molécules tres utiliséestt@rapeutique sont extraites de diverses
espéeces de Faboideae : la spartéine, un alcalardgigplégique utilisé en cardiologie et en
obstétrique, isolée de&Cytisus scopariusL. Link, la rutine, un flavonoide utilisé en

phlébologie, isolée d8ophora japonicd.. ou encore la physostigmine issueRig/sostigma
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venenosunBalf. Cette derniére est un inhibiteur réversibles ccholinestérases, utilisée
comme antidote de l'intoxication par les parasympitiques et testée dans le traitement de
la maladie d’Alzheimer. Elle n’est pas utilisée s@ette derniere indication, mais a permis la

préparation d’analogues synthétiques potentiellénmés prometteurs [18].

1.1.5. Présentation du genrdsenista

Parmi les 700 genres de la famille des Fabacea@]ggmie on trouve environ 53 genres et
337 especes [1]. Pour notre part, nous nous sommé@sesses dans ce travail au genre
Genistaqui compte environ 150 espéces réparties en Eugbgs région méditerranéenne
[18]. D’apres la bibliographie, ce genre montre uidhesse en composés phénoliques,
notamment les isoflavonoides connus pour leursiggibiologiques diverses.

Le genreGenistaa été decrit pour la premiere fois par LINNE erb3,7il appartient a la
famille des Fabaceae, sous-famille des Papilioraeta la tribu des genisteae [19]. Quezel et
Santa, en 1963, comptent pour ce genre 23 espeddgédrie dont 11 endémiques [19].

Genistaest d’'une fagon généralm arbuste a calice a 5 segments, les deux sugtibres

ou soudés, les trois inférieurs formant une levBdents profondes, plus rarement le calice
est campanulé a 5 dents subégales. La caréne lesigob, droite ou presque, biggibeuse
latéralement. L’'étendard est étroit, les 10 étamisont monadelphes en tube non fondu, 5
longues et 5 courtes. Le stigmate est oblique. basge est déhiscente, variable. Les
arbrisseaux sont épineux ou parfois aphyllesratiformes. Les feuilles sont composées de

1 & 3 paires de folioles stipulées ou non [1].

Figurg: Les différentes parties deGenista pilosa [20]
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|.1.5.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Certaines espéces du gef@enistasont utilisées en médecine traditionnelle popelaour
guérir bon nombre de maladies, On citera par exempl

Genista teneral'infusion des parties aériennes de cette espEstaitilisée dans la médecine
traditionnelle Portugaise pour traiter le diab&#]]

G. anglicaetG. germanica ses deux plantes sont préconisées en tant quetidues pour le

traitement de néphrolithiase et encore contreldtg [22, 23].
I.1.5. 2. Quelques activités biologiques reconnues

Le genreGenistaa fait I'objet de nombreux travaux scientifiquegttant en évidence des
activités variées. La majorité d’entre elles coneeat surtout des effets antiglycémiant,
antiinflammatoire, antiulcére, spasmolytique, @xydant et anti-prolifératifs (anti-tumoral,
apoptotique, cytotoxique) [21].

L’extrait butanolique des parties aériennes @e tenera a montré une activité
antihyperglycémiante [21]. Les résultats ont révgl@ I'extrait butanolique provoque une
diminutionde la concentration de glucose a 62.5%ez les rats traités par une dose de 200
mg/Kg, dés le 9" jour de traitement. L'extrait butanolique a mong&éssi une grande
activité antioxydante et antiacetylcholinesterase.

L’extrait méthanoliquale G. tinctoriaetG. sessilifoliaa subi une investigation biologique en
vue de mettre en évidence d’éventuelles proprigttegoxiques [24]. Les résultats ont montré
gue I'extrait est capable de nuire a la croissalesecellules demélanomes humains M14.

La toute premiere étude biologique ayant conces® deux especeS. tinctoria et G.
sessilifolia [25], a révélé que les extraits flavoniques dasxge#antes ne sont pas toxiques a
des dosesx 2000 mg/Kg, et le mélange flavonique @e sessilifoliaa une forte action

anabolique et anti-inflammatoire alors que celuzdetinctoriane montre aucune action.

Une autre étude réalisée par Korpachov et sesboodteurs [26], sur la fonction de la
thyroide a pu montrer que I'extrait flavonique tespece meédicinal&. tinctoria provoque
une augmentation de la thyroxine de 19 a 31% t@werats sainpour une dose de 20 a 60

mg/Kg et garde un niveau normal chez les rats lnypotdiens.
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1.1.5.3. Métabolites isolés du genr&enista

Les plantes du geni@enistaont fait I'objet de nombreuses investigations phitmiques et

pharmacologiques. Il ressort de ces investigatiresles principaux meétabolites secondaires
du genre sont constitués d’alcaloides et de flavt®®o Les pages qui suivent tracent un
apercu non exhaustif, pour ne pas tomber dans dedieux, des différents composés

rencontrés dans le genBenista.

> Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances naturellesgahiques provenant essentiellement des
plantes et qui contiennent au moins un atome @dadans leur structure chimique, avec un
degré variable de caractere basique. Depuis lifttiton du premier alcaloide en 1806, plus
de dix mille alcaloides ont été isolés des plafi&d. En fait, les alcaloides forment un
groupe hétérogéne, du point de vue de la struetudes propriétés chimiques que des effets
biologiques qu'ils manifestent. Les espéces dueg&mnistacomptent un bon nombre de
squelettequinolizidine.

L’investigation phytochimique de la planB ephedroide§3] a conduit a I'isolement de cing
alcaloides quinolizidine (figure 4): Retamin@), Anagyrine (2), Lupanine (3), 17-
oxoretamine(4), 12-a-hydroxylupanine(5). Leurs structures ont été identifiées par la
chromatographie en phase gazeuse GC et la chrgraptoe en phase gazeuse couplée a la
masse GC/MS.

Figure 4Structures des alcaloides isolésGleephedroideg3].

Dans une étude réalisée sur I'espéceinereaRensen [27], a pu caractériser deux alcaloides
esters (figure 5) : Cineverir{), Cinerocting(7), en plus d’'un 18-hydroxylupaning8).
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Figure 5 Structures des alcaloides isolésGlecenered27].

Un autre dérivé de lupanine (figure 6) a éte isldé parties aériennes @e sessilifolig[28].

Il s’agit du 1@-hydroxymethyl spartein€).

H

“,
“CH,OH

Figure 6:Structures del@-hydroxymethyl sparteine isolé @ sessilifolig28]
> Les flavonoides:

Les flavonoides sont des composés largement répatiaus le genr&enista ce sont des
marqueurs chimiotaxonomiques, leur importance biglee a été largement démontrée.
Pistelli dans la recherche systématique des fladesadu genr&enista a étudié les espéces
G. ephedroide$4], G. corsica[5] et G. pichisermolliang29]. Ces investigations ont abouti a
lisolement de: Génistéing10), Isoprunétine (11), Wighteone (12), Geénistine (13),
Génisteone (14), 8-C-glucoside  génistéine (15), Alpinumisoflavone (16),
Hydroxyalpinumisoflavong17), Apigénine (18), Ephedroiding(19), Isokaempféridg20),
Daidzéine (21), Isoderrone (22), Ficuisoflavone (23), Dihydroisoderrondiol (24),
Lutéoling25), 7-O-B-D-glucopyranosyl! lutéoling26), 4’-O-p-D-glucopyranosyl lutéoline
(27), Toxifoline (28), 5-Methoxytoxifoline(29), 7-O-p-D-glucopyranosyl génistéinf&0) , 8-
C-B-D-glucopyranosyl orobolé31), 8-C-glucopyranosyl 3©-methyl orobolg32), 3-O-p-D-
glucopyranosyl isorhamneting3), 3-O-p-D-galactopyranosyl isorhamnetin®4), 3-O-p-
robinoside isorhamnetin@5), 4’-O-B-D-glucopyranosyl alpinumisoflavor(86) (figure 7)
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Figure 7: Structures des flavonoides et des isoflavonoidagss deG. ephedroides, corsica
et G. pichisermolliand4], [5] et [29].

L’investigation chimigue menée sur les partiesea@res de I'espéda.morisii[30] a abouti a
l'isolement de 7O-B-D-glucopyranoside isoprunétingd7), 7,4’-di-O-p-D-glucopyranoside
genistéineg(38), 7,4’-di-O-B-D-glucopyranoside isoprunétin@9), Orientine (40), Vitexine
(41) et Eriodictyol(42) (figure 8).
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Figure 8: Structures des flavonoides et des isoflavonoiddéssde G. morisii[30].

La recherche bibliographique réalisée montre béenchesse du genfgenistaen composeés
flavoniques notamment les isoflavones. Il est ingratrde souligner que les isoflavonoides du

type génistéine, daidzéine et isoprunetine syvent majoritairement dans ce genre [31].

26



[.2. L’ordre des Asterales

L'ordre des Asterales renferme 11 familles selortléssification phylogénétique APG Il
(2009). Les familles principales sont: les Alseu@xeae, les Argophyllaceae, les
Asteraceae, les Calyceraceae, les Campanulacedasotaleniaceae, les Menyanthaceae, les
Pentaphragmataceae, les Phellinaceae, les Roeasedes Stylidiaceae. Nous traiterons ici
la famille des Asteraceae qui renferme I'espécestagChrysanthemum macrocarpugue

nous avons travaillée.

|.2.1. Les Asteraceae

La famille des Asteraceae ou est une importanteillearde plantes dicotylédones qui
comprend pres de 13 000 especes réparties en ¥508@sg[32]. Le sol algérien compte
environ 109 genres et plus de 408 especes [1].

Les Asteraceae connaissent une distribution gébgrap mondiale, a I'exception de
I'Antarctique. Elles s'acclimatent bien aux régitnopicales et subtropicales semi-arides, a la
toundra alpine et arctique et aux régions tempérfeiss sont, en revanche, peu présentes
dans la forét tropicale. Ce sont essentiellemestpdigntes herbacées méme s'il peut exister

des arbres, des arbustes ou des lianes [32].

1.2.2. Description botanique

Les Asteraceae ont la caractéristigue commune of'des fleurs réunies en capitules c’est -a-
dire serrées les unes a coté des autres, sanscpdoplacées sur I'extrémité d’un rameau ou
d'une tige ou entourées d'une structure forméedear bractées florales. Cette structure en
forme de coupe ou de collerette est appelée uruoro[33].

La fleur des Asteraceae est trés particuliére:étasines sont soudées par leurs antheres
dehiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmatat Stuées des "brosses a pollen”. Ceci est
adapté a un mode de pollinisation «a piston». lassance rapide du style permet un
brossage du pollen et sa récupération. Une foideggdgmate a traversé le tube formé par
les antheres, les stigmates se déplient et expdeentface gluante au pollen. Il faut

considérer qu'a ce moment-la, du nectar est secrété

L’inflorescence est ordinairement un compact darflesessiles tubulées et/ou ligulées sous-

tendu par un involucre de bractées disposées sarplusieurs rangs (figure 9). Les bractées
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peuvent étre herbacées, scarieuses ou épineusds.r8ceptacle, les bractéoles, si elles sont
présentes, peuvent prendre la forme d'écaillessales ou de paillettes. Le capitule est
entouré a la base généralement par 1 a 6 sérlaadees dont I'ensemble forme l'involucre.

Fleurs
tubuleuses

A= ¥ &
Leucanthemum vulgare Carduus nutans platylepis
Taraxacum officina

Figure 9 Types de fleurs des Asteraceae [34]

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés dignette de soies appelée Pappus (figure

10) qui favorise la dispersion des graines pael y35].

Figure 10Le fruit deTaraxacuncampylodegAsteraceag[36].

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elleavent aussi étre opposées ou réunies en

rosette principale (Paquerette) [35].

Pour déterminer la plupart des plantes de cettdlléani est nécessaire de récolter des
capitules défleuris, portant des fruits mirs ouraains déja bien formés. L'observation des

bractées de l'involucre est également tres imptatan
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1.2.3. Position systématique de la famille des Asteceae d’'apres APG I

On peut subdiviser I'immense famille des Asteracaaeing sous-familles principale (figure

11):

+ Les Branadesioidées et Mutisioidées sont des abust des plantes herbacées poussant
principalement en Amérique du Sud. Il s'agit denfes archaiques d’astéracées, dont les
fleurs sont a corolle zygomorphe bilabiéel/4 (Bdésioidées) ou bilabiée 2/3
(Mutisoidées), cette derniere comprenant le Gerlaate sud africaine cultivée pour ses

beaux capitules en forme de marguerite [15].

Barnadésioiddas

Mutisioidees

Carduaicdées

Cichoricidées

Astéroidées

Figure 11 : Classification des Asteraceae d’apres APG, singajfen photd3arnadesia

arbuste représente les Asteraceae primitives [15].
X Les Carduoides possedent des fleurs typiquemees rbteues ou pourpres, toutes en

tube, comme celles du capitule du Bleuet (figurel2s Chardons, les Cirses et beaucoup

d’Astéracées épineuses meéditerranéennes se tradaesicette sous-famille.
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Figure 12 : Bleuet: A : port de la plante, B capitule, C périphérigDe: fleur centrale, E :
coupe longitudinale de l'akene, fc; fleur centrdie: fleur périphérique, b: bractée de
I'inlucre, ca: calice, cr: corolle, ans : antt®oudées, ov : ovaire, ov'ovaire avorté, sm:

stigmate, pp : pappus, pe péricarpe, t : tégum@niral, em : embryon [15].

+ Les Cichorioidées correspondent a des Astéracktexa dont le nom est évoqué dans
les especes comni@ctuca Laitue, Laiteron. Les capitules ne portent que fiieurs

ligulées terminées par 5 dents, formant une langigbiquement jaune, parfois bleue.

X/
°

Les Astéroidées, avec 16000 especes, forment fidgkeles Astéracées. Ce groupe
diversifié caractérisé par ses capitules «radiésmportant au centre, des fleurs
tubulées généralement jaunes et a la périphéridleles ligulées terminées par 3

dents, blanches comme chez la margueritte. Dangra@agpe on inclut aussi des

especes ayant perdu secondairement leurs fleutédigycomme les Armoises.

Les Astéroides sont elles mémes divisées en nosgsdtibus dont les plus les importantes

sont : les Anthémidées, les Astérées, les sénésartdes Hélianthé¢ks).
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1.2.4. Utilisations et intéréts économiques des fesaceae :

Cette vaste famille est économiquement importagite,fournit des plantes alimentaires: La
laitue est la plante la plus cultivée de la famifieivie de I'artichaut, de I'endive, du salsifis,
de la chicorée, de I'estragon et du tournesol. @ehmeuses autres especes ont une utilisation
ornementale, telle que la marguerite, le dahliajrieia, le cosmos, le chrysantheme et I'aster.
Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacienitA(Arnica montanal.), la camomille
(Matricaria chamomillaL. et Anthemis nobilid..), le pied de chatAntenaria DjiocaGartn),

le tussilage Tussilago farfaral.). Certains comme le genreyrethrum fournissent un
insecticide, d'autres (genwertemisig sont utilisés comme plantes médicinales et dans |

fabrication de liqueurs comme I'absinthe ou le gé[8¥].

1.2.5. Présentation du genreChrysanthemum

Il'y a plus de 2000 ans, les chinois savaient leven. Dans la Chine et le Japon anciens, le
chrysantheme avait une valeur symbolique importa@@brysanthemum horturumpar
exemple) (chrysanthéme des fleuristes). Ses flentrpour signification, I'amitié, la paix, la
joie, la santé et l'optimisme. Vers la fin du XIXérsiecle, les chinois et les japonais en
connaissaient environ 3000 variétés. Le genre fedgat des représentants qui poussent

dans nos régions [1].

1.2.5. 1. Description botanique

Les chrysanthémes sont des plantes annuelles sivaiginaires des zones tempérées et
subtropicales de I'hémisphére, de 20 a 120 cm dg h#ges dresseées. Les feuilles sont
divisées en laniéres étroites un peu charnues;dpsules sont a fleurs centrales jaunes et
agrandis et a fleurs ligulées jaunes, blanchesjg&a ou pourprés. L'involucre de bractée
possede des écailles a marge membraneuses trés, larchaines de deux sortes, les extrémes
différentes de celles du centre du capitule. Legsfrsont des akenes de 2-3 mm munis de 5-
10 cotes [1].
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Figure 13 Types de fleurs d€hrysanthemuri38].

[.2.5. 2. Répartition Géographique

Le Chrysanthemunest largement répandu dans le monde entier & crises propriétés
ornementales et cosmopolites, il est souvent @lthans les jardins pour ses qualités
décoratives en variétés de couleurs. L'origine g@agque du genr€hrysanthemunest
imputée a 'Europe et I'’Asie mais celui-ci est @yaént largement distribué en Afrique [39].
En Algérie, on peut rencontrer principalement lggeees suivantes [1C. clausonigPomel)
Batt, C. coronariunL., C. deserticoluniMurb.) Batt. et Trah C. fontanesi(Boiss. et Reut.)
Q. et S, C. fuscatunbest, C. grandiflorum(L.) Batt, C. gyanum, C. macrocarpu@oss. et
Kral., C. macrotum(D. R.) Ball.,C. maesii, C. multicaulis, C. myconis C. segetunt.., C.

trifurcatum(Desf.) Batt. et Trab C. viscido-hirtum.

[.2.5. 3. Utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs espéces du genhrysanthemumsont largement utilisées en médecine
traditionnelle: a titre d’exemple :

L’espéceC. indicumest utilisée pour traiter plusieurs maladies inéerdes et les troubles
d'hypertension en médecine Coréenne et Chinoileeest utilisée aussi en tant que remede

antibactérien et anti-inflammatoire [40].
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Dans la médecine traditionnelle Tunisienne [41fflision des feuilles d€. trifurcatum est
utilisée pour soigner les problemes de transitstinial, la constipation et comme régulatrice
des désordres du cycle menstruel.

C. morifoliumRamat est utilisée en médecine Chinoise comme léongmt alimentaire ou
tisane. Elle est considérée comme un aliment die s@m de nombreux consommateurs. Afin
d’établir une assise scientifique a cette pratidlieyestigation des activités antioxydante
[42], antitumorale [43] et protection cardiovasitdd44] a été mise en ceuvre.

Au Maroc, C. Segetunest utilisée pour traiter des maladies hépatigdes troubles de la
vésicule biliaire [41].

Dans la médecine traditionnelle Coréenne, l'irdasiles fleurs et des feuilles @eboreale
est utilisée contre les maladies oculaires etdegges [45]. Par contre l'infusion des fleurs de
C. zawadskiest préconisée pour combattre les diverses fodegdronchites, les infections

pulmonaires et les troublgsstro-intestinauf46].

1.2.5. 4. Quelques activités biologiques reconnues

L’extrait hexanique deC. cinerariifolium a subi une investigation biologique en vue de
mettre en évidence d'éventuelles propriétés artbpomires. Les tests ont concerné :
Plasmodium falciparum Trypanosoma brucei rhodesienséeishmania donovani et
Trypanosoma cruziLes résultats ont révélé que I'extrait a manéaste activité intéressante
vis-a-vis de Trypanosoma brucei rhodesienset Plasmodium falciparumavec des
pourcentages d’inhibition de (99%) et (87%), resipement [47].

La cytotoxicité du guaianolide : 8-acétoxy-4,10ydifoxy-2,11(13)-guaiadiene-12,6-olide
isolé a partir des parties aériennesCleborealea été évaluée sur cing lignées cellulaires
cancéreuses humaines. Les résultats ont montréeggeaianolide posséde une cytotoxicité
tres forte vis-a-vis de toutes les lignées cellakicancéreuses testées (4<13C50 >
1.08ug/ml) [48].

Afin d’aborder de plus pres I'aspect « mécanisnaetibn de I'activité antiiflammatoire» de
I'extrait des feuilles deC. zawadskjil'expression de I'oxyde nitrique synthase (NOS)ae
production des nitrites (NO) a été étudiée. Leailtdts ont révélé que l'extrait d€.
zawadskii est capable d’inhiber la production de (NO) etxpreession de (NOS) par
l'inhibition de mARN [49].

L’extrait méthanolique des fleurs d& indicuma montré également une activité anti-

inflammatoireexprimée par l'inhibition de la production d’oxydérique dans différents cas
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de stimulation tels que les interleukindg® &t lipopolysaccharides dans différentes cellules
(macrophages, cellules endothéliale). Une autreleépharmacologique a confirmé que
'extrait aqueux deC. indicumexerce diverses activités : antioxydante, antinbieone et
antivirale [50].

1.2.5. 5. Métabolites isolés du genr€hrysanthemum

L’étude phytochimique des plantes du geferysanthemuna largement été étudiée ces

dernieres années faisant I'objet de plusieurs patitins. L’ensemble des composeés isolés et
identifiés est tres hétérogéne. Ainsi, les coratitsl les plus rencontrés sont des flavonoides,
des acides phénoliques [51], des coumarines [%4,hdiles essentielles [53], des dérivés
sesquiterpéniques [48] et des triterpénes [54] doos allons donner quelques exemples de

structures.

> Flavonoides

Les flavonoides décrits a ce jour pour le gefierysanthemursont quasiment toujours des
flavones substituées par des groupements hydroxghéshoxyles et/ou glycosyles, des
flavonols et rarement des flavanones. L'espécdua @tudiée de ce genre est sans dGute
morifolium Ramat pour ses diverses propriétés thérapeutiuastes Lin,ces effets seraient
dus a la présence d’'une grande quantité de fladesalans les fleurs.

Il a pu identifier et caractériser plus d’'une ciagtaine de flavonoides (figure 14) parmi
lesquels des flavones a squelette Apigéidd, Acacéting(44), Lutéoline(45), Diosmétine
(46), Eupatoring(47) et ses dérivés M-glycosylés elC- glycosylés, des flavonols de type
Querceting48), Isorhamneting49) et ses dérivés glycosylés aussi et des flavanmmame
Eriodictyol (50) [51].
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43 H H H 48 R=H 50
44 H CH; H H 49 R=CH;

45 H H OH H

46 H CH; OH H

47 CH; CH; OCH; OH
Figure 14: Structures des principaux flavonoides identifiemsdéiespeceC. morifolium
Ramat [51]

> Les coumarines

Les coumarines sont des produits naturels tré¢sadis ont des propriétés phototoxique,
antibiotique, spasmolytique, antifongique et am@ggaeuse [55]. Les structures
coumariniques les plus courantes dans le gdbineysanthemumsont dérivées de la
coumarine.

L’investigation chimique réalisée sur les partiésgennes ainsi que les racines de 'espece C.
segetumL a abouti a l'isolement de 7 coumarines (figut® appelées : Coumarin®1),
Herniarine (52), Umbelliferone (53), Aesculetine (54), 4-Hydroxycoumarine (55),
Dihydrocoumaring56) et I'acide coumariniqué¢s7). L'identification de ces composés a été

réalisée par électrophorese capillaire [52].

Rs

O O (L
R; o o o) o) (o) COOH
56 57

R, R, R
51 H H H
52 OCH; H H
53 OH H  Ch
54 OH OH OH
55 H H OH

Figure 15: Structures de coumarines isolées de I'esf2egetunt. [52].
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» Huiles essentielles

La composition générale de I'huile essentielle @gsésentants du gentdrysanthemurast
un meélange de monoterpenes, sesquiterpenes [88]ratdroalcanes aliphatiques [S&ltitre
d’exempleles principaux composants des huiles essentielgS. d/scidehirtum53] ont été

recensés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Composition de I'huile essentielle des paréiésennes d€. vscidehirtunj53]

Principaux composants Pourcentage Principaux compasts | Pourcentage
a-Pinéne 0.5 B-Eleméne 2.5
Sabinene 3.9 GHoa 0.5
Mycenes 0.8 GHo4 0.4
B-Pinene 0.6 B-Farnesene 25.0
Octénal 0.2 a-Humuléne 0.3
A°Caréne 0.9 GisHzs 0.7
p-Cymene 0.9 3-Cadinéne 1.8
Limonene 21.8 Calamenéne 0.3

o-Cyméne Z 0.2 Spathulénol 1.3
y-Terpinene 0.5 Caryophylléne oxide 2.4
Linalol 1.2 GsH..0 0.9
Terpinén-4-ol 1.3 GH».0 0.2
p-Cymene-8-ol 0.4 H-.0 15
a-Terpinéol 0.8 Humuléne oxide 0.6
Linalyl acétate 0.6 T-Cadinol 0.8
Géraniol 3.1 T-Muurolol 14
Cinnamaldéhyde 0.7 a-Cadinol 15
Thymol 0.3 Non identifie 0.3
Citronellyl acétate 0.6 -
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> Les sesquiterpénes lactones

Les lactones sesquiterpéniques constituent un grdegroduits naturels tres importants dans
la famille des Astéracées. Ces molécules sont dod&etivités multiples : neurotoxique,
anti-inflammatoire, antileucémique, antifongiquetidumorale [57, 58]. Les sesquiterpénes
lactones présents dans le ge@teysanthemunsont essentiellement des guaianolides et des
germacranolides. L'étude phytochimique effectuée kespéce C. boreale a abouti a
lisolement d’'un nouveau guaianolide (figure 14)s’lagit de : 8-Acetoxy-4,10-dihydroxy-
2,11(13)-guaiadiene-12,6-olide [48].

Figure 16structure dgyuaianolide isolé d€. boreale.

* Les triterpénes

Les especes du gentdrysanthemumenferment des triterpenoides en particulier alstpee
pentacyclique de type taraxastane, oleanane, ursankipane. A partir de [I'extrait
meéthanolique des fleurs de I'espé&@emorifoliumRamat [54], 15 triterpenes pentacycliques
ont été mis en évidence (figure 17). Il s’agit Baradiol(59), Heliantriol B (60), Héliantriol

C (61), 22-a-Méthoxyfaradiol(62), Arnidiol (63), Faradiole-époxide(64), Maniladiol (65),
Erythrodiol (66), Ongispinogénir{67), Coflodiol (68), Héliantriol A1(69), Brein (70), Uvaol
(71), Calenduladio(72), Héiantriol B(73).
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68 R:CH3 70R = OH,R1= CH3 72R= CH3
69 R =CH,OH 71R=H, R;=CHOH 73R =CH,OH

Figure 17: Structures chimiques des principaux triterpénoidestifieés dans I'espede.
morifolium Ramat [54].

* Les phytostérols
Les phytostérols sont des molécules présenteslalapart des plantes supérieures. On peut

citer le stigmastéro{74), le Stigmastano(75), le B-sitostérol(76), le Campestérq|77), le
Fucostérol(78) et I'Ergostérol79) qui sont isolés du genfehrysanthemunffigure 18) [59].
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HO

HO

77 78 79

Figure 18 : Structures des stérols identifiés dans I'esgageartheniunj59].

A lissue de cet inventaire des métabolites secioeslésolés du gent€hrysanthemumil faut

souligner la grande variété structurale (flavonsjamumarines, sesquiterpenes et triterpéenes

acides phénoliques).
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CHAPIIRE 11

PRESENTATION DES FLATVONOIDES,
DES TRITERPENOIDES ET DES
SAPONOSIDES
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[1.1. Présentation des flavonoides

[1.1.1. Généralités

Occupant une place prépondérante dans le groupelua®mls, les flavonoides sont des
meétabolites secondaires ubiquistes des plantes. ddu4000 flavonoides naturels ont été
décrits. On estime que 2 % environ du carbone dggarphotosynthétisé par les plantes, soit
guelgues 109 tonnes par an, sont convertis enrféides [60].

Flavonoides (délavus « jaune » en latin) est le terme générique pesrabmposeés basés sur
un squelette a 15 carbones, qui a son niveau tegiople, consiste en deux cycles phényles,
les cycles A et B, connectés par un pont a traisarees (structure engls-Cq). Le pont en
C3 entre les cycles A et B est communément cyplisg former le cycle C (figurel9).

Figure 19: Structure de base des flavonoides.

C’est chez les Angiospermes que la diversité siralg des flavonoides est maximale. lls
sont de facon trés générale localisés dans lefefe(ilans I'épiderme ou entre I'épiderme et
le mésophylle), dans les fleurs (cellules épideumg)] ou encore dans les fruits (tégument
externe) [18].

[1.1.2. Classification

Les diverses classes de flavonoides different ewtifin de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors dae composés individuels au sein d’'une
classe different par la substitution des cyclestABe Parmi les nombreuses classes de
flavonoides présentées (figure 20), nous citer@ssprincipales : anthocyanes, flavanols,
flavones, flavanones, isoflavones et proanthocyasifb1].

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en posti@ns, 7, 3, 4’ et/ou 5. Un ou plusieurs
de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthgtédylés, prénylés ou sulfatés. Dans
les plantes, les flavonoides sont souvent présenis formeC- ou O-glycosylés ; les formes
libres, sans sucres attachés, sont appelées genias-glycosides, de loin les plus

fréquents, portent leurs substituants sur les gnmamts hydroxyles de la génine, alors que
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pour les C-glycosides, la liaison se fait directatm&vec un carbone de la génine, les C-6
et/ou C-8. En effet, la formation de la (ou desg)istbn(s) hétérosidique(s) est sous la
dépendance de transférases tres spécifiques quanbstrat et a la position d’osylation [18].

R
R
OH
OH
HO O,
HO o ‘
OH -O
OH 0
FLAVONOLS
FLAVONES j
R=H ; kaempféro|
R=H ; apigéning

R=0H; quercétine

R=0H; lutéoline

FLAVANONES FLAVAN-3-OLS
R=H ; naringénirfe R=H ; afzéléchol
R=0H; catéchol

R=0H; ériodictyo

R
fj%

H

OH o

DIHYDROFLAVONOLS
FLAVAN-3,4-DIOLS

R=H; leucopélargonidq| R=H ;dihydrokaempféra|
R=OH; leucopé yanidol| R=OH;dihydroquercétol |

OH
X-
HO, O,
O )
+
Z OH

OH

CHALCONES
R=H ;isoliquintigénin
R=0H; butéine

ANTHOCYANIDOLS
R=H; pélargonidol
R=0H; cyanidol

AURONES
hiopidol

Figure 20: différentes classes de flavonoides
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Plus de 80 sucres différents ont été trouvés ligsflavonoides des plantes. Parmi euxDie
glucose est de loin le monosaccharide le plus obuddautres hexoses, [@-galactose et le
D-mannose, ainsi que des pentosef)-eylose, leL-arabinose et I®-apiose sont fréquents
avec le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et dessaammiques (le plus souvent I'aci@e
glucuronique). On trouve également des disacchafigige quarantaine dont les plus courants
. le rutinose et le néohespéridose), des trisamdm environ 30 espéces) et quelques rares
tétrasaccharides. Les sucres peuvent a leur taus@bstitués par des groupements acyles tels

gue le malonate ou 'acétate [62].

[1.1.3. Propriétés biologiques des flavonoides :

Connus pour leurs multiples roles, les composésffigues ont attirés I'attention d’'un grand
nombre de chercheurs de différentes disciplinesldpistes, chimistes, pharmaciens et

meédecins).

Activité anti-oxydante des flavonoides :

La propriété fondamentale des flavonoides est teuwactére antioxydant. A ce titre, ils

agissent a plusieurs niveaux :

* Piégeage de radicaux

En raison de leur faible potentiel redox, les flavinles peuvent réduire les radicaux libres
tres oxydés comme les superoxydes, les radicawxyes ou les radicaux hydoxyles par

transfert d’hydrogenfs3].

Les radicaux seraient responsables d'altératiorss atedes nucléiques et des processus
d’altérations, d'initiations et de cancérisationsdique de dégradations cellulaires liées a leur
réactivité avec les phospholipides membranairesérnpiménes de péroxydation). Ces
dommages oxydatifs peuvent étre impligués dans ambreuses affections : cancers,

inflammations chroniques, athéroscléroses...

Ainsi, leur propriété de piégeurs de radicaux oy les flavonoides dans la prévention des
dommages oxydatifs causés par les ROS sur les niedécellulaires. De nombreuses études
in vitro ont montré des activités des flavonoides cong@lecessus inflammatoires et, de ce
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fait, contre les maladies inflammatoires chronigeed’arthrose. En empéchant les ROS
d’altérer I'ADN, les flavonoides limitent les muitas et les processus de carcinogeneses
[64]. De ce fait, ils sembleraient également indémiv dans la prévention de cancers,

démences, athérosclérose, hypertension et maleahei®-vasculaires.

e Inhibition d’enzymes ou chélation des éléments tras impligués dans la

formation de radicaux :

Les flavonoides inhibent la xanthine oxydase, sounologique importante du radical
superoxyde (O2. lls sont également connus pour inhiber d’augesymes impliquées dans
la génération de ROS telles que les cyclooxygénates lipooxygénases, ou les
monooxygéenases microsomiales [63]. Le radical saqyele réagit avec le peroxyde
d’hydrogene (en présence de fer) pour donner pemwtation, des radicaux hydroxyles
encore plus toxiques (OH C’est cette réaction, appelée réaction de Fermaalysée par le
fer, qui est inhibée par certains flavonoides (@eis la quercétine) par une action de chélation
du fer [65].

» Les flavonoides possedent en pluslede pouvoir antioxydantles propriétés :
Oestrogénique (isoflavones), anti-hépatotoxique tispasmodique, antidiarrhéique et
anticancérogene et inhibitrice de la croissancecdlgles tumorales vitro. Les flavonoides

sont aussi connus pour leur action sur le tractastrg-intestinal en tant qu’agents
antiulcéreux [66].
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II.2.Présentation des triterpenes et saponosides :

[1.2.1. Généralités

Les saponines sont des métabolites secondaire®s$idiques, frequemment rencontrés chez
les végétaux supérieurs en particulier chez lestliedones (racines, fruits, écorces, tiges,
feuilles ou graines), mais sont synthétisés égalepar certains animaux marins tels que les

concombres de mer ou les étoiles de mer.

Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapoveui dire savon, qui évoque le caractére
moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoirdeawif est di au caractére amphiphile des

molécules, a la fois lipophile (la partie aglycanegénine) et hydrophile (la partie osidique).

Les saponosides sont des composeés, pour la plagestpolaires et sont souvent retrouves
sous forme de mélanges complexes dans la plastpo$isédent en outre un large spectre de
propriétés biologiques et pharmacologiques notarirdes propriétés immunomodulatrice,
immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et hymbdestérolémiante [67]. Les chaines
oligosaccharidiques greffées sur l'aglycone sont Boeéaires, soit branchées et peuvent

renfermer jusqu’a 11 monosaccharides.

La partie osidique est le plus souvent inactiveit en exercant un effet favorable sur la
solubilité du glucoside et son absorption, voire s@ansport vers tel ou tel organe. L'effet
thérapeutique est déterminé par la seconde pdrtiepartie sucre et l'aglycone sont

normalement liées par une fonction éther ou ester.

[1.2.2. Classification des saponosides :

Les saponosides sont classés en deux groupeslaelature de leur génine qui peut étre soit
triterpéniques, soit stéroidiques. Lorsque la g&nést substituée par une seule chaine
osidique, les saponosides sont dits monodesmosslifiaison des sucres en C-3 ou en C-28
de I'aglycone) et lorsque la génine est substifpge deux chaines osidiques, on parle de
saponosides bidesmosidiques (liaison des sucrés2et en C-28. Grace a la performance
des technigues chromatographiques et des technitjaralyse, il a été mis en évidence

durant ces dix dernieres années des saponosidissnsidiques (trois chaines) ou

tétradesmosidiques (quatre chairjés].

La partie osidique de certains saponosides ainei lga fonctions hydroxyles libres des

géniens peuvent étre substituées par des acidestgaes ou aliphatiques
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[1.2.2.1. Les aglycones triterpéniques:

Les saponosides triterpéniques sont rencontréscipailement chez les angiospermes
Dicotylédones et quelques organismes marins tglledes étoiles de mer.

Les triterpenes sont une classe de métabolitesndates composés de 30 atomes de
carbones comportant habituellement cing ou moiguemment quatre cycles.

Au niveau biosynthétique, les 200 différents sqieteconnus jusqu'a ce jour et isolés de
sources naturelles proviennent de la cyclisation3&42,3-époxydo-2,3-dihydro-squaléne
(figure 21) et quelquefois du squaléne lui-mémes @®lécules sont presque toujours
hydroxylées en position 3, étant donné l'ouvertdee I'époxyde lors de la cyclisation.
L'origine biosynthétique de ces triterpenes a érahtrée a l'aide d'expériences utilisant des
groupements acétates doublement marquédCaau par des réactions biomimétiqueitro

en milieu acide. Les modifications supplémentases le squelette sont assez limitées. En
effet, les hydroxylations, oléfinations, méthylaso et lactonisations sont les réactions

enzymatiques les plus courantes [18].

Figure 21 : Structure du 2,3-époxydosqualene.

Les triterpénes peuvent étre classés en trois geoupcyclique, tétracyclique, pentacyclique
[18].
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= Composés aliphatiques (acycliques) :

Tel que le squalene (figure 22), surtout rencodads le regne animal, se trouve également
dans l'insaponifiable d'huiles végétales (Olive), lArachide). C'est un intermédiaire dans la

biogenése des triterpénes cycliques et des stéroide

Figure 22 : Structure de squalene.

= Composés pentacycliques :

Les sapogénines pentacycliques sont issues delegsi®léanane, ursane, lupane, friedelane
et hopane (figure 2359].

lupane hopane

Figure 23: Les différents squelettes pentacycliques tritepés rencontrés.

lls sont le plus souvent hydoxylés en position &s Lriterpenes libres trés fréquents chez les
plantes sont §i- amyrine et 18- amyrine (figure 24).
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“,
%,
v

7

B-amyrine (oleanane) a-amyrine (ursane)

Figure 24: Triterpéne pentacyclique.

Les saponosides ont également un hydroxyle enigos3{ généralement en positin Ce
dernier est le plus souvent substitué par une eh@8idique. Les positior&3, 24, 28, 29 et 30

sont souvent fonctionnalisées sous forme hydrogtEhyde ou acide carboxylique.

HO

’r,/// s, r’///
CH,0H CHO
23 23 23

Hédéragénine acide gypsdagque acanjaposide B

Les saponosides bidesmosidiques possedent générdlézar seconde chaine osidique sur

I'acide carboxylique en C-28 (figure 25).

OH

Figure 25 : 3-O-B-D-glucopyranosyl-oléanolique -28- B-D-glucopyranosyl ester.
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= Composés tétracycliques :

Les sapogénines tétracycliques dérivent de traislsties principaux : dammarane, cucurbitane et

lanostane (figure 26).

21y,

dammarane cucurlatan lanostane

Figure 26 : Les différents squelettéstracycliquesie saponosides rencontrés.

11.2.2.2 Les aglycones stéroidiques :

Les saponosides stéroidiques sont présents chéddescotylédones [Liliaceae (asperge),
Dioscoraceae [Qioscorea villosy,....] La structure chimique des génines stéroidiqast
similaire a celle de nombreuses hormones humaliiles. possédent un squelette a 27 atomes
de carbone, issu de la cyclisation de I'époxysenmlqui adopte la conformation chaise-
bateau-chaise, pour donner un cation protostanyl@,71]. Ce dernier peut subir

ultérieurement des réarrangements conduisantarteafion destéroides (figure 27).
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chaise-chaise-chaise

|

“,
“,
’//

cation dammaranyle cation p|r0tostanyle

triterpénes pentacycliques

cucurbitanes cycloartanes

stéroides

Figure 27: Schéma de biogenese des stéroides [70, 71].

Deux principaux types existent, hexacycligue (sgiane) ou pentacyclique : (furostane)
(figure 28) [18].

spirostane furostane

Figure 28 : Principaux squelettes stéroidiques.
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La chaineosidique des saponosides stéroidiques est gémératidiée en position 3.

Les génines stéroidiques possédent généralemerftydimoxyle en position 3. D’autres
hydroxyles peuvent étre présents sur ce squelette,positions2, 6 (nigroside), 11
(pentandroside C) [18, 69kt 17 (aspaoligonin A...etc.

OH

HO
HO

R;=Rha
R,=CHj

Nigrosides

OH
0
HO o
HO
OR;

La configuration du carbone C-25 peut varier, donrainsi deux séries [18], celle des

R;=GLC

Aspaoligonin A

néosapogénines (nigroside 1a) et celle des isoéapuas (Nigroside 1b).

o

HOy,,

OH ’
Q
HO
HO °©

Q

HOy,,

Nigroside la Nigroside 1b

Pour les deux principaux squelettes, en I'abseragodble liaison 5(6) la fusion des cycles A

et B peut étreis outrans.

11.2.2.3 Les sucres :
Le D-glucose, leb-galactose, led-xylose, leD-fucose, lep-apiose, leL-arabinose, le.-

rhamnose et I'acide-glucuronique (figure 29) sont les oses les plagdemment rencontrés

dans la structure des saponosides.
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OH 9y OH HOOC
0 0 o) o]

HO HO HO OH
OH OH OH OH

D-glucose D-galactose D-xylose Acide D-glucuronique
OH
HO
OH CHs
H3C O

A\ o HO" N\ oH

HO HO
HO
OH OH OH
L-arabinose L-rhamnose D-fucose

Figure 29: les différents monosaccharides rencontrés aansdponosides

11.2.2.4 Les acides organiques :
Divers acides peuvent estérifier les saponosidesiwau de I'aglycone ou au niveau des

sucres (figure 30). Ceux qui sont le plus fréquemmencontrés sont les suivants [69] :

R
Acide benzoique H
COOH Ac!de sahcyllque - OH
Acide N-méthylanthranilique NH Me
R
R R R,
R Acide cinnamique H H H
/ CcooH Acide p-coumarique OH H H
R Acide 4-méthoxycinnamique OCH; H H
Acide 3,4-diméthoxycinnamique OCH; OCH; H
. Acide 3,4,5-triméthoxycinnamique  OCH; OCH; OCH;
' Acide férulique OH OCH, H
H CH
N_ /" CHs CHs
c—¢C HO—C
HaC COOH o CH3CH,-CH-COOH
Acide angélique Acide acétique Acide isobutyrique

Figure 30: les différents acides organiques rencontrés snsaponosides.
11.2.3. Extraction et purification des saponosides
Les saponosides sont des composés difficiles arexégar les techniques classiques.

Cependant, I'amélioration des méthodes de punfinatnotamment la chromatographie
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liquide sur colonne ainsi que 'amélioration depmurts de séparation ces dernieres années
permettent d’obtenir d’excellents résultats. Laufey 31 montre un schéma général
d’extraction des saponosides.

[ Poudre végétale ]

= MeOH ou MeOH aqueux a 20%
= Macération (3h), Ebullition
= Filtration

Y

v
Extrait brut
Marcs

= Concentration

Résidu sec

= Dilution dans MeOH
= Précipitation dans (CHCO
= Filtration

Y

Filtrat

Evaporation a sec

Dissolution dans MeOH
Précipitation dans (CHCO et ou BEO
Filtration

v

A 4 v
Filtrat Précipité ethe Précipite acétor

. . = Séchage en présence de
®  Séchage en présence de KOH
P,0s = Dialyse & 48h)

= lyophilisation

[ Saponosides bruts

Figure 31: Schéma général d’extraction des saponosideZ$y.2-

Une fois le totum brut obtenu, la purification fieades saponosides, pour conduire a des
échantillons analysables par les méthodes speoping®s, est réalisée a I'aide de différentes
techniques chromatographiques, en phase normalgesute silice ou en phase inverse sur
silice greffée: chromatographie liquide sous vide), chromatographie liquide a pression
atmosphérique (CC), chromatographie sur plaqueapaépe (CPP), flash chromatographie,
chromatographie liquide & moyenne pression (MPLCyheomatographie liquide a haute
pression (HPLC). Les solvants sont variés et me#iareu la plupart du temps des mélanges

53



de chloroforme — méthanol — eau sur silice et délsunges méthanol — eau sur silice en phase

inverse.

[1.2.4. Détermination structurale

Elle est basée sur la combinaison des techniquestrepcopiques de RMN mono- et

bidimensionnelle et spectrométrie de masse.

11.2.4.1 Spectroscopie de RMN

Les RMN du'H et du*®*C sont actuellement les méthodes les plus efficdems I'étude
structurale des saponosides. Leur intérét s’estiagéce aux progres technigues permettant
'enregistrement des spectres a haut champ etbbéddion de séquences impulsionnelles
mono ou bidimensionnelles. Elles apportent des rinédions sur tous les éléments
structuraux : la nature de I'aglycone, la nature slécres, les liaisons hétérosidiques ainsi que

la configuration des sucres [76].

RMN monodimensionnelle :

« RMN H:

Avec la RMN H, les informations sont apportées, non seulemeent,les déplacements
chimiques mais aussi par la multiplicité des signati les constantes de couplage. Cette
technique est particulierement précieuse pour ferggnation de la configuration des sucres.
La difficulté majeure réside dans la déterminaties chaines osidiques. En effet, les signaux
relatifs aux sucres sont situés dans un intervaigeint entre 3 ppm et 6 ppm [76]. Pour des
saponosides possédant plusieurs sucres, l'utdisatiune séquence multimpulsionnelle peut

pallier aux limites imposées par le spectre monedsionnel.

« RMN ¥c

Il s’agit aussi de la méthode la plus utiliséeglbétude structurale des saponosides. Elle est
particulierement précieuse pour la déterminatiors deisons interglycosidiques, la

configuration et la conformation des sucres. Céméhts sont obtenus grace aux spectres
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totalement découplés et a la séquence monodimergiedEPT qui précise sans équivoque
le nombre de CH, Cket CH;[77, 78].

RMN a deux dimensions

Les séquences multi-impulsionnelles aboutissenvldention de figures de corrélation qui
favorisent une interprétation sans équivoque desctsgs monodimensionnels et qui
permettent I'établissement de la séquence de lmelwsidique et de la position des liaisons
hétérosidiques [78]. Parmi ces procédés, nousndisths : Les couplageSC/*H (2D)
(HMBC et HSQC) et les couplag8d/'*H (2D) (COSY, TOCSY, ROESY et NOESY). Nous
illustrons a titre d’exemples les différentes exgéres de RMN bidimensionnelle utilisées.

RMN bidimensionnelle homonucléaire

* COSY (COrrelated SpectroscopY)

L’expérience COSY homonucléatté-'H est la plus simple et la plus utilisée des exgmees
bidimensionnelles. Cette expérience permet denmeltre en évidence les coupladds.

et °Ju.) et de les distinguer d’aprés l'orientation des éascke corrélation vis-a-vis de la
diagonale. L'expérience COSY n’apporte aucune mfdion sur I'enchainement des sucres
et leur position sur la génine [79, 80].

» HOHAHA ou TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY)

Cette expérience permet de mettre en évidenceoeglages’ [81] et de relier tous les
protons couplés mutuellement dans un méme systerspids. Elle permet aussi de s’assurer
des corrélations des protons établies par CAB¥facon pratique, pour un sucre, il suffit de
pouvoir observer le proton anomeérique padentifier les autres protons de cette unité
osidique. Comme dans le cas de l'expérience COQY, TOCSY n’apporte aucune

information sur I'enchainement des sucres et lesition sur I'aglycone.

* ROESY (ROtational Overhauser Enhancement Spectrosg) ou CAMELSPIN
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L’expérience ROESY consiste a observer des efgtrhauser dans le référentiel tournant,
cad les couplages des protons a travers I'espacquicpermet I'établissement précis d’'une
séquence hétérosidique en visualisant le couplage ks protons osidiques impliqués dans
la liaison. Elle apporte également la confirmatitencertaines attributions de résonance et de
configuration des sucres [80]. Les spectres ROE&Yhpttent donc de trouver la proximité
spatiale de certaines parties de la molécule etcqaséquent, d’en déduire des informations

sur sa structure tridimensionnelle.

* NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY)

L’expérience NOESY mesure également les effets lGaeser et apporte les mémes
informations que la ROESYavec comme seule différence que la NOESY est égilisour
des molécules de haut poids moléculaire telles de® protéines ou pour des petites

molécules comme les flavonoides [79].
RMN bidimensionnelle hétéronucléaire

 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
L’expérience HSQC permet de mettre en évidencelmlage'J **C/*H et d'attribuer sans
ambiguité a partir du spectre proton la majorité daerbones protonés du saponoside et des
unités osidiques.

 HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity)
L’expérience HMBC permet de mettre en évidencedaptage hétéronucléairéd et 3J
13C/*H [82]. Cette technique compléte trés bien I'expéce COSY pour I'établissement de
'enchainement des atomes d’'une molécule. Elle peen outre I'attribution des carbones
guaternaires de la génine.

I1.2.4.2. Spectrométrie de masse

C'est une technique trés répandue dans les domaigesssitant une détermination

structurale. La spectrométrie de masse permet deedales informations telles que le poids
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moléculaire du composé ainsi que des informatiamslas fragmentation de moléculdses
progres de la spectrométrie de masse ont été extnént rapides durant la derniére décennie
. production, séparation et détection d’'ions, asitjon et réduction des données résultantes

ont conduit au développement d’instruments entiergmouveaux [83].

11.2.5. Propriétés biologiques des triterpenes :

Les triterpenes, composés largement répandus dansatlire, sont principalement connus
pour étre des principes actifs de plantes jouissdioh usage non négligeable en

phytothérapie. On citera pour cela :

* La bétuline

L’étude de l'activité d'un extrait méthanolique dészomes deNelumbo nuciferaainsi que

de la bétuline et de I'acide bétulinique a montné inhibition marquée de I'oedeme induit

par la carragénine et de la sérotonine qui étaihpawable a celle des agents anti-
inflammatoires le phénylbutazone et le dexaméthasbes auteurs de cette étude ont conclu
gue les dérivés lupanes ont une affinité pour éeepteurs corticoides [84]. Ce mécanisme
d'action a été confirmé par une autre étude surtrgqudriterpenes isolés de la

Diospyrosleucomelasbétuline, acide bétulinique [85], acide ursolig@léanolique [86].

e L'uvaol

On le trouve dans plusieurs especes en particddies I'olivier ou il a été isolé avec l'acide
oléanolique. L'uvaol administré a une dose de 40/kmgconfere une activité anti-
dysrythmique significative sur I'ischémie et la egfusion arythmique.

Sur la base des effets vaso-dépresseur, cardiameigantidysrythmique de ces composeés, il
a été conclu que l'acide oléanolique et I'uvaol tlaslles de l'olivier africain peuvent offrir

des traitements contre I'hypertension et les défices cardiaques a des prix abordables [87].

e Le lupéol

Le lupéol a une tres faible toxicité, 'administoat d’'une dose de lupéol de 2g/kg a des rats et
souris ne produit pas d'effet indésirable et nevpgue aucune mortalité apres 96h

d’observations. Il a une activité anti-inflammatoians le cas d’inflammations chroniques
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aiguies chez les rats et les souris [88]. Une actiotrinflammatoire remarquable a été
observée sur un modele d’arthrite chronique oudteétait comparable a celui de I'acide
acétylsalicylique a une dose de 100mg/kg.

Une étude récente [89] a démontré I'effet modutatau lupéol sur les altérations de la
prolifération cellulaire induite par le dimethylbemthracéne (DMBA) chez des souris
albinos. Le traitement au lupéol a montré un effetventif significatif (p < 0.01) et un
potentiel anti prolifératif et apoptotique ce qat &#és prometteur pour la lutte contre le cancer
de la peau.

Toutefois, une autre étude a identifié le lupéomowe composé actif des feuilles de
Dendropanaxcf. querceti.Les résultats indiquent une activité anticancéréusatro sur le
carcinome hepatocellulaire humain (Hep-G2, IC50 1) [90].

Aratanechemuge a démontré que le lupéol pouvaitriadiapoptose des cellules leucémiques
humaines (HL-60). Des changements morphologiquesct&istiques de l'apoptose ont éte

observés lorsque ces cellules étaient traitéeslavapéol.

* Les amyrines

Des études ont prouvé l'activité anti-inflammato@tegastro-protectrice chez les rats et les
souris. Une autre étude a montré l'effet protecerl'a et f-amyrine contre les Iésions
hépatiques provoquées par le paracétamol cheafis §61]. L'effet analgésiant deset p-
amyrines est la résultante de la participationkileases A et C [92]. On rajoute a cet effet un

effet anxiolytique et antidépresseur [93].

11.2.6. Propriétés biologiques des saponosides :

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacojlogj les saponines ont été intensivement
étudiées au cours des derniéres années. La comtaus@antifiqgue a démontré un intérét

marqué envers cette classe de métabolites secesadin d'accélérer le processus lié a leur
développement biopharmaceutique [94]. En effet, dagonines a génines stéroidiques et
triterpéniques exercent des activités biologiques variées telles que: activités expectorante,
anti-inflammatoire, anti-tumorale, chimiopréventiaatidiabétique, analgésique ainsi que des
effets hépatoprotecteurs, neuroprotecteurs, asefituteux [95] ou encore inhibiteurs de

I'aggrégation plaquétaire [96].
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Le nombre deffets biologiques attribués aux sapates ne fait qu’'accroitre d’année en
année. Cependant, certaines propriétés mises éanée dans le cas de certains saponosides,
comme des propriétés immunoadjuvante, immunostimelau anti-cancéreuse [67,69, 97]
attirent particuliérement I'attention. En parti@rli nous pouvons citer le cas des saponosides
ayant des propriétés immunoadjuvantes rencontitéexsQuillaja saponaria L’adjuvant est

une substance ou un mélange de substances qui mteginEmmunogénicité des antigenes.
Ces molécules immunoadjuvantes pourraient alors étilisées dans la formulation de
nouveaux vaccins.

Nous limiterons donc notre étude bibliographiqu& auopriétés principales c'est-a-dire le

pouvoir hémolytique, cytotoxique et immunomodulate

» Activité Hémolytique :

Depuis longtemps, les saponines sont reconnuesl@aucapacité a induire la formation de
pores au travers des membranes cellulaires et emisiiner I'hémolyse des globules rouges
(érythrocytes) [98]. Cette propriété a ameneé laemis place de tests hémolytiques permettant
la détection des saponines dans les extraits daegld99]. Toutefois, la forte activité
hémolytique de la plupart des saponines a freingsidérablement leur développement
clinique en raison de leur toxicité potentielleslode traitements donnés sous la forme
d'injections intraveineuses. Le mécanisme exactgoprel les saponines entrainent la rupture
de la membrane des érythrocytes n'est pas encdegt@aent établi [94].

De par leurs structures chimiques trés variées lesisaponosides ne semblent pas posséder
le méme mécanisme d’'actions. Certains auteurs osé phypothése selon laquelle les
saponines interagissent avec la couche lipidiggentmbranes cellulaires [100] pour former
des complexes insolubles avec le cholestérol @dd2) menant a la perméabilisation des

cellules et a la perte subséquente de I'hémoglalzine le milieu extracellulaire.

Saponines

Figure 32 : Représentation du réarrangement supposé des oanssiimembranaires. La chaine
osidique des saponosides étant située vers lttedu port et la partie génine associée avec le

cholestérol membranaif&00].
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Pour démontrer ce phénomene des études ont égeesahvec d’autres membranes comme
celles de liposomes. Elles ont montrés que certsaponosides (Saikosaponosides) sont
capables d’induire des changements de perméahiliiguement avec des liposomes
contenant du cholestérol. Le cholestérol et plugelment les stérols, seraient donc le site
principal d’adsorption des saponosides. En revancime étude a mis en évidence un
mécanisme différent dans lequel 'némolyse desuigstrouges serait causée par l'interaction
des saponines avec l'aquaporine CHIP28 (protéin&ramhsport de I'eau) des membranes
erythrocytaires, altérant ce pore et permettapgksage de molécules plus grosses que I'eau.
Dans ces conditions, I'osmolarité des ions sodiunthdorure n’est plus la méme et la
pression osmotique colloidale fait gonfler la aielqui se lyse [101].

D’apres des études variées, le phénomene d'hénpgserait donc par :

- une adsorption tres rapide du saponoside surelabrane érythrocytaire : cette adsorption
se ferait par complexation du saponoside aveddesls membranaires.

- une organisation du complexe stérol/saponosidamécelle” aboutissant a la formation de
puits et/ou de trous transmembranaires.

- le complexe micellaire favoriserait le passags dms et/ou de molécules du milieu
extracellulaire vers le milieu intracellulaire, afbigsant a la rupture de la membrane
cellulaire.

Ce mécanisme par complexation aux stérols membegnai’'est vraisemblablement pas
unique et certains saponosides doivent aussi és@laés sur la membrane par lI'intermédiaire
des lipides ou posséder des interactions spécffignec des protéines membranaires telles

que linhibition de la N§ K*-ATPase favorisant 'hnémolyse.

» Activités Cytotoxique et Antitumorale :

De nombreuses saponines possedent une activitéoxigioe in vitro envers une grande
variété de lignées cellulaires cancéreuses. Le=suxald'lG, mentionnées dans la littérature
varient entre environ 4 ng/ml a 20 pg/ml en fonctie la nature de la saponine et de la lignée
cellulaire [67]. OSW-1 ou [B163,170-trihydroxycholest-5-en-22-onel®-{(2-O-(4-
méthoxybenzoylB-D-xylopyranosyl)-(3-3)-2-O-acétyla-Larabinopyranoside] (figure 33),

un cholestane acétylé isolé @enithogalum saundersiaest I'une des saponines stéroidiques
les plus cytotoxiques connues jusqu'a ce jour ®3p ihférieure a 1 nM en fait un agent
anticancéreux environ 10 a 100 fois plus puissamt ceux actuellement utilisés en phase

clinigue comme le taxol, la camptothécine et laomigcine C. Des études ont montré que les
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effets cytotoxiques d’'OSW-1 pouvaient étre causaés yne induction de l'apoptose des
cellules cancéreuses. De surcroit, cette sapordnexercé qu'une faible toxicité vitro sur
des lignées cellulaires saines humaines [102].

Figure 33: la structure d’OSW-1

Une autre saponine stéroidique, la dioscine (fi#g a attiré l'attention des chercheurs.
Cette saponine isolée d'un grand nombre de légemglsaintes de la médecine traditionnelle
orientale exerce un vaste spectre d'activités giglees (antitumorale, antivirale, antifongique

et antiinflammatoire) [103]. La structure de latg@t osidique (chacotriose) de cette saponine
est trés particuliére. Elle consiste en une sed@@iucose substituée aux positions O-2' et O-
4' par des sucres de type L-rhamnose. Une étudesaem évidence que les fonctions

hydroxyles aux positions 6 et 8 du L-rhamnose efi Heprésentent les groupements polaires
clés responsables de l'activité antitumorale ddidacine [104]. Le potentiel cytotoxique de

la dioscine et ces dérivés s'est révélé étre em direct avec leur capacité a diffuser a
l'intérieur des cellules cancéreuses. Il est trééréssant de noter qu'aucune interaction

prolongée avec la membrane lipidique n'a été mentrs de cette étude.

,u,,////

Figure 34: la structure de la dioscine
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Au niveau des saponines avec génine triterpénilgu&,irgaureasaponine E a exercé une
activité anticancéreuda vivo significative sur des souris porteuses d'un fimasae. Dans
cette expérience, la réduction de la taille deulmeur était proportionnelle a la dose de
saponine administrée d'une maniére intrapéritortéaite fois par semaines pendant 30 jours.
Les résultats les plus probants ont montré unéitibm significative de 60 % de la croissance
de la tumeur a une concentration de 0,1 mg/kg. gffet pourrait étre di a une activité
immunostimulante telle que I'envoie umor Necrosis Factor au TNF-a [105].

» Activité immunomodulatrice

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sortoems de développement parallélement
a I'amélioration des vaccins déja existants en deiediminuer le nombre d’injections ainsi
gue les doses injectées. Il est donc nécessaiffectiger des recherches en vue de découvrir
de nouvelles molécules qui auront un pouvoir imnstinculant plus important que leurs
prédécesseurs. Parmi ces nouvelles moléculesapemasides semblent étre promis a un bel
avenir. Nous citerons ici un rappel bibliographicgie les saponosides immunostimulants
découverts [106].

Certains saponosides ont montré une activité immstimalante sur divers types cellulaires.
Ainsi, des auteurs ont mis en évidence le réle impstimulantin vitro des saponosides isolés
deRandia dumetorupqui augmente la prolifératian vitro de lymphocytes humains.

L’extrait brut de saponosides d€. saponaria la Quillayanine, Quil-A et I'acide
glycyrrhizique ont tous montré la capacité a stenuh prolifération des splénocytes de
souris. Un effet sélectif a été mis en évidencdesideux types cellulaires, les lymphocytes B
et les lymphocytes T. Les saponosides isolés air pdes racines dcanthophyllum
squarrosumont montré un réle immunomodulateiar vitro [107] et lymphoprolifératif sur

cellules leucémiques humaines [108].
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CHAPITRE IIT

INVESTIGATION CHIMIQUE ET
BIOLOGIQUE DE Genista ulicina Spach.
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I1l.1.Rappels botaniques

D’aprés Quezel et Santa (1963) [Qenista ulicinaSpachest une plante endémique, trés
épineuse a port herbacé, trés ramifié, de 10divi§ions au moins sur la tige principale. Ses
feuilles sont unifoliolées et les épines sont grélénflorescence en grappes floriféres est
située a [l'extrémité des rameaux feuillés, a #earangées, assez grandes. Elle présente

également des gousses laineuses, rostrées, adeecast, noir foncé.

Figure 35: Espécédsenista ulicinaSpach.

. 2. Utilisation en médecine traditionnelle
On ne connait pas d’'usage en médecine traditiande(Benista ulicinaSpach.
lll. 3.Travaux antérieurs sur I'espéceGenista ulicina

Genista ulicinan’a fait I'objet d’aucune étude phytochimique niolbgique, a notre
connaissance. Les travaux présentés ici ont cénsistisolement et I'identification de vingt

composés a partir des parties aérienne&.ddicina Spach.
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[11.4. Chimie extractive
[11.4.1. Extraction

Les parties aériennes (1 kg) déséchées o

nt étérémacad température ambiante par un

mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau : 80 : 20 )/@uis fractionnées par extraction

liquide/liquide succesives au chloroforme, ac

étidehyle etn-butanol, selon la figure 36.

Plante pulvérisée 1Kg ]

\

= Macération a froid dans un mélange Méthanok® KB0/20) (3 x 24h).
y = Filtration

[ Solution hydrométhanolique]

¢ = Concentration

. Dilution avec HO distillée

[ Solution aqueu ]
= Epuisement par CHg(3x300 ml)
= Décantation
Y y
[ Solution du CHG ] [ Phase aqueuse ]
¢ = Evaporation a st
[ Fraction CHCJ (10g) ] = Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
= Décantation
\ 2 \ 4
[ Solution dAcOE1 ] [ Phase aqueu ]
¢- Evaporation a s
Fraction ACOEt (7,2g) . Epuisemgnt par le n- butanol (3 x 300 ml)
= Deécantation
l \ 2
Solutionn-butanoliqu: ] [ Phase aqueu ]

¢ = Evaporation a st

Fraction n-butanolique (20g)

Figure 3€ : Différentes étapes de I'extraction des partieeages désenista ulicina.

[11.4.2. Purification

Chaque extrait a été analysé par chromatographie cewmche mince (CCM) et
chromatographie liquide haute performance (CLHR)hdigue (figure 37) afin d’avoir une

idée sur le nombre de produits a séparer et domegrochoisir I'extrait a etudier.
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Figure 37 : Chromatogramme CLHP analytique (gradient de 4099% MeCN/HO) de la
fraction butanolique (a) et la fraction acétateyletlib) des parties aériennes@eulicina.

Notre choix s’est porté sur I'extrait butanoliquehe en saponosides et flavonoides.

Un premier fractionnement de I'extrait butanoliqd® g) a été réalisé par l'utilisation de la
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur silipeffée Gg, avec le mélange 48/MeOH
(60/40, 40/60, 20/80, 0/100), pour donner 6 fradi(figure 38).

La fraction butanolique ]

= VLC Méthanol/ HO (40/60, 60/40, 80/20, 100/0).

J 40 :60 40 160l 60 :40 v 80 :20 l 100 :O\,

F, (2180 mg) [ Fs et F;(940 mg) ] Fs(1102 mg) Fe (210 mg)

Figure 38 Schéma de fractionnemt de la fraction butanoldg&.ulicina
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Les fractions F (figure 39) et E(figure 40), sont soumises par la suite a des tipésade
purification en utilisant différentes méthodes chatographiques en phase normale sur gel de
silice ou en phase inverse sur silice greffég: €hromatographie liquide sous vide (VLC),
chromatographie sur colonne de gel de silice na@r@C), CLHP semi-préparative.

Ainsi, 20 composés (14 saponosides et 6 flaideg) ont été isolés, selon les schémas

suivants :
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La fraction B

*CC Si0,
[ 90:10 80 ZZOl 70 :30 70:30:2 70:30:5 X
v v
SF 1-12(24,8 mg) [ Sk 35.60(338,9 mg) ] [ Sk 76.68(140,1 mg) ] [ Sk 57.104(173,2 mg) ] [ F105120(195,3mg)
*CC Cg ’\ /
20 (2,7m g) *CCSIiG,
v Y
[ 54-58(128 mg) ] [ 72-78 7,4 mg) ] [ 25-40(40 mg) mmg) ]
=*CLHP semi préparative =*CLHP semi préparative *CLHP semi préparative
2 N ¥ RY v RY
15 17 18 15 16 19(6,7m g)
(68 mg) (2,6mg) (5,53 mg) (8 mg) (5,4mg)

Figure 39 Schéma de purification des flavonoides de latiivacF,.
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La fraction K

*VLC C;g MeOH-H,0 (40/60 & 100/0)

f 55 :45 60 :40 l 70 :30

A

4

70 :30

[ Sk 220-264(66,9 mg) }

80

A

4

R

"CC Gg
=*CC Si0,

v RY
\
20-28 29-47 39-51 86-112 6 7 10 11
(2,1mg)  (3,3mg) (68 mg) (3 mg)
=CLHP =CLHP =CLHP
3(4,1m g)
22 RY

v A4

3 5 1 2 3 4
(1,5mg) (25mg)  (43mg) (46mg)  (5mQ) (2,7mg)

[ Sk 265.284(138mQ) } [ Sk 351-357(49 mQ) } [ Sr 368-382(138,6 mg) }

[ Fags-300(75MQ) ]

*CLHP

*CLHP

*CLHP

;

N ¥

(1,6 mg) (5,6mgq)

Figure 40: Schéma de purification des saponosides de ladrad-
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[11.4.3. Détermination structurale des saponosidesbtenus

Les structures des produits isolés ont été élusig@ancipalement par l'utilisation des
techniques de résonance magnétique nucléaire (RMNyrotorH et du carboné®C & une
dimension, et & séquences multi-impulsionnelleedx dimensions homonucléairéd-*H
COSY,H-"H NOESY,'H-'"H ROESY,'H-'H TOCSY, et hétéronuclairésl->C HSQC,'H-
13 HMBC, aussi par spectrométrie de masse hautdutiéso HR-ESI, par la mesure du

pouvoir rotatoire et par comparaison avec les desé la littérature.
[11.4.3.1 Détermination structurale du composé 1
Le spectre de masse haute résolution obtenu en HRB mode positif (figure 41), montre

un pic d’ion pseudo-moléculairendz659,4141 [M+Na], soit une masse moléculaire égale a

636,4 correspondant a une formule brute gigzOo.

Gu 3%-47 1)
THRE16 234 (7.213) AM (Top,4, Ar,500C.0,622.57,1.00,LS 10); Sm (Mn, 4x1.001; Sb(1,40.00 ); Sb (1,40.00 ); b (1,4000 ); Sb(1,4000); 5 1: TOFMS ES-
50 4144 a5

101
[M+Na] *

6604240

6754001

o 150.0142 2221231 2751155 240 1o4n 4122708 308440, coes sogaens 6204310 ) | 717.4707 7954002019 4120 8755774 00717 993.3762 1182327
Tk T aby T2k e ako | ado | 4Ro | sbo | sso | eto | &k0 700 7 ' w00 | gk ' abn ' ek ' 1000 | 1080
Minimum: -1.%
Mzximum: zioL o 5.0 50.0
Mzss Calc. Mass mla EPM CBE Score Formula

bIY.42144 BOY. 4150 0.y 1.4 L P%-] 1 L3 460 LY Nz

Figure 41: Spectre de masse HR-ESI-MS du comfdosé

Le spectre de RMRH (figure 42) révéle clairement la présence de :

- sighaux caracteristiques d’'une unité osidiquet tiproton anomérique résonne a 4,34 ppm
(d,J=17,8 Hz).

- cing signaux singulets dans la région blindéeeci{88 et 1,09 ppm, intégrant pour trois
protons chacun, correspondant a des groupementsylestd’'un squelette triterpénique
pentacyclique et résonanta 1,09 (H-23), 0,88 (H-24), 0,98 (H-25), 0,98 (H-26)90 (H-
29).

- un massif de protons résonant entre 0,91 et @2pd® correspondant aux -CH et -CHes

cing cycles.
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- un signal déblindé sous forme d’un triplet,a5,64 €, J= 3,3Hz, H-12) attribuable a un
proton éthylénique, signe d’'une insaturation damadlécule.

- un doublet de doublets a environ 2,05 ppm atatibeiau proton H-18.

D’autres signaux sont enregistrés dans la zonepd&sns osidiques, entre 3 et 4,5 ppm
indiquant des fonctions oxygénées sur la génine :

- un proton H-3 résonant sous la forme de doutdatalibletsdd, J=11,3 - 5,3 Hz).

- trois systemes AB résonant a 3,55 et 3,82 pghrd £12,3 Hz), 3,20 et 3,5%(J = 11,1 Hz)

et 3,45 et 3,494 J= 11,1 Hz).

ik

o

3]

127. 93
105

Carbones
Carbones méthyléniqug
osidiques
C-1 C-3 C-5 | ( | \
C-12 | | {|II‘ : |||‘ I
C-13 | 27 | Cor | I
[ 6 | | 1!
|
. | H \7 L U“M
[ L I DU I B I T T |
130 120 110 100 90 40 30 20 ppm

3

wmr-,_¢mq-|nr—||nor-r~-_ummuhoc\lmu Hhmnnmc\muzmc
[l i M B e s U g B S v R O e R U B N I el ¥ B o B0 o W) o]
e s W ol I e e s O -« QA T = R R T S T W B s o W e o B T B T S I B
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212
208
200
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967
926
a19
911
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I
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H-12 | H-18
1 I
| f
B Ik J JJJ ﬂ'& "JMM ity J\, o ""uf SR
5|5 EIU 4‘5 4IU 3 5 SIU 2|5 2|U 1 5 1|0 ppm

Figure 42: Spectres de RMRH et™*C du composé

Le spectre de RMN®C (figure 42) indique la présence de 36 carbones 8@ sont attribués
a la génine et 6 au sucre. On distingue quelqu&®ras caratéristiques :

- cinq carbones méthylénique résonants aigikb,2 et 27,1 ppm.

- un ensemble de carbones résonants éptt&,9 et 55,4 ppm, attribuables aux gKCH et C
quaternaires.

- deux carbones éthylénique8£127,9 ppm et 138,4 ppm.

- un carbone anomérique a 105,3 ppm.
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- quatre carbones & 61,4, 63,2, 65,3 et 67,9 ppm indiquant quatre yiétles oxydés
(CH,OH) dont un appartenant a un hexose.
- cinq carbones de méthynes oxydés (CHOH) donpéréipnnent au sucre.

Ce premier constat permet de déduire que le compo®st constitué d'une génine
triterpénique a squelette oléanene tetrahydroxysélestituée par un hexose.

A partir du proton anomérique a 4,34 ppm Jd; 7,8 Hz), I'expérience COSY (figure 43)
permet de mettre en évidence la présence de sefunprd’'un hexose. Les constantes de
couplage vicinales, mesurées a partir du specti@Mi *H, entre les protons H-1' et H-2'
(J=7,8 Hz), H-2' et H-3'J=8,6 Hz), H-3' et H-4'J= 8,5 Hz) et H-4' et H-5J(= 9,4 Hz) sont
toutes supérieurs a 7 Hz, ce qui indiqgue qu’ilststous trans-diaxiaux. Ceci est

caractéristique d’'ufi-D-glucopyranose.

|_|II-I}' A -"" A LA ! ."‘I-. Ao x l|I|I .III. i .J. ..I. J | -‘I| |I o .|I.,-‘-L,f..
— | : . : ‘ - { . .- sk [ l h
‘-__..:"I' | - | I | AB -m I. x -
~= | | -, a
N | ' 4 | 3 [ .
—= - ~ | , , 1304y 213
___—__:I ‘- i a0 | . ﬁ fl /5
I | ' = s | 56" E=
=[] ] : &= = == 575 =]
1 |6'a/6'b -
- |
— 1 - j ‘ ! l:a.- "
T S A S R M W B S T il

Figure 43: Spectre COSY de la partie osidique du comgosé

Les valeurs des déplacements chimiques des carlbonespondants, établies apres analyse
de I'expérience HSQC, sont en accord avec celles ffD-glucopyranose terminal (tableau
3) [110, 111].

A patrtir des protons caractéristiques individuaigé¢ identifies précédemment, I'expérience
COSY (figures 43 et 44) permet d’identifier la phwp des protons non analysables
directement sur le spectre de RMIrésonant entre 0,91 et 2,05 ppm :

- les protons H-2 a partir de leurs corrélationscae proton vicinal H-3.

- les deux protons H-11 a partir de leurs corréfegiavec le proton vicinal H-12.
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- le proton H-9 vicinal aux protons H-11.
- les deux protons H-19 vicinaux au proton H-18.

_ ppm

J | | |
:%r ) r= P — -
_ 2 === = 1
— = ~. - -
= ] = ae— g ===15¢/16¢
= | == == = 21¢/22¢ 5/6¢
-§: e o = : = = e e/l |
@ o ; o == . ..F
= = 15 5p | S/6b
= = = | == (el e &
- = Fesis e=F % p . L DNz
2 =% &= LO0cl0ll Io5elo
11 9 ZE 2b 14 0/4-0 Q10O
4ro— 1819 18/19e
| 3/ 3/pk
— - ==
== N IS AN N IS A IR I S
Ay | 20 1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9

0.8

1.0

1.2

1.4

Figure 45: Spectre COSY de la partie génine du comfosé
L'analyse des couplages hétéronuclédides visualisés sur le spectre HSQ@nodulé

(figure 46) permet d’attribuer les déplacementsnitpiles des carbones (tableau 3) qui les
portent (C-2, C-3, C-9, C-11, C-12, C-18, C-19).
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Figure 46 : Spectre HSQQ-modulé de la partie génine du compasé

L’'analyse de I'expérience HMBC (figure 47), quswalise les couplages entre protons et
carbones distants de deux ou trois liaisdis.d, *Ju.c), permet I'attribution des méthyles et
les autres carbones de la génine.

Dans cette expérience, les protons meéthyléniquesleat au maximum avec quatre carbones
constituant le socle de la base carbonée qui lgg.painsi les méthyles 23 et 24 correlent
avec le carbone C-3. Ces méthyles couplent égateaven le carbone quaternaire C-4 (38,8
ppm), le carbone C-5 (55,4 ppm) qui correle augscdes protons méthyliques en 25 (figure
47 et 48). Le carbone C-5 corréle sur le spectr®E@vec son proton H-5 qui permet de

localiser les protons H-6 et H-7 sur le spectre €@86leurs carbones respectifs.

Figure 47 : CorrelationsJ.c et®Jy.c des protons 23 et 24 observés sur le spectre HMBC.
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Le méthyle 25 couple avec les carbones C-1 (38d) pP-10 (36,6 ppm) et C-9 (48,4 ppm).
La corrélation erflJ,.c observée toujours sur le spectre HMBC entre léopréi- 9 résonant &
1,98 ppm et le carbone éthylénique C-12 résonah@9 ppm permet de confirmer la
localisation de la double liaison enxXC;3.

Le méthyle-26 couple avec le carbone C-9, le cabGn7 (32,8 ppm) et les carbones
guaternaires C-8 (40,2 ppm) et C-14 (46,9 ppm).disdinction entre ces deux derniers
carbones est possible du fait de la corrélatidnc du carbone C-14 avec le proton
ethylénique H-12. Les carbones C-8 et C-14 déjatifiles couplent avec deux protons
résonant a 3.55 ppm (d=12,3 Hz) et 3.82 ppm (d=12,3 Hz) attribués aux protons H-27,
eux méme corrélant avec le deuxieme carbone éihyiérmuaternaire résonant a 138,4 ppm
attribué au carbone C-13 et avec le C-15. L’'anatysespectre HSQQ-modulé permet a
partir du carbone C-15 d’attribuer les protons HelBexpérience COSY permet de localiser
les protons H-16 puis leur carbone C-16 correspatnplar analyse de leur corrélation sur le

spectre HSQQ-modulé.
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Figure 48 : Spectre HMBC de la partie génifmone méthyles) du composé

L’expérience HMBC montre les corrélations du cask@i16 avec deux protons résonant a
3,20 ppm ¢, J= 11,1 Hz) et 3,57 ppnd(J= 11,1 Hz) attribués aux protons H-28 (figure 49),
eux méme corrélant avec un carbone quaternaireagsa 36,5 ppm attribué au carbone C-
17 et un carbone a 30,1 ppm.attribué au carbon2. C&proton H-28b résonant a 3,57 ppm,
montre également une tache de corrélation avearboge résonant a 41,4 ppm attribué au
carbone C-18. Les protons H-22 sont attribués’paalyse de leur corrélation sur le spectre
HSQCJ-modulé avec le carbone C-22.
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Figure 49 : Spectre HMBQJu composéd

Ces protons correlent sur I'expérience COSY ags@lotons H-21 et I'expérience HSQC
modulé conduit au carbone C-21 correspondant.

Les protons du méthyle 29 résonant a 0,90 ppm, etfdrges couplages avec les carbones C-
20 (35,0 ppm), C-21 (28,8 ppm) déja identifieé, C{40,6 ppm) et C-30 (65,3 ppm) (figure
50), le déblindage du carbone 30 indique que lg-8Hest oxydé en alcool primaire.

Figure 50 : Importantes corrélatiorfs.c et *J4.c observées pour le compadké

Les effets rOe observés sur le spectre ROESY i@l entre les protons : H-18/H-12 et

CH,-30 confirment 'orientatiorfi-axiale de ces protons.
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De méme, l'orientatiom-axiale du proton H-3 est établie par I'observatiteffet rOe entre
les protons H-3/H-5 et H-3/H-23 (figure 51).
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Figure 51 : Spectre ROESY du compo$e

HOH,C

“ICH,OH

/7 N effetroe

Figure 52 : Importants effets rOe observés pour le comgosé
La génine est donc identifiée comme étant un dewyé@é de I'érytrodiol, I'oléan-12-ene -
3B,27,28,30-tétraol ou 27,30-dihydroxyérythrodiol stiné en position 3 comme le suggere
le déblindage du carbone C-3[109].
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La corrélation®J,.c observée sur le spectre HMBC entre le proton aniouerH-1' du
glucose et le carbone C-3 de la génine montre gusucre est attaché a I'hydroxyle en
position 3, ceci est confirmé par I'effet rOe olvgeentre le proton H-1' et le proton H-3 de la
génine.

L’expérience ROESY permet de confirmer la formeampase du glucose par les effets rOe
observés entre les protons axiaux H-1'/H-3' et/H-%'".

Toutes ces données nous permettent de proposercpouompose, la structure nouvelle
suivante : 39-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng,27,28,30-tétraol A notre connaissance,

ce composé n'a jamais été décrit dans le regnealégé

OH CH,OH

HO

HO

&
N

OH

3-O-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28,30-tétraok1)
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Tableau 3 : Déplacements chimiques en RM#I (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composél dans CROD.

N° dc OH (m, J HZ) N° Oc O (m, J HZ)
1 | 384 1,04td (11,9 - 3,3), 1,61 dm (11,9) 20 35,0-
2 | 25,6 1,71 m,1.94m 21 28,8 1,24 td (13,7- 3,8),
1,44 dm (13,7)
3 (894 | 320dd(11,3-53) 24 301 1,33 dm (13,5

1,56 td (13,5 - 4,3)

4 388 | - 23 | 27,1 | 1,09s

5 | 554 | 0,91dm (12,8) 24| 156| 088s

6 | 17,9 | 1,45td (11,8-2,6), 1,61 dm (11,9) 25 1500,98s

7 32,8 | 1,39dm (11,3), 1,71 m 26 17,3 0098s

8 | 402 | - 27 | 63,2 | 3,554 (12,3), 3,82 d (12,3)
9 | 48,4 | 1,98dd (9,7-7,6) 28 67,9] 3,20d (11,1)731%11,1)
10 | 36,6 | - 29 | 26,6 | 0,90s

11 | 235 | 1,90, m 30| 653]| 3,45d(11,1),3,49d (11,1
12 | 127,9 | 5,641(3,3) GIc (en C-3)

13 | 138,4 | -

14 | 46,9 | - 1" | 1053 | 4,34d(7,8)

15 | 21,1 | 1,10 m, 1,68 m 2| 743] 321dd(8,6-7,8)

16 | 22,0 1,23 dd (13,7-3,8),1,83td (14,1-4,7) ' B76,9 3,36t (8,6)

17 | 365 | - 4 703 | 3,31t(85)
18 | 41,4 | 2,05dd (13,8 - 4,2) 5/ 76,3 3,26ddd(%,3-2,3)
19 | 40,6 | 1,36 dm (13,7), 1,531 (13,7) 6 61,4  3BB(11,9-2,3),

3,85, dd (11,9 - 5,3)

[11.4.3.2 Détermination structurale du composé 2

Le spectre de masse haute résolution obtenu en HRS (figure 53) montre un pic d’ion

pseudo-moléculaire @/z659,4128 [M+Na] (calculé 659,4135), correspondant a la formule

brute GeHesoOgNa.

PR k]
100 659.4128

[M+Na] *
SE— . 1285787

U
660.3962
o 1170289 177.0202 3371627 55 1449 4132704 | erane| ersan

150 200 250 300 350 400 450 500 550 GO0 650 oo 750 80O a50 200 950 1000 1050 1100 1150“ 1200 1250

Minimum: -1.5
Maximum: 5.0 5.0 50.0

Mass Calc. Mass mba FPM DEE i-FIT Formala

6€55.4128 659.4135 -0.7 -1.1 6.5 B78.2 C36 HEOD 09 2INa

Figure 53: Spectre de masse HR-ESI-MS du compbsé
Le spectre de RMNH de compos® (figure 54) est trés proche de celui du compbs®n

retrouve tous les signaux caractéristiques du cegipdes signaux de 5 méthyles singulets,
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le signal du proton oléfinique et on observe atress systemes AB correspondant aux trois
alcools primaires. Le spectre de RKN montre également les signaux des protons du

glucose.

105,347
89,400

136.32
127.68

=== TS

H-12 H-1' J H-18 |
| X b | i id s N e o AL

Figure 54 : Spectres de RMRH et**C du composé

Cependant, la disparition du signal du méthyle 28,8 ppm et I'apparition d’un signal a
18,2 ppm (tableau 4) ainsi que le déblindage doasig 73,2 ppm pour le méthyle oxygéné
suggere cette fois I'oxydation du méthyle 29 auldu méthyle 30. Cette hypothese est

confirmée par I'observation d’effet rOe entre lestpns du méthyle 30 et H-18 (figure 55).

AL —"-*—F—J_-'-H—-—J"-r'-_"J— : S— -_~---_f-:-~_--_—--r--fr+--—~_m|fx|lL pom
= I I i 1 T
= | = T R
" H-3H5 H-18H-3C= FT ¥ ke bt
— {".- - 1 | 1 e T el : £) 10
% L. 4 Hi3/H-23 e |. : S — ( LB
;:. [ B N1 4 4 1.2
li-_ — — . i - "1 1.3
—\.g I 1 L 1 v I 1.4
3 i ® b,
< - . -tk i e
i_ i " i*r_ R -t
3 IR I S
3| H i k) 20
#l|
5 LB W —1 =
4.8 3.5 EE-] 2.5 ijﬂ '11! ‘l.ﬂ PRm

Figure 55 : Spectre ROESY du compo2é
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La corrélation®Jy.c observée sur le spectre HMBC (figure 56) entrertéqm anomerique H-
1' du glucose et le carbone C-3 de la génine maqieece sucre est attaché a I'hydroxyle en

position 3. Ceci est confirmé par 'effet rOe olvgeentre le proton H-1' et le proton H-3 de la

génine.
IL A’J“_ll\_J.LJI.,_.._JJ-‘LLA)‘JL T S VN N _,,\MJ[’KJLJ[U_ i ppn
C-3— [ ) = o f I
C-3/H-1'
95
100
C-1— - L] - L] 105
C-1'/H-3
110
115
120
125
C-12— Cr12/H-18%= e C-12/H-11
130
135
C-13.1 C-13/H-27. C-13/H-18 = ' C-13/H-11 140
4.5““4.[]““3.5“II3.EIIIII2.5IIII2.DIIII‘I.5IIII1.DII ppm

Figure 56 : Spectre HMBQdu compose

L’ensemble des données précédentes nous pernsetdatablir la structure du compogé
comme étantle ®-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng,27,28,29-tétraol ou 27,29-
dihydroxyérythrodiol, nouveau composé naturel.

§\CHZOH

CH,OH
OH 2

HO

R
S
S
N

OH

3-O-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28,29-tétraq(2).
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Tableau 4 : Déplacements chimiques en RM# (600 MHz) et RMN*C (150 MHz) du
compos& dans CROD.

N° dc Oy (M, I H2) N° dc dn (M, I H2)
1 |383 1,03 m, 1,51 m 20| 35,7 -
2 | 25,6 1,70 m, 1,95 m 21 28,0 1,13dm (137),1,41 m
3 (894 3,20dd (11,9, 4,1) 22 29,9 1,41 dm (14,50 m
4 | 38,8 - 23 | 27,0 1,09 s
5 | 554 0,92 m 24| 15,6 0,88 s
6 | 17,9 1,471td (13,2-3,7),1,61 m 25 15,2 0,99 s
7 | 32,7 1,381td (13,2-2,8), 1,70 m 26 17,3 0,99 s
8 | 40,2 - 27 | 63,2 3,53,d (12,2), 3,83, d (12,6)
9 |48,1 1,981 (8,2) 28| 68,2 3,21d (11,1), 3,6@M4Y)
10 | 36,5 - 29 | 73,2 3,20 sl
11 | 23,6 1,92 m 30| 18,2 0,92s
12 | 127,7 | 5,611t(3,4) Glc (en C-3)
13 | 138,3 | -
14 | 46,9 - 1" | 105,44 4,34 d (7,8)
15 | 21,2 1,04 m, 1,71, td (13,7 - 4,9) 2 743 31a18,9 - 7,8)
16 | 21,6 1,20 dm (13,7), 1,85, td (13,7 - 4,7) 3' 6,97 3,361 (8,9)
17 | 37,0 - 4" | 70,3 3,311(8,6)
18 | 41,2 2,12 dd (13,6 - 4.0) 5/ 76,3 3,25 ddd {33 - 2,3)
19 | 39,7 1,08 m, 1,67 t (13,5) 6] 614 3,68 dd (15%)
3,85dd (11,9 - 2,3)

[11.4.3.3 Détermination structurale du composé 3

La formule moléculaire brutezgHssO10du composé a été déduite a partir du spectre deemas
haute résolution HR-ESI-MS enregistré en mode pdBdure 57). Il montre en effet un pic

de 'ion pseudo-moléculairera/z 673,3921 [M+Na], soit un gain de 1dmapar rapport a

54 20-28 (3)
17HRS24 102 (B.021) AM (Tep 4, Ar 5000.0,1072.25 1.00LS 10); Sra (Mn, d1.00); Sh (1,40 00 ); Cm {185:182) 1: TOF MS £S5+
0. 6733321 2.97e3
100-
° +
[M+Na]
LT
. 74 33F3
TM.2004
- 578 1304
rn oI g 7 7 a7 g 47 ol ARG 344 g -
A7 s 437556 420 eracyy | FISIIT ST ganapag ggazes B85 SO gagagry ) 707.4247 7294000 HodaEd
Dbt bl et i dpiebpe et R bl i i . Iy ) " i 1N 1 it n e
Trovthp ittt prbe L me =l gt apeard sbebefectipe 2 el PR pebelpred e e bfed st ol eried- et bl mpetepofefpeete i Ao gtk esfocepie bt st plel el e TRy el ot fr TRt A7 iz
470 450 430 500 510 520 S30 540 530 360 STC 530 90 600 610 B0 B30 640 ESD) 660 390 GB0 630 TOO  TID T TM THO
[_r Litin: -1.5
M2 imim . 200.3 c.a cc.a
Ma=a Matr. Mass mra TEM TER Snare Formm 1a
£73.3021 E71.3023 -a.7 -1.0 7.8 1 C3&  EE8 010 Wa

Figure 57 : Spectre de masse HR-ESI-MS du com@sé
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Le spectre de RMRPC (figure 58) réveéle la présence de 36 carbonesiparx, un résonant a
178,8 ppm indique la présence d'une fonction atebonyle). Une comparaison avec le
spectre de RMN®C du composé décrit précédemment montre que le C-14 est fatem
déblindé a 55,9 ppm (tableau 5), de méme pour Tedéblindé a 36,5 ppm au lieu de 32,7
ppm a cause du céne d’anisotropie du carbonyleldbdindage de ces deux derniers suggere

que le C-14 est substitué par un carbonyle.
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Figure 58: Spectres de RMRH et**C du compos8

Le spectre de RMNH (figure 58) du composg est trés proche de celui du comp@sé&n
effet, on reconnait pratiquement tous les signaexlal génine et du glucose, la seule
différence notable se réside au niveau de la géstireela par la disparition des signaux de
deux protons résonants a 3,53 ppm et 3,83 ppnbwaiaux protons H-27, confirmant ainsi
que le groupement carbonyle est porté par le carioh4.

L’analyse conjuguée des spectres HSQC et HMBC, ged® caractériser tous les protons et
les carbones de cette molécule. La corrélatiotdigp observée toujours sur le spectre HMBC
(figure 59) entre le proton anomeérique H-1' résomrga4,32 ppm et le carbone C-3 de la
génine montre que ce glucose est attaché a I'’hytre@n position 3 de cette génine, ceci est

confirmé par I'effet rOe entre le proton H -1leproton H-3 de la génine.
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Figure 59 : Spectre HMBC, partie osidique du comp@8sé

La structure du composg a pu étre établie comme étant I'acid®©-3-D-glucopyranosyl-
oléan-12-ene{828,29-triol-27-carboxylique. Ce produit n’a faibbjet d’aucune citation
antérieure.

SHaoH

CH,OH
OH

HO
OH

R
S
N
N

acide 30-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng,28,29-triol-27-carboxyliqueés).
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Tableau 5 : Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composé& dans CROD.

N° Sc 8H (m, J HZ) N° 8(; 8H (m, J HZ)

1 (385 | 1,03 mL,68d (134) 20 357 |-

2 (257 | 1,70tm (13,4)1,95 m 21 281 | 1,16 dm (13,2135 tm
(13.2)

3 (893 | 316m 22 | 297 | 1,38 m1,551 (153 -5.,0)

4 | 38,7 - 23 27,1 1,05s

5 | 55,6 0, 79dm (11,6) 24 15,6 0,87 s

6 | 17,9 1,40 m, 1,56 m 25 15,5 1,08 s

7 1365 1,32 m, 1,68 dm (13,4) 26 17,3 1,05s

8 394 - 27 178,8 | -

9 (46,9 | 2,04 dd10,7 - 6,0) 28 | 684 | 3,20d (11,08,54d (11,0)

10 | 36,4 - 29 73,0 3,15 sl

11 |1 21,4 1,94 m 30 17,9 0,90 s

12 [ 1258 | 5.60¢(3.0) GIc (en C-3)

13 | 137,1 | -

14559 |- T 1053 | 432d (7.8)

15 [ 21,4 | 1,721(12,89,01 dm (12,4) > 743 | 3,20dd (8,7-78)

16 | 22,6 | 1,19 dm (15,01,97 m 3 769 | 3,35t(8,8)

17 (375 |- 4 703 | 3,301(8,5)

18 | 43,6 | 2,13 dd (13,5 - 4,0) 5 | 76,3 | 3,26ddd (85-53-272)

19 (382 | 1,00 mL,50 t (13,5) & |6L,4 | 3,68dd(11,9-5,), 3,86, dd
(11,9- 2.2)

lll. 4.3.4.Détermination structurale du composé 4

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MSodyosé4 (figure 60), présente un pic
pour I'ion pseudo- moléculairerd/z673 ,3933 [M+Na] (calculé 673,3928), correspondant a

la formule brute ggHsgO10Na.

Gu 86-112 (5)

I
11HRG22 150 (4900) AM (Top,<, Ar,5000.0,822.36,1.00,LS 103 Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,40.00); Sb (140,00 J Sb (1,40.00 J; Sm {152:160) 1: TOF MS ES+
o 572,905 5.06a2
+
[M+Na]
o%
£74.3056
- ) G88.3715 70,9001
4803622 5113380 541855 5653578 5003788 6243743 6433773651485 || | popasge 7410”068 767.3830

Ttléﬂ'4&)'500'510'620'Séu'540'550'SEO'5?’0'$0'59('6&0'610'620'6?0'640'650'660'6?;]'690'6¢0'?00'?10'?20'?90'?4'0'?50'?60 770780 e

Minimum: -1.5

Maximum: 200.0 5.0 50.0
Mass Cale. Mass nDa EPM CBE Scere Fermila
673, 3933 573, 3%28 0.5 0.8 7.5 1 C36 H38 Cl0 HNa

Figure 60 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compbsé
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Les spectres de RMRH, *C, et HSQC de ce composé présentent de fortestsitiei avec
celui du compos8. En effet, le spectre RMRH (figure 61) présente 5 signaux résonant
entre 0,88 et 1,24 ppm attribuable aux 5 méthylessignal du proton oléfinique, (J =
3,8Hz, H-12), deux systémes AB dont I'un réson&s5® ppm @, J = 11,9Hz) et 3,82 ppm
(d, J = 11,9Hz) et l'autre a 3,24 ppnd,(J = 10,9Hz) et 3,57 ppmd( J = 10,9Hz)
correspondants a deux alcools primaires.

Le déblindage des protons H-19 dont les signautesoa 1,43 et 2,13 ppm, H-21 sortant a
1,48 et 1,83 ppm et des protons du méthyle H -B@usoa 1,24 ppm (tableau 6), illustre bien
la présence d’'un carbonyle libre en C-20.
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Figure 61: Spectres de RMRH et™*C du composé.
Cette attribution est confirmée d’'une part par ébloshdage du C-20 résonant a 42,1 ppm et

d’autre part par le spectre HMBC (figure 62) quintre une tache de corrélation entre les

protons du méthyle H- 30 et le carbone C-29 résoad81,5 ppm.
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Figure 62 : Spectre HMBC du compogg(zone génine) dans GOD

Lattribution compléte des signaux observés en RN®I confirmant la structure proposée,

est établie conjointement par I'analyse des expéee de corrélations héteronucléaire HSQC

et HMBC.
La partie osidique de ce composé, s'avere identigoelle du compos2 comme l'indiquent

les valeurs de&¢ et (tableau 6). La substitution en position C-3 dgédaine par un glucose
est indiquée par la visualisation de I'effet rO¢rehe H-1' du glucose et le proton H-3 de la
génine et par la présence d’une tache de cornél3lin: entre H-1' du glucose et le carbone

C-3 de la génine observée sur le spectre HMBC.

La stéréochimie de ce composé est établie parlys@adu spectre ROESY. En effet il
présente des corrélations entre ddF85, H-3u/H-23 et H-m/H-23, il montre également des

corrélations H-1B8 /H-30 et H-18 /H-12.

L’analyse des spectres de RMN, °C, COSY, HMBC et ROESY permet d'identifier le
composé4 comme étant l'acide @-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28-triol-29-
carboxylique. A notre connaissance, ce composgusi@u'a présent jamais été deécrit dans le

regne vegetal.
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OH

HO

OH

acide 30-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-éng27,28, triol-29- carboxyliqués).

Tableau 6 : Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
composél dans CROD.

N° dc O (m, JHZ) N° dc O (m, JHz)

1 |384 1,04 tm (15,41,61 m 20 42,1 -

2 | 25,6 1,71 m1,94 m 21 28,5 1,48 dm (12,1), 1,83 td
(14,6 - 4,6)

3 1894 3,21dd (11,7-4,2) 22 29,6 1,42 m, 1,63 m

4 | 38,8 - 23 27,1 1,09s

5 [554 | 0,92 dm (13.4) 24 156 | 0,885

6 |17,9 1,45d (12,1),1,61 m 25 15,2 0,98 s

7 (327 | 1,38dm (13.1L,72 m 26 172 | 0985

8 |403 | - 27 63,3 | 3,56d (11,98.82d (11,9)

9 481 | 2,01dd(9,9-838) 28 | 67,8 | 3,24d (10,9857 d (10,9)

10 | 36,6 - 29 181,5 -

11 | 23,6 1,92 m 30 18,4 1,24 s

12 [ 1282 | 563t (3.8) Gic (en C-3)

13 | 137,7 | -

14467 | - 1 | 1054 | 4,34d (7.8)

15 | 21,0 | 1,10 dm (13,9),,70 td (13,9 - 5.,2) > |743 | 3,21dd(9,2-7.8)

16 | 21,8 | 1,22dm (14,6), 1,87td (14,6 -56) 3 | 76,9 | 3,26t (8,6)

17 | 365 | - 4 703 | 3,31t(8,6)

18 40,8 | 2,15dm (13.7) 5 | 76,3 | 3,26ddd (8,6-573-3,0)

19 | 39,3 | 1,43dm (13,7), 2,13t (13,7) 6 |61,4 | 3,68dd(11,9-53),
3,85, d (11,9 - 2,7)

[11.4.3.5. Détermination structurale du composé 5

Le composé 5 présente une formule moléculaire gHAD14. Cette formule est déterminée
grace au spectre de masse haute résolution HR-ESidflenu en mode positif qui présente
un pic pour I'ion pseudo-moléculairendz821,4671 [M+NaJ (figure 63), correspondant a
une masse moléculaire égale a 798, soit un galtbadema ce qui suggere la présence d'un

hexose supplémentaire par rapport au compose
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GU20.47 (1)
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Figure 63 Spectre de masse HR-ESI-MS du comppsé

Le spectre de RMRFC (figure 64) du composgrappelle sans ambiguiité celui 2dl permet

de reconnaitre quasiment tous les signaux du col@os
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Figure 64 Spectres de RMRH et*C du composé dans le CBOD.

La différence réside au niveau de la partie osgligticela par I'apparition des signaux de
deux protons anomériques résonant a 4,23 pprd 4,8 Hz) et 4,34 ppm (dl=7,8 Hz).
Leurs carbones respectifs, attribués a l'aide aéetsp HSQC, résonant a 103,5 et 105,4 ppm.
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A partir du proton anomérique a 4,34 ppm et I'asalgdu spectre COSY, sont attribués sept
protons d’'un hexose. Les grandes valeurs des cuastde couplage (> 7 Hz) montrent qu’il
s’agit comme pour les saponosides précédents,fdinglucopyranose (tableau 7).

La corrélation enJy.c observée toujours sur le spectre HMBC entre leopranomérique

H-1' résonnant a 4,34 ppm et le carbone C-3 déhéne montre que ce glucose est attaché a
I’'hydroxyle en position 3 de cette génine, ceciastfirmé par I'effet rOe entre le proton H -
1' et le proton H-3 de la génine.

A partir du second anomere, résonant a 4,23 pmxpdérience COSY (figure 65) permet de
mettre en évidence la présence de sept protons sBoond hexose. Les constantes de
couplage vicinales entre les protons vicinaux HellJ=7,8 Hz), H-2" (tJ= 7,9 Hz), H-3" (t,

J =8,8 Hz) et H-4" (tJ = 8 ,7 Hz) toutes supérieurs a 7Hz, révélent ggdst tous axiaux,
caractéristiques d’ur-D-glucopyranose. Les valeurs des déplacements dmmicles

carbones sont en accord avec celles @4oaglucopyranose terminal (tableau 7) [110, 111].
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Figure 65 : Spectre COSY, partie osidique du composkans le CROD
La corrélation enJ,.c observée sur le spectre HMBC (figure 66) entrertgon anomerique
H-1" du deuxiéme glucose et le carbone C-29 dgtténe, montre que ce sucre est attaché a

I’'hydroxyle en position 29.
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Figure 66 : Spectre HMBC, partie osidique du comp&s#ans le CROD
L'analyse du spectre ROESY (figure 67) permet defiomer cette attribution par

visualisation d’effets rOe entre les protons Het"H-29.
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Figure 67 :Spectre ROESY, partie osidique du compesans CROD
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L’expérience ROESY permet de visualiser d’autrasétations entre :

- H-1/H-3, H-1/H-3' et H-1'/ H-5'.

- H-1"/H-3", H-1"/ H-5".

- H-30/H-18, H-12/ H-18.
Ainsi, toute cette analyse spectrale permet diatér la structure nouvelle suivante au
composé5s: 3-O-pB-D-glucopyranosyl, 2%-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28,29-

tétraol .

OH

HO

OH

HO

OH

3-O-p-D-glucopyranosyl, 2%-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-erg@,27,28,29-tétrao(5).
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Tableau 7 : Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
composé dans CROD

N° Oc O (m, J HZ) N° oc O (m, J HZ)

1 (384 | 1,02td (14.2-38), 1,63 dm (14.2) 73712 | 1,095

2 | 25,6 1,71td (13,6, 3,4),1,95 m 24 15,6 0,88 s

3 |894 3,20 m 25| 15,2 0,99 s

4 | 38,8 - 26 | 17,3 1,00 s

5 | 554 | 0,91, dm (10,4) 57 632| 355d(12,1), 8,822,2)

6 | 17,9 | 1,46 dm (14,2), 1,63 m 28 68,2  3,20d (9,359 d (9,4)

7 (327 | 1,38d (13,1), 1,68, 1d (12,8 - 4.9) 39 880, 3,17d(9.1), 3,61d(9.1)

8 | 40,2 - 30 | 18,5 1,00 s

9 [481 | 2.03((8.6) GIc (en C-3)

10 | 365 | - T | 1054 | 434d(7.9)

11 | 236 | 1.92m > 743 | 3.20t(7.9)

12 | 1278 | 563t(3.4) 3| 769| 3,36t (8,8)

13 | 1383 | - 4 702 | 332t(8.7)

14 | 46,7 - 5 76,3 325 m

15 | 21,4 | 1,00m 1,72t (13,6 - 3.4) 6 613 3,690 -5,5), 3,86
(10,6 - 2,1)

16 | 21,5 | 1,19dm (12.8), 1,88 td (135 - 4.7) Gl (e29)

17 | 37,1 - 1" | 103,5 | 4,23d (7,8)

18 | 41,2 | 2,12dd (135-4.8) > 739 3,20t (7,9)

19 | 39,9 | 1,26dd (13,5, 3,8), 1,75 {(13,5) 3" 765336t (8,8)

20 [ 351 | - 4" 1703 | 331t (87)

21 | 28,3 | 1,19 dm (12,8), 1,51 dd (13,2 - 3.2) 5 576 3,25 m

22 [ 29,8 | 1.41dm (13.3), 1,60 td (13.3, 3.8) 6" 461 3,68 dd (10,5 - 5.,6), 3,87 ¢
(10,5 - 2,1)

[11.4.3.6. Détermination structurale du composé 6

Le spectre de masse haute résolution obtenu eBHRAS (figure 68), montre un pic d’ion
pseudo-moléculaire @/z[M+Na] * 629,4033 (calculé 629,4029), correspondant artadte

brute GsHsgOgNa, soit 3lumade moins par rapport au compdséorrespondant a la perte

d’un groupement hydroxy méthylene.
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Figure 68 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compsé

Les spectres de RMN (figure 69) et HSQC (figures 70 et 71) montrem grandes
ressemblances avec le comp@sé&n effet le spectre de RMN montre le signal du proton
anomerique, les cing groupements méthyliques régs@achamp fort entre 0,87 et 1,08 ppm,
le signal du proton résonant a 5,37 ppm (Bré5,3 Hz, H-12) et on identifie aussi deux
systémes AB dont I'un résonne a 3,16 ppmJ(d,11,1 Hz) et 3,50 ppm (d,= 11,1 Hz) et
l'autre a 3,41 ppm (dJ = 10,9 Hz) et 3,51 ppm (d, = 10,9 Hz), correspondant aux deux

alcools primaires en C-28 et C-29.

.394

Carbones
méthylénique

139,939
~76.862

76.261
~74.269
-70.238
-68.232

121.092
—105.341
— 83

Carbones
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H-1' H-1 . ‘

H-12 ||I i W | '|. ||II ¢ '|' |"| !
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5.IU 4I.5 4.IG 3]5 3I.D 2]5 2.ID 1I.5 1.0 ppm

Figure 69 : Spectres de RMNC et'H du composé dans CROD.
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Figure 71 : Spectre HSQC du compo&€zone osidique) dans GOD
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L’analyse combinée des spectres de RfNet HSQC permet de compter 35 atomes de
carbone se répartissant en cinq méthyles, deuxyleétts oxygénés, dix méthylénes, six
méthines, six carbones quaternaire et deux carbétiedéniques, confirmant ainsi la
présence du squelette oléanéne.

Le nombre de méthylénes oxygénés réduit suggéilestpagit du compos& amputé d'un
groupement hydroxy methylene, ceci est déduit japérience COSY. En effet les deux
protons méthyléniques H-15a et H-15b résonards 4,44 et 1,52 correlent non seulement
avec les deux protons H-16 mais aussi avec un prdten méthinique résonantal,93, qui

ne peut étre que le proton H-14 indiquant ainsdiparition du groupement méthyléne
oxygene porté habituellement par le carbone C-14.

Cette disparition est confirmée aussi par I'absete® corrélations entre les protons H-27
portés habituellement par le carbone C-14 et lesoces typiques en C-13, C-8 et C-15.
L’analyse des spectres COSY, HSQC et ROESY perametree précédemment d’attribuer les
protons et les carbones de glucopyranose.

Les expériences HSQC, COSY et HMBC combinées narsngitent d’assigner sans
ambiguité tous les déplacements chimiques des nwo&t des carbones. L'analyse des
spectres HMBC et ROESY permettent de placer leoglei@n position 3 et de proposer pour
ce composeé, la structure nouvelle suivanteQ-@-D-glucopyranosyl-144-27-nor-olean-12-
ene-28,29-diol.

HOH,C,
2 /,///,

OH CH2OH

HO

S
N
N

OH

3-O-B-D-glucopyranosyl-144-27-nor-olean-12-enep®8,29-triol (6).
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Tableau 8 : Déplacements chimiques en RMN (600 MHz) et RMN**C (150 MHz) du

composé dans CROD.
N° oc OH (m, J HZ) N° oc On (m, J HZ)
1 | 384 0,99 tm (14,2), 1,71 m 20 34,9 -
2 | 25,7 1,74 m, 1,96 m 21 28,5 1,29m, 1,45 m
3 1894 3,19dd (11,8, 4,6,) 22 29,8 1,34 dm (12,8)7 tm
(12,8)
4 | 38,8 - 23 27,1 1,08, s
5 | 55,7 0,86 m 24 15,6 0,87, s
6 | 18,1 1,43 m, 1,59 dm (13,6) 25 15,3 0,98, s
7 | 415 1,16 td (13,8-2,7),1,96 m 26 14,2 0s38,
8 | 352 - 27 - -
9 | 55,6 1,03 dd (10,4 - 4,7) 28 68,2 3,16d (183B0d (11,1)
10 | 36,4 - 29 65,3 3,41,d (10,9), 3,51 d (10,9
11 | 22,2 1.90 m 30 26,8 0,90 s
12 | 121,1 | 5,37 brd (5,3) Glc (en C-3)
13 | 1399 | -
14 | 48,2 1,93 m 1 105,3| 4,34d (7,8)
15 | 19,4 | 1,44tm (14,2), 1,52 dm (15,0) 2| 7443 31@18,7 - 7,8)
16 | 23,7 | 1,28 m, 1,85td (13,0 - 4,3) 3] 769 3.1
17 | 36,6 - 4 70,3 3,31t(8,7)
18 | 42,2 1,99 dm (13,6) 5 76,2 3,26 ddd (9,4 - 23}
19 | 38,9 1,20 dm (13,6), 1,56 t (13,6) 6 61,4 3,681d,9-5,5), 3,86 dd
(11,9 - 2,3)

[11.4.3.7. Détermination structurale du composé 7

Le composé présente une formule moléculaire epHgsO13. Une formule déterminée grace

au spectre de masse haute résolution HR-ESI-M8réig2) qui montre un pic d’ion pseudo-

moléculaire am/z [M+Na] * 803,4548 (calculé 803,4558) correspondant & unssena

moléculaire égale a 780.

Gu 351-357 (10

Maxirmum:

Mass Calec. Mass

203,4548 803.4558

11HRE20 206 (9.312) AM (Top,4, Ar,5000.0,922.36,1.00.L5 10); Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,40.00 ); Cm (206:326)

-0, % -1.2 3.5 1 C4Z HeE 012

803 4742

Ha

[M+Na] *

1: TOF MS ES+
3.0ded

10075317 10675083 y4g40009

Figure 72 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comjosé
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Le spectre de RMNC (figure 73) montre 42 carbones répartis comme: sui groupement
carbonyle, deux carbones éthyléniques, sept méthgie méthylenes, quatre méthines et six

quaternaires, ce qui suggere la présence d’'unptgite substitué par deux hexoses.

C-28 C-13 C-12 g J J
W*WW e o oo Baaiand]

175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 ]

C“é" V 1 ’ ’ 1 = il ]
-2 | | | | | |

I i & M T T R Vi R

J‘ !

L’analyse du spectre de RMRH (figure 74) montre la présence de sept fins satgu

Figure 73 : Spectres de RMNC du composé& dans CROD.

correspondant aux sept méthyles d’'un squeletergghique pentacyclique et résonariza
1,07 (H-23), 0,87 (H-24), 0,98 (H-25), 0,82 (H-26)18 (H-27), 0,93 (H-29) et 0,95 (H-30).
Il révele également un proton éthyléniqu&;&,27 €, J=3,6 Hz).
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.

Figure 74 : Spectres de RMRH du composé dans CROD.

Par ailleurs les données du spectre de RRONconfirment la présence d’une double liaison
éthylénique correspondante aux carbones C-12 eB Gloc 122,4 et 143,5 ppm

respectivement, ce qui est en faveur encore ditergene de type oléanéne.

L’analyse combinée des spectres COSY, HSR®@od et HMBC permet d’identifier sans
ambiguité la génine comme étant I'acide oléanoliqueacide B-hydroxyoléan-12-ene-28-
oic [109]. Le déblindage du carbone C-3 a 89,4 gpte blindage du carbonyle C-28 a 176,7
ppm suggere que cette génine ethérifiee en 3&ifest en 28.

Sur le spectre de RMN, deux protons anomériques sont repérés a 4,34(gpin=7,8 Hz)
et 5,40 ppmd, J = 8,2 Hz). Leurs carbones respectifs attribuéwidd du spectre HSQC
résonent a 105,3 et 94,3 ppm (tableau 9).

Le spectre COSY H-H permet d’identifier sept pratatiun hexose en partant du proton
anomérique H-1' a 4,34 pprhe proton H-2' §4 3,21,dd, J = 9,0 -7,9 Hz) est couplé au
proton H-3' i 3,34,dd, J= 9,0 - 3,3 Hz), lui-méme couplé au proton H-54'3,36,dd, J=3,2

- 0.9 Hz). La faible constante de couplage entsedsix protons(.s.q-4= 3,3 Hz) indique
d’emblée que le proton H-4' est en position équetarLe proton H-5' est localisé sur le
spectre ROESY par sa corrélation avec le proton. H-douple, sur le spectre COSY avec les
deux protons H-6'a et H-6'b.
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Les effets rOe (figure 75) observés entre les potd-1'/ H-3' et H-1'/H-5' et les constantes
de couplage entre tous les protons de cet unitiégos sont caractéristiques d’f+p-
galactopyranose.

g
|
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P -SSP Wy aie B o ST |

HL/H-3 f e H-17H-3
H-1/H-5'

a -~ i

——— I T

ey i = ]

. + 5.

’ "

_ o H-1"/H-5" oo

e *. . i H_—l/!—|-3 el <
5.4 5.2

5.0 4.8 3.5 4.4 4.2 4.0 3.8 2.6 34 o2 3.0 2.3 pd

H-1' ===

Figure 75 :Spectre ROESY du compog@&ans CROD

Les valeurs des déplacements chimiques de cesnemladtribués apres analyse du spectre

HSQC sont en accord avec celles dfgip-galactopyranose terminal [110, 111].

A partir du second proton anomérique résonant & Fpm on relie sept protons
correspondant a un deuxieme hexose. Les grandasrsale constante de couplages montrent
que tous ces protons sont transdiaxiaux. On idergtifisi un glucopyranose de configuration
B Lcomme lindique la constante de couplade:(n-= 8,2 Hz). Les valeurs deblindées du
H-1" et blindées du C-1" sont caractéristiquesdjlucose impliquée dans une liaison ester

avec le carbone C-28 de la génine [110].

Le spectre HMBC (figure 76) permet d’établir lesimi® de branchement entre ces deux
sucres et la génine et cela par 'observation daplagesJ y.c suivants entre :
- Le proton anomeére H-1' du galactose et le carlibBeale la génine.

- Le proton anomeére H-1" du glucose et le carliex®8 de la génine.
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Figure 76 : Spectre HMBC du compogédans le CROD

Le saponoside7 est donc identifié comme un saponoside bidesnmpsidide l'acide

oléanolique de structure : G-D-galactopyranosyl-2&-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-ene-
28-oic ester.

>
S
S

S

HO Gle
HO OH
OH —0 o
OH
OH
Gal

HO, o

o =0

S
N\

OH

3-0O-B-D-galactopyranosyl-2&-B-D-glucopyranosyl-12-éne-28-oic esté.(

Ce composé est de structure connue, précédemnudditdtiex paraguariensis[112] Les

données de RMN sont en accord avec ceux de letiit@ [112, 113].
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Tableau 9 : Déplacements chimiques en RMN (600 MHz) et RMN*C (150 MHz) du
composé& dans CROD.

N° Oc O (m, J HZ) N° oc on (m, J HZ)

1 |384 1,01m, 1,64 m 23 27,1 1,07 s

2 | 25,6 1.70m, 1,94 m 24 15,6 0,87 s

31894 3,19, m 25 14,9 0,98 s

4 | 38,7 - 26 16,3 0,82 s

5 | 55,7 0.82 dm (12,9) 27 24,9 1,18 s

6 | 17,9 1,41 td (12,6 - 3,8), 28 176,7 | -
1,56 m

7 | 32,6 1,33 dm (11,8), 1,50 m 29 32,1 0,93 s

8 | 39,3 - 30 22,6 0,95 s

9 | 47,7 1,601 (3.2) Gal (en C-3)

10 | 36,5 i 1 | 1053 4,34 d(7.8)

11 | 23.2 1.92 dd (10,8 - 4,0) 2 | 743 321 dd (2.9)

12 | 1224 527 1(3,6) 3 | 76,9334 dd(9,0-38

13 | 1435 ; 4 | 703 | 3.36 dd (3.2-0.9)

14 | 41,5 - 5 76,3 3,26 m

15 | 27,5 1,11 m 6 61,4 3,67 dd (11,7- 5,3),
1,82 m 3,86 dd (11,7-2)

16 | 3,7 1,75 m Gic (en C-28)

17 | - i 1 | 943 | 540 d(82)

18 | 41.2 2.60 dd (13,7 - 4,2) 2 | 725 3341(8,0)

19 | 45,8 1,17, m, 1,73 tm (11,5 3 76,9 3,431 (8,3)

20 | 30,1 ; 4 | 697 | 3.30t(85)

21 | 33,5 1,23 m, 1,42 tm (11) 5 773 3236m

22 | 31,7 1,63 m 6 | 610 | 3,70dd(11,9-53)

3,83 dd (11,8 -1,3)

103




lll. 4.3.8. Détermination structurale du composé 8

Le spectre de masse haute résolution obtenu en $HRAS (figure 77), montre un pic pour
I'ion pseudo-moléculaire an/z 803,4554 [M+Na]* (calculé 803,4558), soit une masse

moléculaire égale a 78imaet correspondant a une formule brute dgHgsO:3.

Gu 338-293(T)
T1HRTO3 121 (3.313) &M (Tup,4, A1,5000.0,1072.25,1.00.LS 10, S (Wn, 4x1.03), Sk (1,40.00 ), Crri {119.124) 1. TGF M5 ES-
o 202.4554 4.48e3
120 .
[M+Na]
2024330
- - 819.4353
13129 gr5onea £13.9020 6213575 graags TOoA418T 7na4mg 751.360° ratazag || | oerdros  FREASNA g6 caqg 004208 9030999
T 1 T 1 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T T 1 T 1T 1 T 1 T T T 1 T 1 T T 1 T 1 z
S50 S0 B00 620 & e40 | 360 680 700 | 720 | 740 | 7e0 | 780 | A0 | 820 &40 | &80 | €0 000 020 & 040 | 0D
ManLTam: 1.5
Mzximam: 200.0 5.0 50.0
Mzaa Calc. Masza TDa FEM i) of Soore Fortula
803.4554  £03.4E52 0.3 0.t 5.5 1 C4z HER OL3 Na

Figure 77 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comi@osé

L'observation du spectre de RMM (figure 78) du compos@ permet d’indiquer sa nature
triterpénique, par la présence de certains sigraanactéristiques cités précédemment. En
effet, on observe huit signaux singulets fingilaibles aux groupements méthyles, un
massif de protons résonants entre 0,81 et 2,07 ppmespondant aux -CH et -Gldes cing
cycles, un proton éthylénique a 5,27 ppm,il montessi deux signaux deéblindés
correspondant a des CH oxygénés dont I'un resordlppm @d, J =8,8- 3,3 Hz) et l'autre

a 3,20 pprdd, J =11,7- 4,4 Hz).
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Figure 78: Spectres de RMRC et'H du compos®.

L’expérience HSQC permet de détecter leurs caboespectifs a 75,6 et 8pm. Ces
observations nous orientent cette fois vers unéngéniterpénique a squelette oléan-12-éne,

porteuse de deux groupements hydroxyle (OH).
L’analyse COSY H-H (figure 79) montre une tachecdgélation entre les deux protons H-21

résonants a 1,36 et 1,47 pphle proton résonant a 3,41 ppm ce qui laisseqlegnent
déduire que I'un des groupements OH est fixé aborer C-22.
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Figure 79 : Spectre COSY du compo8dlans le CROD.

Cette attribution est confirmée par I'expérience BIM (figure 80) qui montre des

corrélations’Jy.c entre les protons du méthyle 28 et le carbone .C-22

PRTERRIISTIN T 23 ac/i | [\ 25 2¢/| 24 | 28
ANERVAN JYMW AL "\
A s A 26 R e N e ppm
—_1 H-27/C15 o c. o0/ H-24]C-23 =0
— T H-3qico0 | HH29/CEC | B
— H-27/c8 H-30/¢20—_| H-P9/C-2C H-28/C-1€
5 ——— = — === SRt 4o
— || o7/c.14 H-2B/C4 —_H25/C4 |— H-34/C-4—p .
H-2p/C-19 FH-2g(CIe | *
E H-2B7C5 H-257C5 H-227¢5 s
S— To
= H-28/Cc-22 =7
SO
H-23/C-3 H-24]C-3
e 140
b 14" 1.40 1.05 1 .00 .55 .50 085 PR

Figure 80 : Spectre HMBC du compo$&dans le CROD.
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L’'autre groupement OH est fixé en position C-3 [@aprésence de corrélations en COSY
entre le proton H-3 a 3,20 ppm et les deux protdiiset par la corrélation HMBC entre ce
proton H-3 est les deux méthyles C-23 et C-24.ieidationa axiale des protons H-3 et H-22
est établie par les effets rOe gu'ils présentadpectivement, avec les protons du méthyle
CHs-23 et du méthyle CHH29 en positiorn équatoriale. La génine est donc identifiée comme
le sophoradiol [109], génine connue pour étre priésedans la famille des Fabaceae [114,
115].

Sur le spectre de RMRH, deux protons anomériques sont repérés a 4,58d,1 Hz) et
4,57 ppm (d,J = 7,7 Hz). Leurs carbones respectifs, attribué&idd du spectre HSQC,
résonnent a 103,6 et 104,7 ppm.

L’analyse du spectre COSY révéle que le proton ammme a 4,53 ppm fait parti d’'un
systéme a cing spins couplés. Les constantes geagmuentre les protons H-2' et H-3', H-3'
et H-4', H-4' et H-5' sont toutes supérieurs a 8ridiquant une position trans diaxiale de ces
protons. Le spectre HMBC visualise un carbonyl@@ dpm couplé au proton H-5’ indiquant
un acide uronique. Les déplacements chimiques ald®es déterminés a partir du spectre
HSQC et les grandes valeurs des constantes deageupidiquent qu’il s’agit d’un acideb
-glucuronopyranosique (Glc A) [110,111, 116].

A partir du deuxiéme proton anomérique a 4,57 ppmdentifié a l'aide des spectres COSY,
HSQC et ROESY, urB-D-galactopyranose caractérisé par son proton Hed'b@sition
équatoriale. D’'apres les valeudg et 6c (tableau 10), ce galactopyranose est en position
terminale [110].

Le déblindage des carbones C-3 de la génine etdeé-Bacide glucuronique permettent de
supposer une chaine diosidiqugoFGal (1—3)-3-D-GIcA] attachée sur I'hydroxyle en
position 3 de la génine.

Les corrélationdJ.c visualisées sur le spectre HMBC entre le proto8 ¢ la génine et le
carbone C-1' de l'acide glucuronique et entre t@qr H-1" du galactose et le C-3' de I'acide
glucuronique confirment le séquencage du disactbari

L’analyse du spectre ROESY (figure 81) permet defiomer cet enchainement par la
visualisation d’effets rOe entre les H-1" Gal/H=8¢A et H-1'GIcA/H-3de la génine.

Toutes ces données nous permettent de proposelepoamposa, la structure suivante :

3-O-B-D-galactopyranosyl-(@& 3)-p-D-glucuronopyranosyl sophoradiol.
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Ce compose est de structure nouvelle, de par son enchaineogdique en 3 de l'acide

glucuronigue et non en position 2 comme dans leleakaikasaponin 11l [114, 117].

Tableau 10 : Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du

OH OH

composé dans CROD.

3-O-B-D-galactopyranosyl-(3)-3-D-glucuronopyranosyl sophoradi@).

N° oc OH (m, J HZ) N° Oc OH (m, J HZ)
1 | 38,3 1,01 m, 1,66, dt (13,0 - 3,0) 23 27,1 1,10 s
2 | 25,7 1,75tm (13,9), 1,91 m 24 15,6 0,89 s
3 (899 | 3.20dd (11,7-4.4) 25 163 | 101s
4 | 38,9 - 26| 14,8 1,02 s
5 | 55,6 0,81 dm (11,8) 27 24,1 1,15s
6 | 17,9 1,461(12,5), 1,60 m 28 19,0 0,86 s
7 | 32,8 1,42 m, 1,58 m 29 31,2 0,94 s
8 | 394 - 30| 27,6 1,04 s
9 | 47,9 1,59 dd (11,5 - 6.4) GICA (en C-3)
10 | 36,4 - 1| 103,6 453d(7,1)
11 | 23,2 1,92 m 2| 76,3 3,611(8,2)
12 | 122,4 5,27 brs 3| 81,2 3,581(9,6 -8,2)
13 | 1438 | - 4] 717 | 3.561(9.6)
14 | 41,9 - 5] 75,2 3,78 m
15 | 25,5 1,06 dm (14,0),1,81 m 6 1700 -
16 | 28,5 1,33m, 1,76 m Gal (en -3
17 | 37,2 ; 1] 1047 | 457d(@7.7)
18 | 45.3 2.08 dm (13.7) o 726 | 362dd(95-7.7)
19 | 46,1 0,98dd (10,7-2,7),1,77 t | 3 | 73,3 3,51dd (9,7- 3,4)
(13,4)
20 | 29.9 ; 4] 684 | 388d(@31)
21 | 40,8 1,36 dm (13.3), L47 m 5 754 | 3,49 1(6.6)
22 [ 75,6 3,41dd (8,8 - 3.3) 6§ 604 | 374dd(62)3
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[11.4.3.9. Détermination structurale du composé 9

Le spectre de masse haute résolution obtenu en HRAB (figure 82), engendre un ion
pseudo-moléculaire @/z 949,5134 [M+Na] (calculé 949,5137), correspondant a la formule
brute GgH;s017Na soit une massenoléculaire égale a 926, indiquant que le compbsé

possede un désoxyhexose supplémentaire par rappsaponosidd (+ 146umg.

Gu 388-300 (4
TIHRE1T 38 {1.183) AM (Top 4, Ar,5000.0,622.57,1.00,LS 10); Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,40.00 ); Cm (38:47] 1: TOF WS ES+
10 0405134 2.35a3

[M+Na] *

50,5080

481.0758
965.5059

1455451 10114410 1102.4885
930 1000 1050 1700 1150 1200 1250 1300

220006 T80 g40-gyp 4283704

SA1000SB03213 gasai7e 7s1 151 8104470 iz

Minimum: -L.%

Maximum: 200.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa EPM CBE Scere Fermuls
549,.5134 049,51327 -0.3 -0.3 9.5 1 42 HT8 017 Ha

Figure 82: Spectre de masse HR-ESI-MS du comf8osé

Les spectres de RMNH et *C (figure 83 et 84) du compos® montrent de grandes
ressemblances avec le comp@séécrit précédemment. lls permettent d’observes tes
signaux de la génine et des unités osidiqueseuke slifférence notable réside au niveau de la
partie osidique et cela par I'apparition d’un protanomérique supplémentaire déblindé a

5,20 ppm.
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Figure 84: Spectre de RMNC du compossé.

L’analyse des spectres COSY, TOCSY et HSQC permeerdifier les deux sucres
communs avec le compo8é&oit :

- un acide3-D-glucuronopyranosique a partir de 'anomeére a 4ph (H-1")
- unp-D-galactopyranose a partir de 'anomere a 4,82 pph').
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A partir du proton anomérique supplémentaire résbaa5,20 ppm, I'analyse des spectres
COSY et TOCSY (figure 85) permet de relier tous peetons d’'un désoxy-6-hexose, a
travers leurs taches de corrélation. En effet,ralb¢ en évidence les couplages entre :

- le proton H-1"d, J =1,6 Hz) et le proton H-2"d@, J = 3,3 - 1,6 Hz), lui-méme correélé au
proton H-3" résonant sous forme d’'un doublet debiets a 3,76 pprdd, J = 9,4 - 3,5 Hz).
La petite valeur de la constante de couplage.n.3~= 3,5 Hz indique que le proton H-2" est
en position équatoriale, alors que la grande catestde couplagéy.z-.n-4+= 9,4 Hz révele
une position axiale du proton H-3".

- le proton H-4", couplé aux protons H-3" ebHM résonne sous la forme d’un triplet a 3,42
ppm dont la constante de couplage=(9,4 Hz) atteste d’'une position trans-diaxiale des
protons H-4" et H-5".

- le proton H-5" corréle avec les protons du méthH-6"d, J = 6.2 Hz) a 1,27 ppm. Ces
corrélations permettent ainsi d’identifier un déséxhexose, il s’agit d'un rhamnose.

|
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Figure 85: Spectre TOCSYdu compdge

Sur le spectre ROESY, I'absence des effets rOe émfproton H-1" et les protons H-3" et H-
5" et la présence d'un effet rOe entre le prdteh™ et H-2", indiquent une configuration
pour I'anomeére. Ceci est vérifié par les déplacemehimiques en RMRFC des carbones C-
3" et C-5", déterminés a partir du spectre HS@QQU sont en accord avec WwaL-
rhamnopyranose en position terminale [110, 111].
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Apres l'identification des 3 unités osidiques, auf maintenant déterminer leurs points de
branchements. Le déblindage des carbones C-2' GICA ppm) et C-2" Gal (75,5 ppm),
laisse suggérer des substitutions a ces niveaugsasucres.
Le spectre HMBC permet d’établir la séquence desesuainsi que les points d’ancrage par
I'observation des couplages suivants entre :

- H-1' GIcA / C-3 de la génine.

- H-1" Gal / C-2' GIcA.

- H-1" Rha/ C-2"Gal.
Le spectre ROESY confirme I'enchainemer®-3Rha (:-2) Gal (1-2) GlcA] sophoradiol
par la présence des effets rOe entre H-1" GaiGi:A et H-1' GIcA / H-3 de la génine.
Cette analyse spectroscopique permet d’attribustriecture suivante pour ce compose :
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(&2)-B-D-galactopyranosyl-(@ 2)--D-glucuronopyranosyl]
3B,223-dihydroxyoléan-12-ene. Ce saponoside connu sousre de kaikasaponin Ill, a été
isolé antérieurement a partir des parties aérienhdbrus cantoniensi$ll1l7] et Sophora
subprostratg114].

HO

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl(® 2)-3-D-galactopyranosyl-(32) -3-D-glucuronopyranosyiP2{3-
hydroxy-oléan-12-éng9).

112



Tableau 11 : Déplacements chimiques en RMIN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composé& dans CROD.

N° dc OH (m,\] HZ) N° oc OH (m,\] HZ)
1 38,6 1,02m, 1,67, td (13,2 - 3,2) 27 2411 1,14s

2 25,6 1,88 m 28 19,00 0,85s

3 90,9 | 3,19dd, (11,7 -4,5) 29 31 0,93s

4 39,1 | - 30 27,7| 1,03s

5 55,7 | 0,80dm, (11,1)

6 17,9 1,43 dm(11,1), 1,59 dm(11,8) Glc A (en)C-3

7 32,9 1,41 dm (10,6), 1,58 dm, (9,4) 1 101,1 4%1,6)

8 394 | - 2' 77,1 3,72t(8,9)
9 47,9 1,601 (7,0) 3 76,9 3,621(9,2)
10 36,4 | - 4 719| 3,53t(9,3)
11 23,2 1,92 ddd (14,7 - 5,3 - 2,6) 5/ 75/1 3, §9,8)
12 122,4 | 5,27 1(3,4) 6' 1711 -
13 1438 | - Gal
14 41,9 1" 104,4) 4,82d (7,6)

15 | 255 | 1,06 m, 1,75, d (11,6) 2 755 3,67 db {9,4)

16 | 28,5 | 1,33dd (10,6 -3,0), 1,77d (11,6) 3" 774,3,60dd (9,5 - 3,5)

17 | 37,2 | - 4| 695| 3,76d(35)

18 | 454 | 2,07 dm (14,4) 5 756 3,42, dd (5,8) 4,

19 | 46,1 | 0,97dd(135-3,0), 1,77t(13,8)  6/a61,5 | 3,62 dd (11,7 - 4,6)
6"b 3,80 dd (11,3 - 5,2)

20 | 299 | - Rha

21| 40,8 | 1,35dd (13,3-3,0), 1,47t(11,1) 1" 0,60 5,20d (1,6)

22 | 758 | 3,42dd (11,2 -6,6) 2" 70,8 3,93dd(3,®)

23 | 273 | 1125 3" 70,9 3,76dd (9,4-35)

24 | 155 | 0,91s 4" 72,9 3,421(9,9)

25 | 14,8 | 0,995 5| 68,1 4,15dq(9,5-6,2)

26 | 16,3 | 1,025 6" 16,9 1,27d (6,2)

[11.4.3.10. Détermination structurale du composé 10

Le spectre de masse haute résolution obtenu en $HRE (figure 86), montre un ion
pseudo-moléculaire @/z965,5099 [M+Na] (calculé 965.5086) qui correspond a la formule
brute en GgH;sO1gNa et donc une masse moléculaire supérieure adelmpos® de 16

unités, soit un atome d’oxygene en plus.
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2231201 67.5105
h 343.2268 500,257 063.0190
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Figure 86 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comf@sé

L’analyse des spectres de RMN et **C du composdO0 (figure 87 et 88), montre comme
pour le composeé précédent, la présence d’'une gérniiegénique a squelettg-amyrine,
porteuse d'un groupement hydroxyle en position C&2de trois unités osidiques.
L’identification de ces 3 unités osidiques indigaeprésence des mémes sucres que ceux
rencontrés dans le saponosie un acidep-D-glucuronique, ur3-bD-galactose et um-L-

rhamnose terminal (tableau 12).
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Figure 87: Spectre de RMAH du composé4o0.
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Figure 88: Spectre de RMRC du composé0

La différence notable entre ce composé et le coéPass situe au niveau de la génine et cela
par la disparition du signal du méthyle 24 et l'apjon du signal de deux protons géminés
(H-24) ady 3,24 et 4,15 d, J = 11,5 Hz) portés par un carbone oxydé ver62,9. Ces deux
protons corrélent sur le spectre HMBC avec lesarab C-3, C-4, C-5 et C-23, confirmant
ainsi la localisation de la fonction GBIH en C-24.

L’'analyse du spectre ROESY (figure 89) permet dafiomer cette attribution par la
visualisation d’effets rOe entre : H-3/H-23 et H-B425. Les données de RMN sont en

accord avec le soyasapogenol B [109, 114].
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Figure 89 :Spectre ROESY du compo$8 dans CROD

Cette analyse spectrale permet d’assigner la steistiivante pour le compo%é:
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl@ 2)-B-D-galactopyranosyl-(&2)-3-D-glucuronopyranosyl]
3B,22B,24-trihnydroxyoléan-12-ene, appelé aussi Soyasapohi Ce composé a été
antérieurement isolé a partir des racinesiddysarum polybotrygl18], deRothia trifoliate
[119] et des graines dé&lycine maxL [120], Sophora subprostratdl14] et Impatiens
seculifer[121].

HO

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(£2)-D-galactopyranosyl-(&2)-B-D-glucuronopyranosyl]-
3B,22B,24-trinydroxy-oléan-12-ene (Soyasaponingll)).
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Tableau 12 : Déplacements chimiques en RM# (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) du
composél0dans CROD.

N° Oc OH (m, J HZ) N° Oc O (m, J HZ)

1 38,4 1,04 m, 1,681td (13,1 - 3,4) 2y 24,1 1,15s

2 25,8 1,86 m, 1,99dd (9,9 - 4,2) 28 19,0 0,86 s

3 [ oL4 | 341dd,(86-3.4) 29 312]  094s

4 43,4 - 30 27,7 1,03 s

5 55,9 0,97 dm (10,2) Glc A (en C-3)

6 18,0 1,40 m, 1,66, m 1 104,3 451d(7,9)

7 | 32,9 | 1,44 m, 1,58, dm (1L,6) 2 755 3,79t(8,1)

8 39,4 - 3 76,6 3,611(9,3)

9 | 475 | 1.60m z 722 | 3521t(9,3)

10| 361 |- 5 749 | 3,82d(9,0)

11 23,4 191 m 6' 170,9 -

12| 1223 | 526t(3.4) Gal

13 143,8 | - 1" 101,9 4, 89 nd*

14 43,4 - 2" 76,6 3,67 dd (9,6 -7,5)
15 | 255 | 1,06 dm (10,5), 1,79 d (8.3) 3 749  21869.6 - 3.4)
16 | 285 | 1,34dm(10,7), 1,76 m 4 702 3,74 )33

17 37,2 - 5" 75,1 352m

18 | 454 | 2,07dm (13.7) "4 60,9 | 3,74dd(9,5-3.6)

6'b 3,88 dd (11,7 - 3,7)

19 | 461 | 0,98m, 1,78t (13.7) Rha
20| 29.9 | - 1" | 1008 | 517d(L6)
21 | 408 | 1.35dd (135-3,2), 1,47dd (13,-4,7) © 2 70,8 | 3.94dd (3,4-18)
22 | 757 | 3.41dd (11,7-6,7) 3" 708 3,73 dd (B%)
23 22,0 1,28 s 4™ 72,8 3,431 (9,6)
24 | 62,9 | 3.24d(1L5), 4,15 d (11,5) 5" 68,1  41419.6-6,2)
25 | 150 | 0,925 6" 16,8 | 1,30d(6,2)
26 16,2 1,00s

*nd, signal non détecté, sous le pic de HDO.
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[11.4.3.11. Détermination structurale du composé 11

Le spectre de masse HR-ESI-MS du compbkéfigure 90) montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire an/z963,4920 [M+Na] (calculé 963,4929) qui correspond a la formulddoan
CusH76018Na soit une masse moléculaire de 940.

Gu 368-382 (10)
T1HRE18 204 (6.387) AM (Top,4, Ar5000.0,47 267 ,1.00,L510); Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,40.00); Cm (203:200)

1: TOF MS ES+
10 7.34e3

Q63 4020

[M+Na] *

64.404C

rore 955151
o BN s 41320 4993571 57 pomy g5 gapy T01.3060845.4857 948505 |7 1115 4450 12514860 130p0ppp 14847352 2
II”Ib””“l”é””“lHEII”II””SJ]””II”I!I”IIIWH&I””III”EJ””I ..a]....|....|....|....,....,....,....,....,....,..-n—rr...|....§]....|... m
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Minirum: -1.5%
Maximum 200.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa EPM CBE Scere Fermula
963.4920 063.4829 -0.9 -1.0 10.5 1 C42 HT§ O0l8 HNa

Figure 90: Spectre de masse HR-ESI-MS du comfdseé

Le spectre de RMN®C (figure 91) du compos#&l permet de reconnaitre la plupart des

attributions des

carbones du compdd® a savoir trois unités osidiques et une génine

triterpénique avec 7 méthyles. La différence enoé® deux composeés, réside au niveau de la

génine et cela par I'oxydation du groupement Ohaliecarbone C-22 en une fonction cétone.
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Figure 91: Spectre de RMRC du composé..
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La présence de cette fonction est justifiée pgplaition d’'un signal extrémement déblindé
résonant &c 218,3 ppm. La corrélation €kd,.c observée sur le spectre HMBC (figure 92)
entre le carbone résonant a 218,3 ppm et les wotion méthyle 28 confirme bien la

substitution du carbone C-22 par une cétone. @éttee est le soyasapogenol E [109].
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Figure 92 : Spectre HMBC du compodg4.

L’analyse conjuguée des spectres COSY, HSQC, HMBRQESY a permis de déterminer
sans ambiguité la nature des 3 unités osidiques qire leurs points de branchement. Ces
derniers se sont avérés similaires a ceux étaldisr pes composé® et 10 décrits
précédemment.

Cette molécule 11, identifice comme le ®&-[a-L-rhamnopyranosyl-@2)-B-D-
galactopyranosyl-(&2)--D-glucuronopyranosyl]-soyasapogenol E, se révéldoeh point
identigue a la Dehydrosoyasaponine |, isolée airpdds parties aériennes debrus
cantoniensigl117], etRadix Hedysar[122].
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HO

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(32) $-D-galactopyranosyl-(#-2)--D-glucuronopyranosyl]-22-oxo-
oléan-12-éne-3-24-diol (11).
Tableau 13 : Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
composéll dans CROD.

N° dc O (M, JH2) N° dc O (M, JH2)

1 38,3 | 1,06 m, 1,67 m 27 22,0 1,28s

2 258 | 1,865m, 2,01l m 28 19,7 0,99s

3 91,2 | 3,41m 29 30,8 1,02s

4 433 | - 30 242 | 0,87s

5 55,8 0,98 m Glc A (en C-3)

6 179 | 1,40 m, 1,67 m

7 32,6 | 1,41 m, 1,60 m 1' 1048 4,50d (7,3)

8 395 | - 2' 75,6 | 3,781(9,7)

9 47,4 | 1,65m 3 76,7 3,621(10,3)

10 36,1 | - 4 72,5 | 3,50m

11 235 | 1,94 m 5' 72,9 3,73m

12 123,7 | 5,34 sl 6' - -

13 1438 | - Gal

14 416 | - 1" 100,9 | 4,89 nd*

15 24,8 | 1,14dm (12,8), 1,82 ddd (13,3 - 3,8- 2" 76,6 | 3,66 dd (9,7 -6,8)

3,5)
16 26,9 | 1,14dm(12,8), 2,15ddd (13,3-9,5|- 3" 74,9 | 3,55dd (9,5-4,6)
3,6)

17 189 | - 4" 70,2 | 3,74d (3,5)

18 47,6 | 2,36dd (13,2-3,4) 5" 75,0 3,50m

19 46,2 | 1,35dm (12,8), 2,211(13,8) 6"a 60,9 | -

6"b 3,75dd (12,5 - 3,3)

20 331 | - Rha
21 50,3 | 1,99dd (11,2 - 3,3), 2,57 dl (14,1) 17" 00,8 | 5,185l
22 218,3 | - 2" 70,8 | 3,93dl
23 244 | 1,28s 3" 70,8 3,72dd (9,7 - 3,3)
24 62,9 | 3,24d(12,2),4,15d (11,3) 4" 72)9 3,825)
25 149 | 0,92s 5" 68,1 4,10dq (9,7 -6,1)
26 159 | 1,00s 6" 16,9 1,29d (6,2)

*nd, signal non détecté, sous le pic de HDO.
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[11.4.3.12. Détermination structurale du compose 12

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-M3ur@i®3), indique un pic pour I'ion
pseudo- moléculaire @n/z 979,4668 [M+K] " (calculé 979,4669), correspondant a une

formule brute en gH7s018K.

Gu 368-382 (9)
11HR502 236 (7.521) AM (Top,4, Ar,5000.0,1072.25,1.00,L5 10); Sm (Mn, 401.00); Sb (1,40.00 J; Cm (225:238) 1: TOF MS ES+
10 70,4668 1.41e3
+
[M+K]
" 080,451
095.4366
£43.3000 8454508 ggy 3754 10014755
6112022 L M ISSS.?CGI TO13790  735.31317pg 4059 8014357 / : 8804725 0475004 ggs 4001 l l||1017i4171 10874862 1067.5000 11004246
L e e e o o B T o AL B B B S o e B S B e B e o e LA} bt L m g fmpm s g, my
600 625 650 65 700 7% 750 745 800 @25 @0 G5 o0 @5 0 075 1000 1025 1050 1075 1100 1125
Minimum: -200.0
Maxirmum: Zon.o 5.0 300.0
Mass Calc. Mass mDa EPM CBE Score Formula
370.4668 079, 4668 —0.1 —0.1 10.5 1 C48  HIE 0lE K

Figure 93 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comg@sé

L’analyse des spectres de RMMI et °*C, HSQC, HMBC et ROESY montre que le

saponosidel2 possede une génine commune avec le compbsée soyasapogénol, sur

laquelle se greffe une chaine triosidique en posis.
Sur le spectre de RMNH (figure 94) du composé2, trois doublets anomériques sont

observés a 4,55, 4,61 et 4,85 ppm et leurs carbmspectifs, obtenus par I'analyse du
spectre HSQC, résonnent & 103,4, 105,0 et 102,3 ppm

7méthyles
| —

H-12 H-1"|| H-1" H-3 / L}
F H-1' H-18 L
T T T T T ' " -
H 50 4.5 J"-I.D as 3.0 215L_—_H__2:0 __1]1;‘.5‘__‘_‘_ 1:D _—'p_'l:ll:lr
K L . A e

Figure 94: Spectre de RMM du composé 2.
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L’'analyse des spectres COSY, TOCSY et HSQC pernmiderdifier les deux sucres

communs avec le composé soit :

un acide-D-glucuropyranosique a partir de 'anomeére a 4,55 i-1")

un B-D-galactose a partir de 'anomére a 4,85 ppm (H-1"

Le troisieme sucre est identifié a partir du protmomeérique résonant a 4,61 ppm.
L’analyse des spectres COSY et TOCSY (figure 88gle que ce proton anomérigue

fait partie d’'un systeme de sept spins couplésragpant a un hexose.

|
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. -\,_."ﬁ.l"-.____'___\___'__-""-"ll\_,n_ - __-“,Jn'_,_ _‘_F,_J"w"w’"' T8 wn-h‘\w_gﬂm I'.‘_thu'{l‘- ""i'J 1""1._ _F.I'|L o
— — — ] = =
= | s L4 | T
el R _ = e I =
< o= .-
.--j 2.8
= . 0.4
— - o i a3
— b M
N Jr g o

T e °-

H:—J 1] .8
. 4" o | i

L —— —————————— W . s S S S—

— 4.8 4.5 4.4 4.3 4.2 a1 4.0 3.9 3B aT 3.6 3.5 34 a3 PP

Figure 95: Spectre TOCSYdu compok2.

Les déplacements chimiques des carbones attribare$apalyse du spectre HSQC et les

grandes constantes de couplage entre tous lesnprataiquent qu'il s’agit d’'unp-p-

glucopyranose [110].

Les corrélationdJy.c visualisées sur le spectre HMBC entre le proted d¢e la génine et le

carbone C-1' de l'acide glucuronique, entre legmdi-1" du galactose et le C-2' de I'acide

glucuronique et entre le H-2" et C-1" confirmknséquencage du trisaccharide.

Le spectre ROESY confirme aussi cet enchainemenia paésence des effets rOe entre :
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H-1' GIcA / H-3 de la génine.
- H-1" Gal / H-2' GIcA.
- H-1" Glc /H-2" Gal.

L’ensemble des données spectroscopiques nous toadoioposer pour ce composé, la
structure suivante: B®-[B-D-glucopyranosyl-(3>2)--D-galactopyranosyl-&2)-3-D-
glucuronopyranosyl] soyasapogénol E.

Cette molécule est également identifiée sous le demSandosaponin A isolée déja de

Phaseolus vulgarik. [123].

OH

e
o 6k P
HO
HO
"

OH
3-O-[B-D-glucopyranosyl-(3>2)-3-D-galactopyranosyl-(12)-B-D-glucuronopyranosyl]
22-0x0-0léan-12-enep-24-diol (12).
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Tableau 14 : Déplacements chimiques en RN (600 MHZ) et RMN®C (150 MHz) du
composél2dans CROD

N° oc O (m,J HZ) N° Oc OH (m,\] HZ)

1 38,3 1,04 m, 1,66 m 27 244 1,29s

2 26,9 1,14 m, 2,15 m 28 19,7 1,00s

3 90,6 3,45 m 29 30,8 1,03s

4 43,2 - 30 2421 0,87s

5 55,9 0,99 m Glc A (en C-3)

6 18,1 1,42 m, 1,68 m

7 32,6 1,41 m, 1,60 m 1 1034 4,55d(7,4)

8 39,5 - 2' 80,3| 3,571(8,6)

9 47,3 1,65m 3 70,5| 3,821(8,5)

10 36,1 - 4 725 3,78 m

11 23,5 1,94 m 5' 729 3,74 m

12 123,7 5,35 sl 6' 161,7 -

13 141,4 - Glc

14 41,6 - 1" 105,00 4,61 sl

15 24,8 1,14 dm (12,7), 1,83 m 2" 75,8 3,30dl

16 25,6 1,85m, 2,08 m 3" 76,1 3,42 dd (9,8} 3,
17 18,9 - 4" 69,7| 3,36 t(9,5)

18 47,6 2,37 m 5" 77,5 3,38 dq(9,7-6,1)
19 46,2 1,36 d (10,5), 2,22 m 6" 611 3,76 dd315,5),

3,96 (11,1)
20 33,7 - Gal
21 50,3 1,99 dm (11,4), 2,58 dm (14,1 17 102,3854 nd*
22 218,3 - 2" 82,1| 3,78dd (9,9-7,1)
23 21,8 1,26 s 3" 73,2 3,69dd (10,3 - 3,6)
24 61,8 3,28d (11,6),4,15d (11,4) 4" 69|5 3g8B,3)
25 14,8 0,93 s 5" 75,0 3,521(6,5)
26 15,9 1,00 s 6" 61,5 3,73dd (11,7 -6,2),
3,81dd (11,6 -6,7)

*nd, signal non détecté, sous le pic de HDO.
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[11.4.3.13. Détermination structurale du composé 13

Le composé 3 présente une formule moléculaire eHGsO,7, formule déterminée grace au
spectre de masse Haute résolution HR-ESI-MS (fi@@)equi présente un pic d’'ion pseudo-
moléculaire am/z 947,4970 [M+Na]" (calculé 947,4980), correspondant & une masse

moléculaire égale a 924ma

TTRREGT 140 (4510) AM (Top & AT,5000.0, 137204, 1.00,L5 107 5 (M, 41,00}, Sb (1,40.00 J 56 (14000 ; 5b (1,4000; Sb (1,400 ); TTOF WS ES+
47 4070 2033

103

1 [M+Na] *
¥ o4a 501

%0.470
] 071498 80 4507 9055198
TTO08 gig7e0 2196 gy SB1Bsenaang eesdd7 Toras) o) 8054507 0024760 1“ 0515604 11054462 11646080

M ML A L S AL R SRS S H S I SRR R R

Minimum: =200.0

Maximum: zo0.0 5.0 300.0

Mass Cale. Mass mba EPM CBE Score Formula

47,4970 047,4%80 -1.0 -1.1 1.5 1 C48 HW 017 HNa

Figure 96. Spectre de masse HR-ESI-MS du compi&é

Il en ressort, d’aprés les spectres de RMINfigure 97) et*C (figure 98), que le compod8

possede de grandes similitudes avec le comphsé

8 mé’ihyles
H-1"
H-1"
H-12 \ “ M_MM h H-3  H-18 ) !If" . ;' ' " ,J | ”H"
bl J S ﬂ ” J,;, b e et R,
5.5 5.0 5 4.0 3.5 3.0 25 20 15 10 ppm

Figure 97: Spectre de RMAH du composé 3.
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Figure 98: Spectre de RMAC du composé3.

L’analyse conjuguée des spectres COSY, HMBC, HSQRQESY a permis de déterminer
sans ambiguité la nature de la génine et des uroiés osidiques ainsi que leurs points de
branchement. Les trois sucres se sont avérés samila ceux établis pour le compdkE
décrit précédemment a savoir :
- un acide3-D-glucuronopyranosuronique a partir de 'anomereba #pm,
- unp-D-galactopyranose a partir de 'anomere a 4,83 ppm,
- una-L-rhamnopyranose a partir de 'anomere a 5,20 ppm.
Cette molécule, se différencie donc uniquementl@atructure de la génine, et cela par la
perte du groupement hydroxy méthylene en positidn(@H,OH), lié au carbone C-4,
remplacé par un méthyle (Me-24) (tableau 15). Ceitiibution est confirmée par
I'expérience HMBC qui montre des corrélatiddg.c et®Ju.c entre les méthyles 23 et 24 avec
les carbones C-3, C-4 et C-5.
L’enchainement osidique est établi apres I'analgsespectre HMBC sur lequel sont
visualisées les corrélation,.c suivantes :
- H-1' GIcA / C-3 de la génine,
- H-1" Gal / C-2' GIcA,
- H-1" Rha / C-2" Gal.
Le spectre ROESY confirme I'enchainemenO3Rha (1-2) Gal (}-2) GIcA] par la
présence des effets rOe entre : H-1" Gal / H-@AGHt H-1' GIcA / H-3 de la génine.
Les données spectrales établies nous ont permisog@ser la structure ci-dessous pour le
COmposéL3;
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3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(@2)-p-D-galactopyranosyl-(&2)-p-D-glucuronopyranosyl]
3p-hydroxy-22-oxo-oléan-12-ene. Cette structure s@strée identique a celle du phaseoside

IV isolé a partir dAbrus cantoniensigL17].

HO

3-O-[a- L-rhamnopyranosyl-(&2)-- D-galactopyranosyl-(&>2)-3-D-glucuronopyranosyIBp-
hydroxy-22-oxo-oléan-12-en@3).
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Tableau 15: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composél3dans CROD.

N° Oc O (m,J HZ) N° oc On (m,J HZ)

1 38,5 1,04 m, 1,67 m 27 24% 1,29s

2 25,5 1,77 m, 1,91dm (12,5) 28 147 1,02s

3 | 909 | 341dd (11,5-47) 20 30,8 1,045

4 39,1 - 30 242 | 0,87s

5 50,3 0,82 dm, (12,4) Glc A (en C-3

6 | 17,9 | 1,45dm (12,5), 1,61 dm (12,6)

7 | 32,4 | 1,40dm (12,7), 1,61 dm (12,6) 1 1044 4%L7)

8 39,5 - 2' 77,2 | 3,74dd (9,9-7,9)
9 | 480 | 1.66m 3 | 724 3.60t(9.5)

10 36,4 - 4 74,7 | 3,531(9,6)

11 | 233 | 1,90m 5 | 749 3.78d(9,7)

12 | 1238 | 535t(3.6) 6 | 170 -

13 1414 | - Gal

14 41,6 - 1" 101,9| 4,83d (7,7)

15 | 24,8 | 1,15 m, 1,84 ddd (13.1- 5,1- 3.9) 2 75,8,68 dd (9,5 -7.7)
16 | 270 | 1,14m, 2,17 ddd (13.4-10,3-5) 3" 976,3,63dd (7,9 - 3.4)
17 | 372 | - 4 | 695 | 3.76d(3.7)

18 47,9 2,37 dd (13,8- 4,5) 5" 754 345m

19 | 46,1 | 1,53 m, 2,23t (13.7) 6'd 615 | 3,64 dd (116 - 4.5)

6"b 3,80 dd (11,5 - 4,4)

20 33,7 - Rha
21 48,4 1,99dd (14,1 - 2,7), 2,59 d (14) 1t 7005,20d (1,5)
22 218,3 - 2" 70,9 3,95dd(3.3-1,7)
23 27,3 1,14 s 3" 70,8 3,76dd (9,5 - 3,5)
24 15,5 0,92 s 4™ 72,3 3,43 t(9)
25 | 19,6 | 1,005 5| 681 4,16 dq (9.6 - 6.4)
26 16,0 1,03s 6" 16,8 1,27d(6,5)
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[11.4.3.14. Détermination structurale du composé 14

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MSur@i®9), présente un pic pour 'ion
pseudo- moléculaire &/2819,4517 [M+Na] (calculé 819,4507), soit une perte de 148a

par rapport au compod®. La différence de masse montre que la structureodyposél4 est

celle du compos#0 amputé d’un rhamnose.

Gu 368-282(T)
11H3610 264 (8.201) AM (Top,4, Ar,5000.0,772.46,1.00,LS 10); Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,4C.00 )

10C

210.4517

[M+Na] *

2204537

2354178

7777 2570082 335023 410 0peg#41.3504 400,279 oo oo 617.5207 7364201 7975150 880.0653

Mazximum: 200.0 5.0 50.0
Mass Cale. Mass mDa EPM CBE Scere Fermula
810.4517 819.4507 1.0 1.2 8.5 1 C4Z E68 0l4 Ha

1084 4811 1234.%?

1T TOF MS ES+
76

Figure 99 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comgdsé

L’analyse des spectres de RMN 1D et 2D montre gugattie génine du saponositk est
identique point par point a la partie génine dwsagidelO, soit le soyasapogénol B (tableau
16). Sur le spectre de RMM (figure 100) du compos®4 deux doublets anomériques sont

localisés a 4,55 et 4,73 ppm. Leurs carbones rafpeattribués par I'an
HSQC, résonnent a 103,7 et 103,2 ppm.
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Figure 100: Spectre de RMNH du composé4
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L’analyse des spectres COSY, TOCSY et HSQC perfusrdifier :
- un acide B-pD-glucuronopyranosuronique substitué en position a2'partir du proton
anomerique a 4,55 ppm.
- unp-b-galactopyranose terminal, a partir du proton arraqué a 4,73 ppm.
Le spectre ROESY (figure 101) confirme I'enchainetn®-O-[Gal (1—2) GIcA] par la
présence des effets rOe entre :

- H-1'GIcA / H-3 de la génine,

- H-1" Gal/ H-2' GIcA.
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Figure 101:Spectre ROESY du compoé.

Il en résulte a l'issue de cette analyse que lecsire du compos#4 est la suivante : &-[f-

D-galactopyranosyl-(&2)-p-D-glucuronopyranosyl]-soyasapogénol. Cette sapongest
avéree identique a la Soyasaponin lll isolée arpdets graines d&lycine maxL. ou soya
jaune [120].
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HO

3-O-[B-D-galactopyranosyl-(& 2)-3-D-glucuronopyranosyipléan-12-ene{8223,24-triol (14).

Tableau 16 : Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
composél4 dans CROD.

N° 8(: 6H (m,J HZ) 8(: 8H (m,J HZ)

1 38,3 1,03m, 1,68 m 21,4 1,24 s

2 25,8 1,85m, 2,00 m 62,9 3,27d (11,4), 4,13 ¢
(11,6)

3| 909 | 341dd(86-34) 149 0091s

4 43,2 - 16,1 1,00 s

5 | 559 | 097dm (13.8) 234 1145

6 18,1 1,42 m, 1,66 m 19,0 0,85s

7 | 32,9 | 1,43 dm (14,9), 1,53 dm (11,9) 312 693

8 39,3 - 27,6 1,03s

9 | 481 | 1,99((7.6) en C-3)

10 36,1 - 103,7 | 4,55d (7)

11| 240 | 1.90m 78.9] 3,65 dd (9.5 - 8.8)

12| 1223 | 527t(33) 76,9  3.65t(9,5)

13 | 1437 | - 703 | 3,551 (9,5)

14| 419 | - 76,3 | 3,81d (11,7

15 | 255 | 1,056m, 1,79 dm (14.8) -

16 | 285 | 1,33dm (12,4), 1,77 d (10.8)

17 372 | - 1032 | 4,73d (7.6)

18 45,3 2,07 dm (12,6) 71,5 3,57 dd (9,8)-7,8

19 | 46,1 | 0,97 dm (13,8), 1,77 t (13.8) 737 31d48,6 - 3.1)

20| 297 | - 69,7 | 3.78d (3.1)

21 | 40,7 | 1,35dd (13,4 -3,0), 1,47 dd (13,4 - ] 751 | 3,53 dd (7.8 - 5.6)

22 75,6 3,40 dd (8,6 - 3,4) 61,3 3,72 dd (11,8 - 4,6)
3,82 dd (11,9 - 4,9)
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111.4.3.15. Conclusion

L’étude phytochimique réalisée sur les partieseadres de I'esped@enista ulicinaa conduit

a l'isolement et a la caractérisation de quatoaremosés purs dont douze monodesmosides et
deux bidesmosides. Parmi lesquels sept posseédestrdetures nouvelles.

Ces saponosides peuvent étre classés en troisegrgefon la nature du sucre directement lié
en position 3 de la génine (figure 102) : OAB-D-glucose (groupe 1), un acide-p-D-
glucuronique (groupe 2) et U-p-D-galactose (groupe 3). Les composés du premierpgrou
(1-6) sont tous des nouveaux composes et possedentaouse aglycone des dérivés de
I'érytrodiol, substitué par un hydroxyméthylene, earboxyle ou par un glucose en position
27,29 ou 30.

Les composés du deuxiéme groueld) possedent pour la plupart le méme trisaccharde e
position 3 de I'aglyconed(10-11-13, a savoir un enchaineme®O-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-p-D-galactopyranosyl-(@2)-3-D-glucuronopyranosyl] qui est un motif tres répand
dans les structures des saponosides de plantesfamille de Fabaceae [114,117]. Tous ces
composés ont montré un pouvoir : anti-inflammatoiamti prolifératif, antioxydant et
hépatoprotecteur [124-126]. Les composés restargsegent soit 'enchainementOsf3-D-
glucopyranosyl-(3»2)-p-D-galactopyranosyl-(& 2)-p-D-glucuronopyranosyl]12), soit 3O-
[B-D-galactopyranosyl-(2)-3-D-glucuronopyranosyl] 14) fréquemment rencontré aussi
chez les Fabaceae [120, 123].

Le composéq) est de structure nouvelle, de par son enchaineosidigue en 3 de I'acide
glucuronigue et non en position 2 comme dans leleamposélé).

Le troisieme groupe est représenté par le compfséui saponoside bidesmosidique de
I'acide oléanoligue avec un galactose lié en pmsiB et un glucose en position 28 de la

génine.
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Le premier groupe
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2 CH OH
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Le troisiéeme groupe
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Figure 102: Structures des saponosides isolés des partiesiags deG. ulicina
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I11.4.4.Détermination structurale des flavonoides btenus

[11.4.4.1. Détermination structurale du composé 15

Le spectre UV du compodé (figure 103), enregistré dans le MeOH montre deaxima a
358 et 257 nm relatifs respectivement a la banelelll caractéristiques d’un flavonol-3-OR
[127], en plus de la coloration violette noire stauampe UV.

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathmtiigue de 51 nm pour la bande |,
avec une augmentation de son intensité lumineudiguant la présence d’'un OH libre en
position 4, I'apparition d’une nouvelle bande déséme spectre indique la présence d’un
OH libre en position 7.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathmtigue de la bande 1l de 16 nm par
rapport au spectre MeOH confirmant ainsi la présetien OH libre en position 7.

Le déplacement bathochromique de la bande | den§7observé lorsque le spectre UV est
enregistré dans un milieu de MeOH+ AJ@omparativement au spectre enregistré dans le
MeOH neutre, atteste que ce flavonol porte un gegnt hydroxyle libre aussi mais cette
fois en position 5.

La présence du systeme orthodihydroxy sur le ndyaest expliquée par le déplacement
hypsochrome de la bande | (7nm) en comparant lgs sigectres AlGlet AlICl;+ HCI etpar

le déplacement bathochrome (23 nm) de la bande$ tka spectre NaOAc +3;BO; par
rapport au spectre MeOH. Ces données spectralesddiVen accord avec celles rapportées
dans la littérature pour la quercétine substituépasition 3 [127].

Ces données permettent de proposer au comifpee structure partielle suivante :
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Figure 103: la Série spectrale UV du compo$é 1
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Tableau 17 : données spectrales UV du comptisé

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B | Bande iblr?arllym) cycle A|  Autrembes
MeOH 358 257

NaOH 409 274 325
AICl; 432 274

AICl;+ HCI 425 275

NaOAc 388 273

NaOAc + HBO; 381 264
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Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MSothposéls (figure 104), montre un ion
pseudo-moléculaire @/z633,1434 [M+Na] (calculé 633,1432), correspondant & une masse

moléculaire égale a 610maen accord avec la formule brutg/83004s.

Gl 54-58 (2)
T1HRE04 220 (6.930) AM (Top,4, Ar,5000.0,47 267,1.00,L5 10); Sm (Mn, 4x1.00); Sb (1,40.00 ); Sb (1,40.00 ); Sb (1,40.00) 1: TOF MS ES+
10 633.1434 1.6503
[M+Na] *
%%
634.1462
630.1395 54g 1060
. 321250348 951112 906 4045 4651171477 2500 5972527 532048 _ms73m
2&0 2}5 360 sés 3%(] 9}5 4&(] 4%5 4%0 4J15 SHJ[J Séﬁ SéD 5}5 660 sés Séﬂ E}S ?HJD ?éS ?gﬂ ?}5 BHJ[J sés aéo 8}5 Qbﬂ Qés
Minimuam: -1.5
Maximum: 200.0 5.0 50.0
Mass Calc. Mass mDa EPM CEE Score Formula
633.1434 533.1432 0.3 0.4 12.5 1 27 Hil 0lé HNa

Figure 104 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comfésé

Le spectre de RMNH (figure 105) du compos&5 montre les cing protons aromatiques

caractéristiques de la quercétine [128] :

Hog" 3
ji
|

Hs2" H-8 H-6 e | pae §
H-5'
He i
, J}qul : . N b
: TS5 7.0 6.5 6.0 5.5 5rD 4.5 215 2ID 115 PP
4 ] | r-"l r—.'l |{L \
5| =R E- Ef

Figure 105: Spectre de RMNH du composés.

- Deux doublets d’intégration 1H chacun, le prendiéy 6,2 J= 2,1Hz), le second &, 6,4
(J= 2,1Hz) attribuables a H-6 et H-8, respectivempatyr le cycle A. En outre, le cycle B est
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présenté par des signaux d'un systeme ABXya6,90, 7,66 et 7,70, caractéristiques
respectivement des protons H-8; § = 8,4 Hz), H-6'dd, J = 8,4 - 2,1 Hz) et H-2' (sl)
(tableau 18).

En dehors des signaux correspondants & la gétinalyise du spectre de RMN permet de
repérer deux protons anomériques résonnant a 8,1P<7,7 Hz) et 4,54 ppmd(J = 1,4
Hz). Ces données suggerent la présence de deés asidiques.

L’analyse des spectres COSY et HSQC permet d’iflenkes deux sucres comme étant :

- unB-D-glucopyranose a partir de 'anomere a 5,12 pgamactérise par les protons H-2, H-
3, H-4 et H-5 trans-diaxiaux,

- un a-L-rhamnopyranose a partir de 'anomere a 4,54 ppanactérisées par son méthyl
doublet & 1,14 ppm (d, J = 6,2 Hz, H).6

Le spectre HMBC montre des corrélations H-C ergrerbton H-6" du glucose (Glc), et le
carbone C-1" du rhamnose (Rha) et inversememn¢ émtcarbone C-6" du glucose (dont le
déplacement chimique déblindé a 67,2 ppm indiquiemprte un substituant OR) et le proton
H-1" du rhamnose (Rha) mettant en évidence lsole: a-rhamnopyranosyl-(36)-3-
glucopyranosyl (rutinose). Le rutinose est fixé kugénine quercétine en position 3 comme
I'atteste la corrélation HMBC entre le carbone €t3 proton anomérique H-1" du glucose.
Le composéb5a donc été identifié comme étant la quercéti@{3+rutinoside, aussi appelée
rutine [129, 130]. Cette molécule a été identifs@eir la premiére fois darRuta graveolens
(d'ou son nom) et est présente dans plus de triamelles de plantes principalement
dicotylédones. Elle est également tres connue pesrnombreuses propriétés biologiques
notamment antioedémateuse, anti-inflammatoire, -tantimbosique, anti-hypotensive,

spasmolytique et antihémorragique [131].

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(£-6)-5-D-glucopyranosyl] quercéting5)
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Tableau 18 : Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composél5dans CROD.

N° 8¢ 81 (M, J Hz) N° | 8 [8u(mJIHz)

2 157,9 | - Glucose

3 1342 - 1" 103,3 | 5,12d(7,7)

4 178,0 | - 2" 74,3 3,50t(9,1)

5 161,6 | - 3" 76,8 3,441(9,1)

6 98,6 6,22d (2,1) 4" 70,0 3,291t (8,4)

7 164,6 | - 5" 75,8 3,35m

8 93,5 | 6,41d(2,1) 6" 67,2 | 3,41dd (10,95 -2|1)

3,82dd (11,0 - 4,2)

9 104,2 | - Rhamnose

10 157,1 | -

1 121,7 | - 1 101,0 4,54 d(1,4)

2' 116,3 7,70 sl 2" 70,7 3,66 dd (3,3-1,6
3 1444 | - 3" 70,8 3,56 dd (9,5 - 3,4)
4' 148,4 | - 4" 72,5 3,301 (9,4)

5' 114,7 | 6,9d(8,4) 5" 68,3 3,47 dq (9,3 - 6,8)
6' | 122,2 | 7,66dd(8,4-2,1) 6" 16,5 1,14d(6,2)

[11.4.4.2. Détermination structurale du composé 16

Comme pour le compogé, le spectre d’absorption UV (figure 106) du compt&énontre
deux maxima a 254 et 358 nm, caractéristiques degdds | et Il d'un flavonadubstitué en 3
[127.

L’addition de NaOH induit un effet bathochrome dern pour la bande | avec augmentation
de lintensité lumineuse (tableau 19), indiquantptésence d’'un OH libre en position 4'.
L’apparition d’une nouvelle bande dans ce mémetspeévele la présence d’'un OH libre en
position 7

L’addition de NaOAc provogque un déplacement bathotle de la bande Il de 20 nm par
rapport au spectre enregistré dans le MeOH, coafitrainsi la présence d’'un OH libre en 7.
Le déplacement bathochome de 45 nm de la bandesénee dans le spectre UV enregistré
dans le chlorure d’aluminium acidifie (AlCH HCI), indique la présence d’'un groupement
hydroxyle en position 5.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bardecomparant le spectre A}GI HCI
par rapport au spectre d’Alg llaisse prévoir 'absence de systeme ortho dihgdéosur le
cycle B.

Ces données permettent de proposer au comjiipat structure partielle suivante :
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Figure 106 : la Série spectrale UV du compaéé
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Tableau 19 : données spectrales UV du compb8é

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B | Bande ﬁr??m) cycle A|  Autrembdes
MeOH 358 254

NaOH 415 272 328
AICI; 405 267

AICI;+ HCI 405 268

NaOAc 376 274

NaOAc + HBO; 362 267

L’analyse du spectre de masse haute résolution SRMS (figure 107), révele pour le
flavonoide 16, deux ions pseudo-moléculairesnilz 647,1619 [M+Na] et m/z 625,1774
[M+H] *, correspondant & une formule moléculaire ggHg016 €t un ion fragment an/z
617,1400 [M+Na+H-OCH] *, correspondant a la perte d’'un groupement methoxy.

FE== =
11HRB8O02 137 (4.211) AM (Top.4, Ar,5000.0,472.87.1.00.LS 10}); Sm (Mn, 4x1.00); Sb {(1.40.00 };: Cm {122:137) 1: TOF MS ES+
Sa47. 1619

[M+Na]*

e

[M+H]"
[M+Na+H-OCHy* I

S48.1759

s49.1768

687.0815
I5(11,1 TIO sos 2887 con seos sos. 1809 S17-1 400I | " |J i I|.||l 591.095387 25 1489 T33.5879S
I v L, 1 L

1, miz
500 520 540 560 580 S00 S20 540 860 s20 Fdere) 720 TAO TS0

FigurelQ7 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compésé

Le spectre de RMNH du composé6 (figure 108) présente des similitudes avec celui du
composéls. |l permet de mettre en évidence :

- la présence de substituants hydroxyles en C&&sur le cycle A, grace a l'identification
des protons H-6 et H-8 du cycle Aa6.23 et 6.43 ppm (tableau 20)

- les signaux de trois protons aromatiques; &,97 ppm (sl), 7,64 ppnd(J = 8 Hz), 6.93
ppm d, J = 8,5 Hz) dont les constantes de couplages indiggeiis forment un systeme
ABX sur le cycle B et que celui-ci est 1', 3', dstibsititué. Ces protons sont respectivement
attribués a H-2', H-6' et H-5'.
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- un singulet intégrant pour 3Ha 3,97 ppm, caractéristique d’un groupement méthoxyle
L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBC dmmoséL6 et la comparaison avec les
données de la littérature permettent d’attribuer lsuspectre RMRC tous les carbones

carbones correspondant a l'isorhamnetine.

2 e SR B
LI = 3 88
Y v i U
H-6"
H-2 H-6
, H-8
H-6 H-5 |
| | | k
k. Ik k. | N SR | o
8.0 75 r.:: 6.5 3 6.0 55 5.0 45 4.0 as 3.0 2.5 2.0 15 ppm|
|~°=‘. 1= ":_|' '|S.i' el = & | Ig |::.: | Vel
W OH Wk S HE AN

Figure 108: Spectre de RMNH du composés6.

Le spectre de RMN'H montre, en plus des signaux de I'isorhamnétireyxdprotons
anomériques ap 5,26 ppm @, J = 6,5 Hz) et 4,55 ppm (sl) révélant la présence de de
unités osidiques.

L’analyse combinée des spectres de RMN COSY, H3MBC et ROESY du composks
permet de retrouver les mémes signaux osidique#sipour la partie osidique du flavonoide
15, il s’agit donc d’'ur-D-glucopyranose et d’ua-L-rhamnopyranose.

L’enchainement diosidique-rhamnopyranosyl-(&6)-3-glucopyranosyl en position 3 de la
génine, a été établi par 'analyse des expérie¢¢BElet ROESY.

Le flavonoide 16 est le: 3O-[a-L-rhamnopyranosyl-(6)--D-glucopyranosyl]
isorhamnétine.

Cette structure s’est avéree identique a celled@&larcissine, isolée pour la premiere fois a

partir des fleurs dilarcissus tazettat du pollen dé&ilium auratum[132, 133].
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HO

OH

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(£6)-3-D-glucopyranosyl] isorhamnétir{@6).

Tableau 20 : Déplacements chimiques en RN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composél6 dans CROD.

N° 8¢ 8y (m,J Hz) N | & | 8y (m,J Hz)

2 1575 | - Glucose

3 134,1 | - 1" 104,3 5,26, d (6,5)

4 1779 | - 2" 74,5 3,48,1(8,0)

5 | 1616 | - 3 76,7 | 3,46,1(8,0)

6 98,6 6,23, sl 4" 70,2 3,26, 1 (10,0)

7 164,6 | - 5" 75,9 3,38, m

8 935 | 6,43, sl 6 67,1| 3,43,dd (11,5-4,5)

3,83,d (11,0)

9 104,3 | - Rhamnose

10 157,1 | -

1 121,6 | - 1 101,1 4,55, s|

2' 113,2 | 7,97, sl 2 70,7 3,62, di

3 146,9 | - 3" 70,9 3,50, dd (9,0 - 5,5)
4 | 1494 | - 4" 72,4 | 3,43,1(3,0)

5 | 1147 | 6,93,d(8,4) 5" 68,4 3,27,dq (10,() 5
6' | 122,6 | 7,64,dd (8,4-2,1) 6" 16,9 1,14, 0)s,

lll. 4.4.3. Détermination structurale du composé 17

Le spectre UV du composé&7 dans le MeOH présente deux bandes d’absorbances
maximales : la bande | a 352 nm et la bande Il7ar#6 (figure109) en plus de la coloration
violette noire sous la lamp UV, prévoyant soit lawvénol substitué en 3, soit une flavone
[127].
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L’ajout du NaOH induit un déplacement bathochrone ld bande | de 51 nm avec
augmentation de l'intensité lumineuse (tableau &idiquant la présence d'un OH libre en
position 4.

L’apparition d’'une nouvelle bande dans ce mémetspec 325 nm révele la présence d’'un
OH libre en position 7. Le déplacement bathochraméda bande Il de 7 nm, aprés addition
de NaOAc comparativement au spectre enregistré danséthanol, confirme la présence
d’'un OH libre en position 7.

Le déplacement bathochrome de la bande | de 44bhservé apres addition de A}EIHCI
comparativement a celui enregistré dans le méthaordirme la présence d’'un OH libre en 5.
Pas de déplacement hypsochrome de la bande |,repacant les spectres AKCF HCI et
AICl3, ce qui prévoit 'absence de systeme orthodihygeogur le noyau B.

Ces données sont en accord avec celles rapporadssial littérature pour le kaempférol

substitué en position 3 [134].

OR
OH o

Les données relatives a la série spectrale UVrsssemblées dans le tableau 21.
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Figure 109 : la Série spectrale UV du compdgé

Tableau 21 : données spectrales UV du compbsé

Solvants-réactifs Amas
Bande | (nm) cycle B Bande Il (nm) cycle A Autrembdes
MeOH 352 267
NaOH 403 275 325
AICl; 398 274
AICI;+ HCI 396 275
NaOAc 376 274
NaOAc + HBO; 357 269
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L’analyse du spectre de masse haute résolution 8RVES (figure 110) permel’observer

un ion quasi-moléculaire @/z749.1915 [M+NaJ, suggérant une masse moléculaire de 724
uma en accord avec la formule brute epHzsO,0. D’autres ions-fragments sont observables
a m/z 617,1598 [(M+Na) — 132]'et 603,2894 [(M+Na) — 146] correspondants
respectivement a la perte d’'un pentose et d'unxgdsxose, suggérant une ramification de la

chaine osidique ou deux embranchements.

Gu3sTs[1

111
11HR593 255(7.974) AM (Top,4, Ar,5000.0,622.57,1.00,L5 " 0); Sm (Mn, 4x1.00]; Eb (1,40.00 ); Sb (1,40.00 J; Gm (255:266) 1: TOF M5 ES+
1 7401015 6.4583

[M+Na] *

501933
T65.1607

223,120 3319057 6.8s0

250,133 4641543 P — g0220nq [B18.1499

707.3110 apaney 12040020760 4772535

1045.2%{%

Minimum: =1.3

Maximum: 200.0 5.0 50.0

Mass Cale. Hams mOa EDM CEE Soere Fermula

749.1915 749, 1%05 1.0 1.4 13.5 1 C3Z H3B ©01% Na

Figure110 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compd@sé

L’analyse du spectre de RMN (figure 111) du composE7 montre la présence de quatres

signaux pour six protons aromatiques caracteustgle la génine kaémpférol :

Protons osidiques H-6
H-2-H-6' H-5-H-3' H-1" ||H-1---- ( . \ .
T
| | L] JW'M
__,‘I L__‘_Jl ! W, | -\.L___,——/Vl _w|]|%7

Figure 111: Spectre de RMNH du composé 7.
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- Un doublet a 8,07 ppm d’intégration 2K € 8,5 Hz) caractéristique des protons en
couplage ortho H-2' et H-6".

- Un doublet a 6,91 ppm d’intégration 2K € 8,2 Hz) caractéristique des protons en
couplage ortho H-3' et H-5'

- Deux singulets a 6,21 et 6,41 ppm d’intégratibhchacune, correspondent respectivement
aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

Sur le spectre de RMM, trois protons anomériques sont repérés a 4,49sh5,47 ppm ,

J = 7,6Hz) et 5,48sl. Leurs carbones respectifs, attribués a l'aidespactre HSQC,
résonnent a 100,8, 99,4 et 109,2 ppm.

L’analyse des spectres COSY, ROESY et HSQC pernidentifier les deux sucres
communs avec les composéset 16soit :

- Un B-D-glucopyranose a partir de 'anomeére a 5,47 ppri'(). Le déblindage des carbones
C-2" et C-6" du glucose a 77,5 ppm et 66,9 pmspectivemement suggere des substitutions
du glucose en ces positions.

- Un a-L- rhamnopyranose terminal a partir de 'anomeded® ppm

- Un B-D-apiose a partir de 'anomere a 5,48 ppm (H-BUr le spectre COSY, a partir du
proton anomeére a 5,48 ppm, on attribue qu'un sextbp, le proton H-2 a 4,05 ppm ce qui
suggere un carbone quaternaire en position 3. Dygiemes AB isolés sont également
observés a 3,72 d<€ 9,6 Hz) et 4,08 dJE 9,6Hz) et 3,67 dJ(= 11,5 Hz) et 3,78 ppm d £
11,5 Hz). Leurs carbones respectifs, attribuésrirghu spectre HSQC résonnent a 74,6 et
64,9 ppm indiguant deux méthylénes oxydés dontdatrinclus dans un cycle (74,6, C-4) et
l'autre hors du cycle (64.9, C-5) comme dans leggberanoses. Le spectre HMBC (figure
112) montre des corrélations entre les protons ét-4es deux protons GBH avec un

carbone quaternaire a 79,5 ppm attribué au carBone
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Figure 112: Spectre HMBC du compo%&.

L’enchainement triosidique est établi apres I'gsaldu spectre HMBC sur lequel sont
visualisées les corrélation;.c suivantes :

- H-1"Glc/ C-3 de la génine.

- H-1" Api/ C-2" Glc.

- H-1"Rha/C-6" Glc.
L’analyse des spectres de RMHN °C, HSQC, HMBC, ROESY dd7 montre que ce
composé est identique point par point au 3Bdfapio-furanosyl-(H2)-a-L-
rhamnopyranosyl-(&6)-p-D-glucopyranosyl] kaempférol, précédemment is@évibnnina

sylvatica[135].
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OH OH
3-O-[3-D-apiofuranosyl-(32)-a-L-rhamnopyranosyl-(Z6)-8-D-glucopyranosyl]
kaempféro(17)

Tableau 22 : Déplacements chimiques en RN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du

composél7 dans CROD.

Ne Sc 8u (M, J Hz) Ne 3¢ 8u (M, J Hz)
2 | 1571 | - 2" 775 | 3,62,t1(9,1)
3| 133,22 | - 3" 77,2 | 3,55,t(9,1)
4 | 1779 | - 4" 705 | 3,22, m
5 | 161,8 | - 5" 757 | 3,33, m
6 98,4 | 6,21 6" 66,9 | 3,34, m
3,82,d(9,4)
7 164,3 | - Apiose
8 933 | 6,41 1" 109,2| 5,48, sl
9 | 1576 | - 2" 76,7 | 4,05, sl
10 | 1045 | - 3" 795 | -
1| 1217 | - 4™ 74,6 | 3,72,d(9,6)
4,08, d (9,6)
2" | 130,8 | 8,07,d(8,5) 5" 64,9 3,67,d(11,5)
3,78,d (11,5)
3 1147 | 6,91, d (8,2) Rhamnose
4 | 1599 | - 1" 100,8] 4,49, sl
5 | 114,7 | 6,91,d(8,2) 2" 70,7 3,58, dI(9,9)
6' | 130,8 | 8,07,d (8,5 3" 70,9] 3,49, dd (9,83,
Glucose 4" 72,4 3,26,1(9,4)
5" 68,3 | 3,42, dq(6,1-8,5)
1" | 994 | 547,d(7,6) 6" 16,4 1,11, d (6,2)
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[11.4.4.4. Détermination structurale du composé 18

L’examen du spectre de RMM  (figure 113) montre quatre signaux corresporsiautx

protons aromatiques :

B~ O > 30— ey J o ]
O £3 O - I LD A D O 0O =& [ Ard i

7.6869
.JI lehh‘

6,955
6,043
—6.627
—6.530

EirEaRE

EafiEvEitn

Protons osidiqug

H-2'-H-6' H-5-H-3" |, 8 .\
C 1 H-3~ H-1 | l s i\u
| J’f =l oo |

¥ e T T = e T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

2 Yer ar i} e e el

Figure 113: Spectre de RMNH du composés8.

- un signal sous forme d’un singulet d’intégratitd aéy 6,53 attribuable soit a H-6 soit a
H-8 indiquant ainsi la substitution des position$ &t 7 ou bien les positions 5, 7 et 8.

- deux doublets d’intégration 2H chacun 526,95 J = 8,7 Hz) et &4 7,86 0 = 6,5 Hz)
attribuables a (H-3' et H-5') et (H-2' et H-6")spectivement, indiquant une substitution para
du cycle B.

- un singulet &y 6,63 attribuable a H-3, ce qui suggeére la streciune flavone. Les
résonances &, 6,63 (H-3) et 6,52 (H-8) sont en accord avecdacstire d'une flavone dont
le cycle A est substitué en positions 5 et 7 panydroxyle et en 6 par un sucre [136].
L’analyse du spectre de masse haute résolution BRVES du composda8 (figure 114),
révele deux ions pseudo-moléculairesnfz 455,0948 [M+Na]" (calculé 455,0954 et/z
433,1207 [M+H]’, caractéristiques des flavonoideg)lycosides. En soustrayant la masse de

I'apigénine (27Quma), il reste 162umasoit I'equivalent d’'un hexose.
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Gu 3570 (3)
11HRG28 100 {5.235) AM (Top,4, Ar,5000.0,772.46,1.00,L5 10); Sm (Mn, 4:1.00); Sb (140,00 ); 5b {1,40.00 ) 5b 14000 5bi1,40.00 ); 1: TOF M5 ES+
455,004 2,200
100—
[M+Na] *

1 N .

| [M+H]

g"o_

1 3872362

4032036 4341185 4561060 471.0818

J 33,1004 | |SE24s 4'31056 4520008 451134 4?203?2

[jun | 36I]I‘iml12 | | I | ' I | | ‘ 4\29%40 | " In 401,488 409.2177 50321;351?'?9'10 SQ.UQITI?

wo a0 Ao + B L T e A s R I
Minimum: -1.5
Maxinum: 00,0 5.0 50.0
Mass Calec, Mass mha EPH CBE Score Formula
455.0494% 455, 0%>4 -6 -1.4 .5 L L2l HZ0 LU Na

Figure 114 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comf8se

Le spectre de RMNH du composd.8 montre, en plus des signaux de I'apigénine, unasig
d’un proton anomérique a 4,92 ppdh { = 9,8 Hz).

L’analyse de spectre COSY révele que ce protomanique fait partie d’'un systeme de sept
spins couplés d’'un hexose et la mesure des coastdrtcouplage permet d’identifié Ho-
glucopyranose. Le déplacement chimique du carbomenérique, obtenu par analyse de
I'expérience  HSQGCJ-modulé, blindé a 73,9 ppm suggére une liaisonyde C-glycoside
avec la génine.

Les corrélations observées sur le spectre HMBGdatproton H-8 résonant a 6,53 ppm et
les carbones C-7 et C-9 et entre le proton anomérid-1" et les carbones C-7 et C-5
confirment bien la substitution du carbone C-6lpajlucose via une liaison C-C.

Les expériences HSQE&modulé, COSY H-H et HMBC combinées, permettenssigner
sans difficulté tous les déplacements chimiquespietns et des carbones (tableau 23) et
d’attribuer sans ambiguité a ce compo$8 la structure de [lisovitexine (6-p-D-

glucopyranosypigénine) [136].

6-C-B-D-glucopyranosylapigéning8).
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Tableau 23 : Déplacements chimiques en RN (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) du

composél8dans CROD.

N° Oc On (m,J HZ)
164,8 | -
102,5 | 6,62, s
182,7 | -
160,7 | -
107,8 | -
163,5 | -
93,8 6,53, s
157,3 | -
103,8 | -
121,7 | -
128,1 | 7,86,d (6,5)
1156 | 6,94,d (7,1)
1614 | -
1156 | 6,94,d (7,1)
128,1 | 7,86,d (6,5)
Glucose
1" 73,9 4,92, d (9,8)
2" 71,2 4,18,1(11,9)
3" 70,4 3,50,1(8,1)
4" 81,2 3,44, sl
5" 78,7 3,50,1t(8,1)
6" 61,4 3,76, dd (11,9 -4,7), 3,90, d (11,8)

BWIN R Blo|lo|N|o|o| b w|N

a

@

[11.4.4.5 .Détermination structurale du composé 19

La formule moléculaire brute ;@H300:5 du composél9 a été déduite a partir du spectre de
masse haute résolution HR-ESI-MS, enregistré enenpmitif (figure 115). Il montre en
effet un pic d’ion pseudo-moléculaireviz 617,1472 [M+Na], soit un gain de 16@mapar
rapport al8, révelant la présence d’un deuxiéme hexose datesroelécule.

Gu 28 40 (2)
TTHRE26 114 {2.570) AM (Top,4, Ar,5000.0,47 267 ,1.00,L5 107 Sm (Mn, 4x¢1.00); Sb (1,40.00 ); Sb (1,40.0C ); Cm (114:128)
617147

10

1: TCF MS ES+
2 2783

[M+Na] *

11757 505.1882 £o5 po5g 531.2018 5522301 5601937 577 1461 50802230

fLinimum: -1.5
flaximum: 200.0 5.0 50.0

flass Cale. Mass mDa EPM CBE Scere Formula

617.1472 617.1482 -1.0 -1.7 12.5 1 27 Hil 0l HNa

Figure 115 : Spectre de masse HR-ESI-MS du comfi@sé
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Les spectres de RMRH, °C et HSQC de ce composé (tableau 24) sont voisinsedx du
composél8. En effet, le spectre de RMM (figure 116) présente :

H-5-H-3' /
/

Protons osidiques

H-1" I
~ @ it
—(Lp % Sk LLJb

T T T T T .7

T y T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.0 3.5 pPm

2's { | W W E

Figure 116: Spectre de RMNH du composé9.

- deux doublets d’intégration 2H chacu626,95 0 = 8,6 Hz) et 8,01)= 8,5 Hz) typiques
de quatre protons équivalents (H-3'et H-5") et @{-&-6") du cycle B substitué par un OH en
position 4/,

- un singulet &y 6,65 ppm attribuable a H-3, indiquant la structlitsne flavone.

- un proton anomérique a 5,05 ppmJd; 9,8 Hz) appartenant comme précédement g:bh
glucopyranose impliqué dans une liaison de typdyCegide.

La seule différence notable entre ce composé @&brfgosElL8 se situe au niveau du cycle A
et cela par la disparition du signal du proton Ht8l'apparition du signal d’'un doublet
anomérique supplémentaire H-1" résonadt 8,04 ppm (dJ = 9,8 Hz).

L’analyse des spectres COSY et HSQC révele quera®m anomérique fait parti d’'un
systeme de sept spins couplés d'un sedbdbpeglucopyranose impliqué lui aussi dans une
liaison de type C-glycoside.

Les corrélation$Jy.c et *Jy.c visualisées sur le spectre HMBC entre le proteh"Het les
carbones C-8, C-7 et C-9, et le proton H-1" echbones C-6, C-7 et C-5, montrent que ces
deux glucoses sont attachés aux carbones C-6 eteSgectivement.

Cette analyse spectroscopique permet d’attribaustrlicture suivante pour ce compasé
6,8-di-C-B-p-glucopyranosylapigénine isolé d&heum rhabarbarumL. et  Rheum
rhaponticumL [136]
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6,8-di-C-B-D-glucopyranosylapigéning9).

Tableau 24: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
composél9 dans CROD.

N° dc OH (m,J HZ)

2 1654 | -

3 102,4 | 6,65, s

4 182,9 | -

5 159,2 | -

6 103,8 | -

7 1615 | -

8 93,8 -

9 156,2 | -

10 103,8 | -

1' 1220 | -

2' 128,8 | 8,01, d (8,5)

3 115,6 | 6,95, d (8,6)

4 1615 | -

5' 115,6 | 6,95, d (8,6)

6' 128,8 | 8,01,d (8,5)

Glucoseen 6

1" 73,7 5,05, d (9,8)

2" 71,7 4,12,1(9,4)

3" 78,9 3,55,1(8,9)

4" 70,9 3,67,1(9,4)

5" 81,6 3,46, m

6" 61,7 3,78, dd (12,3 - 5,8)
3,97, d (10,9)

Glucoseen 8

i 74,8 5,04, d (9,8)

2" 72,4 3,68,1(9,4)

3" 77,8 3,55, 1(8,9)

4™ 69,6 3,59,t (8,9)

5" 81,2 3,51, m

6" 60,3 3,87,d (11,2)
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[11.4.4.6. Détermination structurale du composé 20

Le spectre de masse haute résolution obtenu paES&IRAS (figurell7) montre un ion
pseudo-moléculaire @/z285,0759 [M+H]" (calculé 285,0763) qui correspond a la formule
brute GeH1.0s. Le spectre montre aussi un ion fragmentmiz 253,1387 [M-31]"

correspondant a la perte d'un groupement méthoxyle.

Gu 12

NG 653 {1 967) AL (Tep,4, ALS00L0ATZ 67,1.00.L% 10j; Sm (M, &x1.001c Sb {1,40.00 §; G (053) 1: TOF M5 ESs
| 250750 2730
iy

1 [M+Na] *

%

[M-31] weanes
oy 21522 o 21T e [T
)]tz 158 g 1S A0E 0LISZ 2140070 D gy [TV AR SBIR wyonr g yon a3 4250074

L | - v
1 Y Y I Rl I A A g i e R et e R i e Y M i e i A i P i

LLERT T R

Mmoo 1

Figure 117 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compfsé

L’analyse du spectre de RMIM (figure 118) du compos# montre la présence de :
- un singulet d’intégration 1H &y 7,96 attribuable a H-2, caractérisant la structlitse

isoflavone.

- deux doublets d’intégration 2H chacunsa 6,94 @, J = 7,1), et 7,86d, J = 6,5),
attribuables a H-3', H-5' et H-2', H-6', respeatiemt indiquant ainsi une substitution du cycle
B en position 4'.

- un singulet d’intégration 2H &, 6,53 attribuable a H-6 et H-8 indiquant ainsi lastitution

du cycle A en positions 5 et 7.

- un singulet d’intégration 3H &, 3,58 caractéristique d’un groupement méthoxyle.
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OCH;,
H-6 et H-8
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Figure 118: Spectre de RMNH du compos&0.

L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBGiatdmparaison avec les données de la
littérature permettent d’attribuer sur le spectrBINR*C tous les carbones (tableau 25)

correspondant a la biochanine A (5,7-dihydroxy-é&tmoxyisoflavone) [137].

5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavon@0)
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Tableau 25 : Déplacements chimiques en RN (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) du
compos&0dans CROD.

N° Oc on (m, J HZ)

2 164,8 | 7,96

3 102,5| 6,62, s

4 | 182,7] -

5 | 160,7] -

6 107,8 | 6,53,s

7 1635 | -

8 93,8 | 6,53,s

9 157,3 | -

10 103,8| -

1 121,7 | -

> | 1281 7.86,d(65)

3 | 1156 6,94, d(7.1)

4 161,4 | -

5 | 1156 6.94.d (7.1)

6 | 1281 7.86,d(6.5)
OCH; 55,0 | 3,58, s

111.4.4.7. Conclusion

Six flavonoides connus ont été isolés a partirad&dction butanolique des parties aériennes
deG.ulicinadont :

- Trois flavonols a squelette quercéti(b), isorhamneting16) et kaempférol(20). Les
flavonoides(15) et (16) sont tres répandus dans plusieurs familles degdgorincipalement
dicotylédones. lls sont également tres connus p@us nombreuses propriétés biologiques
notamment antioedémateuse, anti-inflammatoire, -tantimbosique, anti-hypotensive,
spasmolytique et antihémorragique [131].

- deux flavone¢18-19)de typeC-glycosides possédant I'apigénine comme génine

- un isoflavonoid€20).

Toutes ces molécules ont été identifiées pourdenpre fois dans le gen@enista
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CHAPIIRE IV

INVESTIGATION CHIMIQUE ET
BIOLOGIQUE DE Chrysanthemum
macrocarpum (Sch.Bip.) Coss. & Kralik ex Batt.
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IV.1. Rappels botaniques

L’especeChrysanthemum macrocarpufBch.Bip.)Coss. & Kralik ex Batt (Asteraceaed des
feuilles un peu charnues, a segments linairesfigies au sommet. Les tiges sont plus hautes
(10-30 cm) et plus ramifiees que les autres esp@dstant en Algérie [1]. L'inflorescence est

un capitule de fleurs tubulées jaunes au centigudées blanches a la périphérie. (figure119.)

Figurel19 EspéceChrysanthemum macrocarpy®ch.Bip.)Coss.& Kralik ex Batt.

IV.2. Utilisation en médecine traditionnelle

Chrysanthemum macrocarpumest utilisée par les Touaregs pour traiter des edosl
abdominales (coliques) et la fiévre, elle estsa#i également poaromatiser le thé [41].

IV.3.Travaux antérieurs sur I'espéceC. macrocarpungSch.Bip.) Coss. & Kralik ex Batt.

A notre connaissance et a la lumiére de la reckebibliographique exhaustive réalisée,
I'especemacrocarpum n’a fait I'objet d’aucune étude chimique ou phaoologique. Ceci

nous a paru motivant d’apporter notre contribuidfétude chimique et pharmacologique de
cette plante, sachant que le ge@taysanthemunnenferme des substances chimiques d’un

grand intérét, a I'instar des flavonoides et tp@aroides.
IV.4. Chimie extractive

IV.4.1. Extraction

Les parties aériennes dehrysanthemum macrocarpuont été récoltées par Mr. Kamel
Kabouche dans une station a quelques kilometréshdedaia. L’'espece a été identifiée par le
Professeur Gérard De Belair (Université d’Annaba).

La quantité de matériel végétal obtenue (1380guta sne maceération dans un meélange

hydroalcooliqgue (Methanol/Eau : 80 : 20 : v/v) pantd48 heures. Le premier extrait récupéré
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est concentré sous pression réduite et une terap&ratodérée (environ 45 °C). Cette
opération est répétée 3 fois avec renouvellentensolvant durant 24 a 48 heures a chaque
fois. Les trois solutions hydroalcooliques récupsré&ont réunies et concentrées. A la
solution concentrée obtenue on ajoute de I'eaulldest cette derniere solution aqueuse subi
une extraction de type liquide-liquide en utilisades solvants de polarité croissante en
commencant par le chloroforme, puis I'acétate ¢/iétlet en dernier la-butanol.

La figure ci-dessous présente les différentes étdpd’extraction des parties aérienne<du

macrocarpum

Plante pulvérisée (1380g) ]

= Macération a froid dans un mélange Méthanokb® KB0/20) (3 x 24h).
¢ = Filtration
A4

[ Solution hydrométhanolique]

= Concentration

Résidu se:

= Dilution avec I'eau distillée

[ Solution aqueut ]

= Epuisement par CHg(3x300 ml)
= Décantation

Y Y
[ Solution du CHG ] [ Phase aqueuse ]

i = Evaporation a st

[ Fraction de CHGI(10,85 g) ] = Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
= Décantation

\ 2 \ 4
[ Solution dAcOE1 ] [ Phase aqueu ]

V- Evaporation a s

= Epuisement par le n- butanol (3 x 300 ml)

[ Fraction d’AcOE((3,8 g) ] « Décantation

l Y

[ Solution r-butanoliqu: ] [ Phase aqueu ]

= Evaporation a st

A4
[ Fraction n-butanoliqué&0g) ]

Figure 120: Différentes étapes d’extraction des parties aggsmleC. macrocarpum.

Il est a rappeler qu'une analyse CCM préalable atraoque I'extrait acétate d’éthyle et

I'extrait n-butanol présentent des constitutions chimiquesdaines.
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IV.4.2. Purification

IV.4.2. 1. A partir de la fraction chloroformique

Le fractionnement d&0 gde I'extrait chloroformique a été effectué sur goonne de gel de
silice, avec le mélange Cyclohexane/Acétate d’étliyl0 a 0:1). Des fractions de 50 ml sont
recueillies pour donner 20 fractions.

Ces dernieres sont soumises par la suite a desatmpér de purification en utilisant
différentes méthodes chromatographiques en phaseat® sur gel de silice ou en phase
inverse sur silice greffée;& chromatographie liquide sous vide (VLC), chroogaaphie
sur colonne de gel de silice normale (CC), chrograijghie sur plague préparative (CPP).

Ainsi, 7 composeés ont éte isolés, selon le schénvarst (figurel21) :

La phase chloroformique (10 g

*CC SiQ
=Cyclohexane/Acétate d'éthyle
(1:0a0:1)
f 95:5 9:1 8:2 l
v
[ fe (964,2 mg) ] [ fo (680 mg) ] [ f1, (2810,4 mg) ]
*CC SiQ .
*CC Si0, VLC
N4 v
=*CC SiQ
=CCM préparative (Sig) *CC SiGQ
v
PN —
[ fonesomg) | s N " .,
25 m 15m
A [ F36-50 (24 mg) ] A\ 4 [ f51_5488,3 mg) ( g) ( g)
v R
25
22 24 *CCSiO, (30 mg) *CC SiG
(6,5 mg) (5 mg) =CCM préparative (Sig)
v v 21(6 mg)
23 25
(4,4 mg) (2,3mg)

Figure 121: Schéma de purification des terpénoides detdién chloroformique de

C. macrocarpum.
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30
(10 mg)

IV.4.2. 2. A partir de la fraction acétate d’éthyle

3 g de I'extrait acétate d’éthyle sont soumis a cinromatographie sur une colonne de gel de
silice en phase normale avec un gradient d’élu@siCl;-MeOH (1:0 a 0:1) (tableau, partie
expérimentale).

La purification des composés a pu étre possibleegm l'utilisation en alternance des
chromatographies sur gel de silice en phase noretaar silice greffée g Le recours a la
CLHP semi-préparative s’est avéré nécessaire panains composés. Ainsi, 9 composés (7

flavonddes et 2 cyclitols) ont été isolés, selon le schemnaant (figure 122) :

La phase Acétate d’éthyle

» CCSio
=  Chloroforme/Méthanol (1:0 a 0:1)

lg 1 9:1 85 :15l
Y

8:2 l
B [ Fuzit08mg) |

l *CC SiO =CC Cls *CLHP semi préparative

=CC silice greffée G

N
28 36(4,4m ) 32 33 34
(13mg) 35 29 (35mg) (55mg) (3,7mg)

(27 mg) (22mg)

31(7mg)

Figure 122: Schéma de purification de la fraction aeétbéthyle deC. macrocarpum

IV.4.3. Détermination structurale des composés obteis a partir de la fraction

chloroformique
L’élucidation structurale des produits isolés a &glisée comme pour la premiere plante

grace a l'analyse des spectres de RMN 1D et 2Dnasse, UV, a la mesure des pouvoirs

rotatoires et a la comparaison avec les donnébslitrature.
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IV.4.3. 1. Détermination structurale du composé 21

La formule moléculaire brute s6H7;,03 du compos&1 a été déduite a partir du spectre de
masse ESI-MS enregistré en mode positif. I| moetreffet un pic d’ion pseudo moléculaire
a m/z 625 [M+H]". Il présente également un fragmentmiz 425 [M+H-(CioH2405)]
correspondant a la perte d’'un groupement acylecadiibnes.

L’analyse du spectre de RMHH (figure123) montre dans la région blindée alldat0,90 a
1,22 ppm, huit fins singulets s’intégrant pour gr@rotons chacun correspondant aux huit
méthyles d’'un squelette triterpénique pentacycligueisonant &, 0,90 (H-28), 0,92 (H-23),
0, 92 (H-24), 0,99 (H-29), 0,99 (H-30), 1,01 (H-26)02 (H-25) et 1,22 (H-27).

Un massif de protons résonant entre 0,91 et 2,41 morrespondant aux -CH et -gHdes
cing cycles. Il montre aussi dans la région dél@e) trois signaux résonant a 5,28 (br8,6
Hz, H-12,) 4,55 (ddJ= 9,4 — 5,6 Hz, H-3) et 3,52 ppm (brt)= 3,4 Hz).

9 méthyles

Al
|

R s " J
S |/
) = 4 Lz JJ!} ..Iill'\_"."‘J llhﬂ/ 'Inl'\.l""

;‘U—ﬂ__,,_—.ﬂ;_ Jll = e )

i
-0 e -

Figure 123: Spectre de RMNH du composé1.

Ces observations suggerent la présence d’'une gérmeménique a squelette oléan-12-éne,
porteuse de deux groupements hydroxyles (OH) dorgruposition 3 de la génine, comme
dans le cas des compo$st9 deGenista ulicina

Le proton résonant a 3,52 ppm correle sur le spe€®SY H-H (figurel24) avec deux
protons H-22 résonants a 1,55 et 1,69 ppm.
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Figure 124: Spectre COSY du compdsg

La position du groupement OH sur le carbone C-2&tablie a partir de I'expérience HMBC

(figure 125) qui montre des corrélatiofil.c et3J..c entre le proton H-21 et les carbones :
C-17, C-19, C-20, C-22, C-29 et C-30.

H-21
b R v seade ol
I
= —= |
— — * C30/H-2
: - 3 C-29/H-2
C-20/H-21=
T 4C-19/H-21
-
il R | —
RS A R =
- e EEER T
J L1 -
ksl

C-1'— -J:-l‘/H-3

|
C-1/Hi2 = = ‘ |

Figure 125: Spectre HMBC du compo2é.
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L’orientation p axiale du proton H-21 est confirmée d’'une part [zampetite valeur de
constante de couplage et d’autre part par I'ef@e (figure 126) qu’il présente avec les

protons du méthyle 30 en positiBraxiale.

effetrOe

CH3(CHy)1,CO0

HzC

24

CH3

23
Figure 126 Importants effets rOe observés pour le com@dsé

Le spectre de RMNH montre des signaux suplémentaires correspondaatprésence d’un
acide aliphatique saturée a longue chaine en plle génine :
- un triplet intégrant pour 3H &, 0,93 (t,J = 6,8 Hz) caractéristique d’un méthyle en
position terminale,
- unsingulet large &41.31, correspondant au massif des, @&l la chaine,
- un triplet intégrant pour 2 H&, 2,35 (t,J = 7,5 Hz), caractéristique de n alpha
du carbonyle de I'acide gras.
Le spectre de RMN®C présente en plus des signaux attribuables & idie gcas saturé a
longue chaine et résonanéal4,1 (C-12Y), 22,7 (C-11"), 25,2 (C-3'), 29,2 -@@;-4' a C-9),
31,9 (C-10", 34,8 (C-2") et 173,7 (C-1"). Leurstpns respectifs attribués a I'aide du spectre
HSQC résonnent &, 0,93 ¢, J = 6,8 Hz, H-12"), 1,31s(, H-4' a H-10"), 2,35t(J = 7,5 Hz,
H-2", 1,35 (n, H-11") et 1,681, H-3"), caractéristiqgues du groupement lauryddl@au 26).
Le nombre de carbones de la chaine était attrilap¥es le spectre de masse.
La valeur du déplacement chimique de H-3 suggéeeaaylation au niveau du carbone C-3
par le groupement lauryle.
La corrélation efldy.c observée sur le spectre HMBC entre le proton Es®mant & 4,55 ppm
et le carbonyle résonant a 173,7 ppm attribuableagibone C-1' confirme que le groupement

lauryle est lié au carbone C-3 de la génine.
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12 39 2

CHy (QH)s GH;

Figure 127 Importantes corrélations HMBG,.c et ®J,.c observées pour le compdak

Toutes ces données spectrales permettent d’idantié composé comme nouveau avec la
structure suivante : 23hydroxy{f-amyrinyl-3-laurate.

\\\\\\O H

[T

)k

CHs;-(CH,)g-CH, o

21a-hydroxyf-amyrinyl-3$laurate(21)

165



Tableau 26: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
compos&1dans CDCG.

N° Oc O (m, J HZ) N° dc On (m, J HZ)
1 38,2 1,12, m, 1,70, m 20 35,5
2 23,6 1,68, m, 1,93, dd (7,0-3,5 21 75,6  3HB0(3,4)
3 80,6 4,55, dd (9,4 — 5,6) 22 43,7 1,53,dd (18%), 1,69, m
4 37,7 - 23 28,0 0,92, s
5 55,3 0,91, dm (12) 24 16,7 0,92, s
6 18,2 1.,45,dd (7,3-3,5),1,60,mm 25 15,6 1502,
7 32,7 1,40, m, 1,58, tm (10,1) 26 16,8 1,01,s
8 39,6 - 27 254| 122,s
9 47,5 1,65, m 28 28,3 0,90, s
10 36,8 29 27,1 0,99, s
11 23,5 1,97, m 30 250 0,99, s
12 122,1 5,28, brt (3,6) Laurate en |3
13 144,7 - 1' 173,71
14 42,0 - 2' 34,8| 2,35,1t(7,5)
15 26,2 1,01, m 1,77,td (11,0-35) 3 25,2 1,68
16 30,5 1,08, m, 2,41, td (14,2- 4,0 4'-19' 29,4731, sl
29,6
17 32,7 - 10' 319 1,31, m
18 46,9 2,09, dm (11,6) 11 227 1,35;m
19 41,6 0,99, m, 2,18, t (13,3) 12' 141  0,98,8)

IV.4.3. 2. Détermination structurale du composé 22

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé enregistrede positif, montre un pic d’ion
pseudo moléculaire &n/z 957 [M+Na]* correspondant a la formule bruteg;100s. Il
montre également un fragmentaz 685 [M+Li—Cy6H3,0,], correspondant a la perte d’'un
groupement palmitoyle. Le spectre de masse hastdutéon HRESIMS 1h/z = 957,8634,
calculé. G;H1100sNa 957 ,8653) en apporte la confirmation.

L’analyse des spectres de RMN et **C nous permet de retrouver les signaux de k& 21
hydroxy$-amyrine comme pour le compo2g. L’'observation d’'un signal déblindé résonant
a 4,43 ppmdd, J = 11,7- 4,7 Hz), sur le spectre de RMN (figure 128), nous autorise a

envisager la présence d’un troisieme groupemenplyte (OH).
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Figure 128: Spectre de RMNH du composé?2.

L’expérience  HSQC permet de repérer son carbofi8,& ppm. Les corrélations HMBC
observées entre le proton H-16 et les carbones, C-14, C-17, C-18 et C-28 impliquent que
ce groupement est attaché au carbone C-16.

Outre les signaux correspondant a I8,18la-dihydroxy-amyrine, le spectre de RMNC
présente des signaux attribuables aux deux acrdessgturés a longue chaine et résonagt a
14,2 (C-16', C-16"), 22,7 (C-15'- C-15"), 25,23CC-3"), 29,1- 29,9 (C-4'a C-13', C-4" 4 C-
13"), 31,9 (C-14', C-14"), 34,9 (C-2', C-2")313(C-1") et 173,7 (C-1"). L'analyse combinée
des spectres de RMM et HSQCJ-modulé montrent aussi, en plus des signaux déning,
des protons résonan®a 0,90 ¢, J= 7,4 Hz, H-16', H-16"), 1,28 1,28r§, H-4' a H-13', H-4"

a H-13"), 1,28, H-14', H-14"), 1,32rG, H-15', H-15"), 1,65r0, H-3"), 1,67 fn, H-3" & H-
13"), 2,32 ({d, J= 7,1- 1,0 Hz, H-2") et 2,3&(, J = 7,7- 2,7 Hz, H-2") et caractéristiques de
deux groupements palmitoyle (tableau 27).

Les déplacements vers les champs faibles des gréteha 4,53dd, J =9,3- 5,5Hz) et H-21

a 4,73 ppmigrt, J =3,4 Hz) traduisent des substitutions a ces nivgmu les groupements
palmitoyle préalablement identifiés. Ceci est coné par expérience HMBC (figure 129) qui
montre les corrélations édc. et>Jc.entre :

- les protons H-3 résonant a 4,53 ppm et H-2'mésba 2,32 ppm avec le carbonyle résonant
a 173,3 ppm attribuable au carbone C-1'.

- les protons H-21 résonant a 4,73 ppm et H-Bhvé@st a 2,36 ppm avec le carbonyle

résonant a 173,7 ppm attribuable au carbone C-1".
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Figure 129: Spectre HMBC du compoZ2&.

La stéréochimie relative du compaa2est déduite de I'analyse du spectre ROESY et de la

mesure des valeurs des constantes de couplage :

- Le proton H-21 est pris en positighaxiale du fait d’'une part de la petite valeur de

constante de couplagbkr{, J = 3,4 Hz) et d’autre part par l'effet rOe qu’'ilgsente avec les

protons du méthyle 30 en positifraxiale.

- L'orientationa axiale des protons H-3 et H-16 est confirmée jadiel rOe entre le proton

H-3 / H-50et H-23, le proton H-16/ H-2ifaxial et par les grandes valeurs de constantes de

couplage Jrax 3= 9,3Hz pour H-3) elisax16= 11,7 Hz pour H-16.
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Cette analyse spectrale permet d’attribuer sansgaritd, la structure nouvellesuivante pour

le compos@2: 3,21-dipalmitoyloxy-18, 21a-dihydroxy{-amyrine.

Tableau 27: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du

H

\\\\\\OO C(CHy)14CH3

3,21-dipalmitoyloxy-16, 2la-dihydroxy{f3-amyring22).

compos&?2dans CDd.

N° Oc OH (m, J HZ) N° Oc On (m, J HZ)

1 38,3 1,09, m, 1,65, m 22 34,1 1, 39, dd (15,3}, 2,17, dd (15,73,1
2 23,6 1,66, m, 1,92, m 23 28,1 0,91, s

3 80,5 4,53, dd, (9,3 -5,5) 24 16,8 0,89, s

4 37,8 - 25 15,6 1,00, s

5 55,3 0,88, m 26 16,8 1,01, s

6 18,2 1,44, m, 1,58, m 27 26,7 1,27, s

7 32,9 1,37, m, 1,56, m 28 21,4 0,81, s

8 39,8 - 29 27,4 0,88, s

9 46,8 1,58, m 30 24,8 1,02, s

10 36,8 Palmitate en 3 et 21

11 23,6 1.97, m 1'en 3| 173,7 -

12 122,9 | 5,33, brt (3,5) 1"en21 173,3 -

13 142,9| - 2' 34,9 2,32, qtd (7,1- 1,0)
14 43,9 - 2" 34,9 2,36, qtd (7,7 — 2,7)
15 35,4 1,65, m, 1,29, m 3 25,2 1,65, m

16 68,3 4,43, dd (11,7-4,7) 3" 25,2 1,67, m

17 37,4 - 4'-13' 29,1-29,9 1.28, brs

18 48,5 2,28,dd (14.1, 4.2) 4"- 13" 29,1- 20,9281brs

19 42,1 1,06, m, 2,10, t (13,814' - 14"| 31,9 1,28, m

20 34,3 - 15'-15"| 22,7 1,32, m

21 76,5 4,73, brt (3,4) 16'- 161" 14,2 0,90, t)7,4
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IV.4.3. 3. Détermination structurale du composé 23

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en modeifposintre un pic d’ion pseudo-
moléculaire an/z= 658 [M+ Li] ¥, correspondant & une formule brute @gHz50s.

Le spectre de RMN®C indique la présence de 44 carbones dont 30 swifiugs & la génine
et 14 a un acide gras saturé a longue chaine ebaés adsc 14,1 (C-14"), 22,7 (C-13"),
25,1(C-3"), 29,2-29,6 (C-4'a C-11", 31,9 (C-129,8 (C-2") et 173,7 (C-1").

Le spectre de RMRH (figure 130) du produi23 montre :

- sept signaux entre 0,82 et 1,71 ppm correspondanrtsept méthyles angulaires d'un
squelette triterpénique pentacyclique de type lapan

- deux signaux sous forme de doublets a 4,62 pp#78t ppm correspondant a des protons
vinyliquescaractéristiques d’'un groupement isoprgi@®]. En effet, les deux protons du €H
oléfinique couplent entre eux formant chacun unbtietud = 2,1 Hz).

- deux signaux déblindés correspondant a des Clgémés dont I'un resonne a 3,68¢,(J =
11,1- 4,7) ppm et lautre a 4,50 J =10,9- 5,3Hz).

Il I
8méthyles

iijj;—gifl ] ,&”JJH &N;ﬂlﬂbh \h‘\bj | J

m

Figurd30 : spectre de RMRH du composé3

L’expérience HMBC montre des corrélaticids.c, Ju.c entre le proton résonant a 3,63 ppm
et les carbones C-15, C-18, C-22 et C-28 ce gsséalogiquement déduire que l'un des
groupements OH est fixé au carbone C-16. L'anay®SY H-H (figure 131) montre une
tache de corrélation entre les deux protons H-$6n@nt a 1,32 et 1,58 ppm et le proton H-
16. De la méme facon, le proton résonant a 4,50 (@unJ =10,9- 5,3Hz) est attribué au
proton H-3 ce qui place le second hydroxyle entmosB.
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Figure 131: Spectre COSY du compdzg

Le spectre de RMNH présente également des signaux attribuablestiaiae de I'acide gras
saturé et résonantdg 1,28 €I, H-4' to H-11"), 1,310, H-12"), 1,341, H-13), 2,321 J=7,9

Hz, H-2") et un méthyle &4 0.93 ¢ J = 7,0 Hz, H-14") caractéristiques du groupement
myristoyl (tableau 28).

Les corrélationdJ..c visualisées sur le spectre HMBC entre les prot#gsrésonant & 4,50
ppm et H-2'{, J = 7,9 Hz) avec le carbonyle résonant a 173,7 pipmib@able au carbone C-

1'attestent de la présence du groupement myribéogl carbone C-3 de la génine.

La stéreochimie relative de ce composeé a été étphli analyse du spectre ROESY (figure
132). En effet, il présente les corrélations &850, H-30/Me-23, Me-26/H-160 et Me-

283/H-198.
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Figure 132: Spectre ROESY du compds®

L’ensemble des données spectrales de RMN permssidieer la structure suivante pour le
composé?23 : Calenduladiol-39-myristateconnue pour étre présent dans la famille des
Asteraceae [10, 54].

Calenduladiol-39-myristate(23)
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Tableau 28: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
compos&3dans CDC.

N° dc Oy (M, J HZ) N° dc Oy (M, JHZ)

1 38,4 1,03, m, 1,70, m 20 156,6 -

2 23,7 1,65,dd (11,8 -3,1) 21 29,9 1,42,1(9,7), 1198,9)

3 80,5 4,50, dd (10,9 - 5,3) 22 37,8 1,32, t (14 H6, t (10,0)
4 37,7 23 27,9 0,87, s

5 55,4 0,82, m 24 16,6 0,87, s

6 18,9 1,44,1(9,6), 1,55, dm (11,1) 25 14,1 0,91

7 34,8 1,42,d (10,2) 26 16,2 1,04, s

8 40,9 - 27 16,3 1,01, s

9 49,3 1,33m 28 11,7 0,82, s

10 35.7 - 29 109.8 4,62,d(2,1),4,73 (2,1)
11 22,6 0,91, m 1,31, m 30 19,3 1,71, s

12 25,1 1,64,dd (11,8 -3,1) myristate

13 38,6 1,58, m 1 173,7

14 44,1 - 2' 34,8 2,32,1(7,9)

15 36,9 1,32,dd (10,3-4,4) 1,58,t(12,0) 3 25,11 1,64 m

16 77,1 3,63, dd (11,1- 4,7) 4'-11'  29,2-29.728, sl

17 37,3 - 12 31,9 1,31, m

18 47,7 1,41,1(9,7) 13 22,7 1,34, m

19 47,6 2,52, m 14 14,1 0,93, t (7,0)

IV.4.3. 4. Détermination structurale du composé 24

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé enregistréde positif, montre un pic d’'ion
pseudo moléculaire@/z658 [M + Li - H]* correspondant a la formule brutg&,:0sLi.

Le spectre de RMNH du compos&4 (figure 133) est trés proche de celui du com®2aé
On retrouve tous les signaux caractéristiques duposé23. les signaux de 7 méthyles
singulets, un massif de protons résonant entre &,8584 ppmcorrespondant aux -CH et -
CH, des cing cycles, deux signaux déblindés correspind des CH oxygénés dont l'un
resonne a 3,55d¢, J = 8,4- 3,4 Hz) ppm et l'autre a 4,5dd( J =11,1- 5,4 Hz). Il montre
aussi les signaux caractéristiques du groupemenisioyle a 14 carbones. La différence
notable entre ce composeé et le com@iéoncerne la disparition des signaux du groupement
isoprényle et I'apparition d’un signal sous forgian doublet larged, J =10,2) attribuable

aux protons éthyléniques d’'un groupement méthyéxeeyclique.
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Figure 133 : spectre de RMAH du compos&4

Le spectre HSQC permet de déterminer le déplacentemique de leur carbonedgl108,3
(C-30). Les protons géminés du groupement méthytenelent en HMBC (figure 134) avec
C-19 et C-21.

Figure 134 : corrélation HMBC des protons éthyléniquéshimés.

L’expérience HSQC permet de détecter leurs protesigectifs a 2,15q¢, J =7,0 Hz, H-19),

2,40, fg, J= 16,0 — 2,6 Hz, H-21 a) et 2,84d(J =16,0- 8,4 Hz, H-21b).

La multiplicité du proton H-19 sous forme de quplat avec] = 7,0 Hz indique qu'il est
couplé avec 4 protons dont 3 du groupement méthiyl29 asy 1,13 @, J = 6,8 Hz) et un du
groupement meéthine H-185a 1,46, ¢, J =10,0 Hz).

Les protons H-21correlent en COSY (figure 135) caua proton résonant & 3,55 ppm

attribué au proton H-22. L’expérience HSQC pernetrepérer son carbone C-23a75,8

ppm, cette valeur illustre bien qu’il est porteurgfoupement hydroxyle.
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Figure 135: Spectre COSY du compdzé

Cette attribution est confirmée par I'expérience Biqui montre des corrélatiofd.c entre
le proton H-22 et les carbones C-18, C-20.

Comme précédemment, le second hydroxyle est poséien position 3 de la génine.

Les corrélationdJy.c visualisées sur le spectre HMBC entre les protéisrésonant & 4,54
ppm @d, J =11,1- 5,4Hz) et H-2' résonant a 2,34 ppmJ(= 7,2 Hz) avec le carbonyle
résonant a 173,7 ppm attribuable au carbone Ctdstant de la présence du groupement
myristoyl lié au carbone C-3 de la génine.

L’expérience ROESY (figure136) permet de visualtes corrélations entre:

- le proton H-3 d'orientatioru et les protons Hb et du groupement méthyle Me-23
équatorial.

- les protons du Me-BBéquatorial et le proton H-22 ce qui permet de gidtiydroxyle en
position alpha.
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Figure 136: Spectre ROESY du compdse

Les expériences HSQC, COSY et HMBC combinées narngitent d’assigner sans
ambiguité tous les déplacements chimiques desms@bdes carbones et de proposer pour ce

compose, la structure nouvelle suivant@,23o-dihydroxytaraxast-20(30)-ene-3-myristate.

3B,220-dihydroxy-taraxast-20(30)ene-3-myristadal )
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Tableau 29: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) du
compos&4dans CDC.

N° Oc On (m, J HZ) N° Oc On (m, J HZ)

1 38,4 1,10, m,1,76, m 20 52,2 -

2a 23,7 | 1,69 m 21 37.4 | 2,40, dg (16,0 - 2)6),
2,84,dd (16,0-8,4

3 80,6 454, dd (11,1-54) 22 75,8 3,55, dd (8%4)

4 37,8 - 23 27,9 0,90, s

5 55,4 0,86, m 24 16,5 0,90, s

6 18,1 1,45, m, 1,57, m 25 16,3 0,93, s

7 34,0 1,46, m 26 15,9 1,08, s

8 40,9 - 27 14,8 1,01, s

9 503 | 1.41dd (9.1- 2.1) 28 183 | 088 s

10 | 37.0 | - 29 250 | 1.13,d(6.8)

11 21,4 1,62, m 30 108.3 4,69, d (10,2)

12 [ 26,2 | 1,19,dd (12,7- 4,6), 1,76, dm (13) myteta

13 39,1 1,69, m 1 173,7

14 41,9 | - > 34.8 234 1(7.2)

15 26,2 1,13, m, 1,79, td (12,5 - 3,1) 3 25,1 67

16 30,8 0,98, dm (13,4), 1,87, td (133,2 4'-11" 29,2-29,61,31, sl

17 39,3 - 12' 31,9 1,31, m

18 | 414 | 1.46,(10,0) 13 31,9 134 m

19 390 | 2,15, qt (7.0) 14 141 | 0,93 t(7.0)

IV.4.3. 5. Détermination structurale du composé 25

Le composé&5 présente une formule moléculaire epHzO, formule déterminée grace au
spectre de masse EI-MS (figure 137) qui présenf@aid’ion moléculaire a

m/z426,4 [M]", correspondant & une masse moléculaire égale amaesoit une perte de
224 uma par rapport au compos#&l. La différence de masse montre que la structure du
compose2s est celle du compos#4, amputé d’'un groupement hydroxyle et de la chaine

grasse.
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Figure 137: Spectre de masse EI-MS du com@&isé

Le spectre de RMNH (figure 138) du composg5 présente de fortes similitudes avec celui
du composé€4. On identifie ainsi les signaux de sept méthylessignal du groupement
hydroxyméthine en position 3 et le signal du groopet méthylene exocyclique. La

différence réside en la disparition:

|
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Figure 138 : spectre de RMRH du composé&5

- des signaux du groupement myristoyl lié au caebC-3.

- le signal du groupement hydroxyle lié au carbGr22.

Les déplacements chimiques des protons et carkited@dsau 30) du composth, assigneés

conjointement par l'analyse des expériences COSH, HHSQC et HMBC, permettent
d’identifier ce dernier au taraxastérol ou,Bu,1%-urs-20(30)-en-3-ol, un triterpene

pentacyclique trés présent dans la famille desras¢éae, isolé pour la premiere fois de
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Taraxacum officinalifAsteraceae) [138] et il posséde plusieurs aésvitantibactérienne,

antitumorale [139-141] et anti-inflammatoire [142].

23 24

B,880,1%-urs-20(30)-en-3-0(25)

Tableau 30: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
compos&5dans CDd.

\=2J

N°  |oc | on(m JHz) N° | dc 3 (M, J HZ)

1 38,7 1,01, m1,77, m 16 38,3  1@0(9,1- 3,0), 1,28, m
2 27,4 | 1,63, dd (11,6 — 3,6), 1,69, m 17 33,7 -

3 79,0 3,26, dd (11,4 — 4,9) 18 48,6] 1,02, m

4 38,8 - 19 | 39,4 | 2,15,1(6,9)

5 55,3| 0,73, dm (10,7) 200 1546 -

6 18,3| 1,44, m, 1,59, td (11,1- 2,0) 21 25,6  202p(15,4 — 5,3), 2,50, tq (7,4
7 340| 1,44, m 22| 388 | 1,44, m

8 40,9 - 23 | 27,0 | 1,02, s

9 50,5| 1,38m 24 | 154 | 0,82, s

10 | 37,1] - 25 | 16,3 | 0,91, s

11 | 21,4| 1,33, m, 1,61, dd (13,3 - 3,3) d6 159 1507

12 | 26,2| 1,15,dd (12,7 — 4,3), 1,72, dd (12,6 ¥ 4,27 | 14,7 | 0,98,s

13 | 39,1| 1,64, ddd (12,7 — 3,4 — 2,6) 28 195 (591,

14 | 42,0] - 29 | 255 | 1,06, s

15 | 26,6] 1,01, m, 1,73, dd (12,6 — 4,2) 30 1071 74010,2)

IV.4.3. 6. Détermination structurale des composég6 et 27

Les composé6 et 27 ont été identifies par GC/MS comme étantflsitostérol et le

stigmastérol.

Le spectre de masse haute résolution obtenu pacingtectronique HR-ESI-MS (figure 139)
du compos&6 montre un ion pseudo-moléculairariz 414,3831 [M]" (calculé 414,3862)
qui correspond a la formule brutegsBsc0.
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Figure 139 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compésé

Le spectre GC/MS (figure 140) du comp@emontre un ion pseudo-moléculairenéz412

[M] *. Indiquant une formule moléculairedBssO
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Figure 140 : Spectr&C/MS du composg7

Les données de RMM, *C J-modulé et la comparaison avec les données dideatire,
en apportent la confirmation [143]. Ces deux prtsd@6, 27) communs a toutes les plantes,

ont été isolés de plusieurs espéces du gehrgsanthemurfiL09].
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Le B-sitostérol a fait I'objet de nombreuses étudesriphaologiques qui ont montré qu'il
possede des propriétés antibactérienne, antituenor§l40-142], antipyritique,

immunomodulatrice et antiiflammatoire [144]. ,

[3-sitostérol(26) Stigsterol27)

IV.4.3.7. conclusion

L’étude phytochimique réalisée sur la fraction cbformique de I'espec€hrysanthemum
macrocarpumma abouti a I'isolement et la caractérisastion de :

v' 5 triterpénes dont trois de structures nouvel®k 22 et 24) avec des acides gras

saturés a longues chaines attachés en positidro3 21 de la génine.

v 2 stérols 26-27).
L’isolement de ces composés a été effectué a l'aideméthodes chromatographiques.
L’élucidation des structures a été surtout réalggéee a des moyens spectroscopiques (RMN
et SM) et par comparaison avec les données didture.
Sur le plan chimiotaxonomique, la constitution cigoue est tout & fait en accord avec les
plantes du genr€hrysanthemurat de la famille des Asteraceae.
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IV.4.4. Détermination structurale des composés obiheis a partir de la fraction acétate
d’éthyle

IV.4.4. 1. Détermination structurale du composé 28

Le spectre UV du compo@8 dans le MeOH présente deux bandes d’absorbancenalas :

la bande | a 334 nm et la bande Il a 269 nm (fidu4®) en plus de la coloration violette sous
la lampe UV, prévoyant une flavone [127].

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathmcigue deAl= 57 nm pour la bande
I, avec une augmentation de son intensité lumineudiquant la présence d’'un OH libre en
position 4'. L’apparition d’'une bande supplémertaians le méme spectre a environ 310 nm
indique la présence d’'un OH libre en position 7.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathmtie de la bande Il d& = 6 nm par
rapport au spectre enregistré dans le MeOH, coafitrainsi la présence d’un OH libre en 7.
Le déplacement bathochrome de la bande | de 4&hsgrvé apres addition de AKEIHCI
comparativement a celui enregistré dans le méthadimjue la présence d’'un OH libre en 5.
L’absence d'un effet hypsochrome apres additionHid au systeme (MeOH + Alg)l
suggere l'absence d'un systéme 3',4'-dihydroxy Isurcycle B. Ceci est confirmé par
I'absence d’effet bathochrome de la bande |, apdéltion de HBO; au systéeme (MeOH +
NaOAc). Ces données sont en accord avec cellesontégp dans la littérature pour
I'apigénine [127].

Les données relatives a la série spectrale UVrsssemblées dans le tableau 31.

Tableau 31: données spectrales UV du compddé

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B | Bande ﬁ?ﬁm) cycle A|  Autrembdes
MeOH 334 269

NaOH 391 275 310
AICI; 382 276

AICI;+ HCI 382 278

NaOAc 384 275

NaOAc + HBO; 347 271
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Figure 141 : Série spectrale UV du comp@&

Le spectre de RMN du proton (figure 142) enregistans le CBOD confirme le squelette

flavonique monosubstitué en 4'. En effet, |l

mentla présence de deux signaux,

respectivement a 6,18 et 6,47 ppm, caractéristiqaedeux protons H-6 et H-8, un singulet a
6,78 ppm, attribué a H-3 et deux doublets pourctams, respectivement a 6,94 8,7 Hz)
et 7,92 ppmJ = 8,7 Hz), caractéristiques des protons HH8' et H-2'H 6' (figure 142)ce

qui confirme que le produ28 est I'apigénine [145].
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- |

Figure 142 : spectre de RMAH du composé&8

Les déplacements chimiques des carbones obtenés apalyse du spectre HMBC (tableau

33) confirment cette structure.

Apigénine(28)
IV.4.4. 2. Détermination structurale du composé 29
Il s’agit du 7-méthoxyapigénine (Genkwanin) idéétpar I'analyse combinée des spectres

de RMNH et**C (tableau 33), HSQC, COSY et HMBC et par comparaivec les données

spectroscopiques trouvées dans la littérature [146]

7-méthoxyapigéning9)
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IV.4.4. 3. Détermination structurale du composé 30

Le spectre UV du compoS® montre dans le méthanol deux maxima d’absorptiarbande

I a 334 nm correspondant au cycle B et la bande 269 nm correspondant au cycle A
(tableau 32).

L’addition de NaOH induit un effet bathochrom\.(= + 55 nm) indiquant la présence d’un
groupement OH libre en 4' (figure 143). L'absentmd nouvelle bande entre 320 et 335 nm
indique la présence d’'un OH substitué en 7. L'ajdet la base faible n’induit pas de
déplacement bathochrome de la bande Il, ce quifigigque c’est le groupe hydroxyle en
position 7 qui est glycosylé. L'effet bathochrome ld bande 14\ = 58 nm) observé aprés
addition de AIC4+ HCI a la solution méthanolique indique la présedan groupement OH
libre en 5. L'absence d’'un effet hypsochrome amddition de HCl au systeme (MeOH +
AICI3) suggere I'absence d’'un systeme 3',4’-dihydroxyIsucycle B. Ceci est confirmé par
I'absence d’effet bathochrome de la bande |, apdgition de HBO3; au systeme (MeOH +
NaOAc).

Les données relatives a la série spectrale UVrsssemblées dans le tableau 32.

Tableau 32 : données spectrales UV du comp0Osé

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B| Bande }Iblm(?m) cycle A  Autrembes
MeOH 334 269

NaOH 389 270 -
AICl; 390 274

AICl;+ HCI 392 274

NaOAc 387 268

NaOAc + HBO; 338 269
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Figure 143: Série spectrale UV du comp8ee

Le spectre de masse haute résolution obtenu pa$&IRAS (figure 144) montre un ion
pseudo-moléculaire @/z455,0956 [M+Na] (calculé 455,0954) qui correspond & la formule
brute G1H20010.

0 455.0956
[M+Na] *

304 2087 5150250

' 413.2676
12350032 1649233 2122385  z3s.07: 301.1428 355.0176 e 1032 441 2985
0 s O [
140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 380 380 400 420 440 460
Mas Calc. Maas EEM DBE i-FIT Formula
455, 0956 455.09549 0.4 11.5 vE | c21 HZ0 010 Ha

Figure 144 : Spectre de masse HR-ESI-MS du compsé

Le spectre de RMNH (figure 145) du composg0 montre les cing signaux des sept protons
caractéristiques de I'apigénine (tableau 33) :

- deux doublets (couplage orthd= 8,8 Hz), intégrant chacun pour deux protons a B3’

et H-5" et 7,97 ppm (H-2' et H-6").

- deux doublets (couplage métd=1,9 Hz), intégrant chacun pour un proton a 6,4%) et

6,41 (H-8) ppm.

- un singulet a 6,98 ppm, attribué a H-3.
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Figure 145 : spectre de RMAH du compos&0

L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBC dupmse30 et la comparaison avec les
données de la littérature permettent d’attribuer lsuspectre RMN"*C tous les carbones
correspondant a I'apigénine [145].

En plus des signaux caractéristiques de I'apigéieirspectre de RMRH montre la présence
des signaux caractéristiques d’'une unité osidiqud te proton anomérique résonne a 5,08
ppm @d,J=7,4 Hz).

L’expérience COSY permet de mettre en évidencadagmce de sept protons d’'un hexose.
Les constantes de couplage vicinales, mesuréestia gua spectre de RMNH sont toutes
supérieures a 7 Hz, ce qui indique qu’ils sont toarss-diaxiaux. Ceci est caractéristique d’'un
S-D-glucopyranose.

La corrélation observée sur le spectre HMBC elatrproton anomérique et le carbone C-7
confirme bien la substitution du carbone C-7 palleose.

Les expériences HSQEmodulé, COSY H-H et HMBC combinées, permettenssigner
sans difficulté tous les déplacements chimiquespietons et des carbones (tableau 33) et

d’attribuer a ce compos3, la structurale 7-O-f-D-glucopyranosylapigénine [145].
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OH O

7-O-p-D-glucopyranosylapigéning0).

IV.4.4. 4. Détermination structurale du composé 31

L’analyse du spectre de RMRH (figure 146) montre trois signaux correspondasus
protons aromatiques :

- deux doublets d’intégration 2H chacu626,97 0 = 8,6 Hz) et 8,02)= 8,5 Hz) typiques
de quatre protons équivalents (H-3' et H-5") e2(ldt H-6") du cycle B substitué par un OH
en position 4',

- un singulet &y 6,66 ppm attribuable a H-3, indiquant la structdhene flavone. Les
valeurs de déplacements chimiques sont en acced lavstructure d’'une apigénine dont le
cycle A est substitué en positions 5 et 7 par wrdwyle et en position 6 et 8 par des sucres
[136].

! ./'/ |
H-5'-H-3' I |

Protons osi&;ue |
H-2"-H-6' H-3

R T re—— PRI B el 1 T ] T . T =
1 8.0 7.5 0 : 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
HE_J H..Elr‘xgl.f '\lEr i e
-l 1 - |es

Figure 146 : spectre de RMAH du compos&1.
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Sur le spectre de RMM, deux protons anomériques sont repérés a 5,05(gphs 9,8 Hz),
4,90 ppm 4, J = 9,6 Hz) Leurs carbones respectifs, attribuésaald’ du spectre HSQC
(figure), résonnent a 73,7 et 75,2 ppm confirmaré liaison C-glycosidique pour les deux
unités osidiques.

L’analyse des spectres COSY et HSQC permet diiiilem& partir de 'anomere a 5,05 ppm
(H-1"") unp-D-glucopyranose.

- La seconde unité osidique dont 'anomére résamh®0 ppm est identifiete comme étant un
pentose qui possede un systéme ABX formé par letoms H-4 §l, 4,02 ppm) et les deux
protons géminés H-5 a 3,78d( J=12,1-1,2 Hz) et H-5b 4,0d(J=12,1Hz). La constante de
couplagel; » de 9,6 Hz indique un proton anomére axial et chliexégale a 1,2 Hz indique
un H-4 équatorial. Les déplacements chimiques @ebooes les portants attribués par
'analyse du spectre HSQC, laissent supposer giddit d’'un a-L-arabinopyranose .Cette
hypothése est confirmée par comparaison des dépdante chimiques des carbones osidiques
a ceux donnés de la littérature [110, 111].

Les corrélation$Jy.c et *Ju.c visualisées sur le spectre HMBC entre le proteh”Ht les
carbones C-6, C-7 et C-5, et le proton H-1" stdarbones C-8, C-7 et C-9, montrent que
c’est le glucose qui est attaché au carbone CFarabinose qui est attaché au carbone C-8,
respectivement.

L’analyse des spectres de RV °C, (tableau 33) HSQC, HMBC d&l montre que ce
composé est identique point par point au B-G-glucopyranosyl-8-G+-D-
arabinopyranosylapigénine, précédemment isolé atir pates parties aériennes de
Chrysanthemum morifoliuRamat [9].

6-C-#-D-glucopyranosyl-8-Qs-D-arabinopyranosylapigénin(@1)
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Tableau 33 : Déplacements chimiques en RN (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) du
composé&8, 29, 30 et 3tdans CROD.

Compos&8 Compos&s Compos&(C Composél
N° Oc on (m,J HZ) Oc oH (m,J HZ) dc oH (m,J HZ) Oc oH (m,J HZ)
2 | 164,0] - 164,1 - 1646 - 1654 -
3 | 103,2] 6,78, s 1039 6,58, s 1035 6,985 10p,466, 6
4 182,1| - 182,5 - 182,4 - 182,9 -
5 161,8| - 161,20 - 161,5 - 159,2 -
6 99,3 | 6,18, s 99,3 6,42,d (1,8) 99,9 6,45d(1,9)| 107,6
7 163,5| - 163,5 - 163,3 - 161,% -
8 94,4 | 6,47, s 94,00 6,18, d (1,8) 952  6,41d(1,9) | 1041
9 157,7| - 157,20 - 157,3 - 156,2 -
10 103,9| - 1049 - 105,7 - 103,8 -
1 121,5| - 122,1 - 1214 - 122 ( -
2 | 1289 7,92,d(8,7) 1286 7,86,d (8,8) 1290 97d@,8,8) 128,8| 8,02, d (8,5)
3 | 116,3| 6,94,d(8,7) 1151 6,95,d (8,9) 1164 956,8,8) 115,6| 6,97, d (8,6)
4 161,6| - 161,7, - 161,7 - 161, -
5 | 116,3| 6,94,d(8,7)) 1151 6,95, d (8,9) 1164 956 (8,4) 1156 6,97,d (8,6)
6 | 1289 7,92,d(8,7)| 1286 7,86,d (8,8) 1290 977 (8,8) 128,8| 8,02, d (8,5)
OMe 55,0 | 3,32, s Glc en (7) Glc en (6)
1" 100,2 | 5,08d (7,4) 73,71  5,05,d (9,8)
2" 735 | 3,27t(8,7) 71,7 4,11, 1(9,4)
3" 76,8 | 3,31t(9,0) 78,9] 3,56,1(8,3)
4" 69,9 | 3,19t(8,1) 71,0 3,68,t(8,4)
5" 77,6 3,46dd (9,0—-| 81,6 3,49, m
5,7
6" 60,9 3,4)18 dd (9,0- | 61,7 | 3,81,dd (12,2-5,7)
4,5) 3,98,d (11,8)
3,72 d (10,8)
Ara en (8)
1" 75,2 | 4,90, d (9,6)
o 69,8 4,00, m
3" 73,9 | 3,67,dl(8,4)
i 69,1 4,02, sl
5™ 70,6 3,78,dd (12,1 - 1,2),
4,07,d (12,1)

IV.4.4. 5. Détermination structurale du composé 32

Le spectre UV enregistré dans le méthanol (figdrg) Inontre deux bandes d’absorption, une

a 356 nm et l'autre a 265 nm, prévoyant soit uwncitel substitué en 3, soit une flavone.

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathmtier de la bande ML = + 58 nm)

avec augmentation de l'intensité lumineuse, indifle présence d’'un OH libre en position

4'. L’apparition d’'une nouvelle bande dans ce mépextre a 329 nm révele la présence d’'un
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OH libre en position 7.

Le déplacement bathochrome de la bandAAl £ + 45 nm), enregistré aprés addition de
AICl s+ HCI comparativement a celui enregistré dans léham®| confirme la présence d’'un
OH libre en 5. Pas de déplacement hypsochrome taride I, en comparant les spectres
AICI3; + HCI et AICE, ce qui prévoit 'absence de systeme orthodihygeogur le noyau B.

Le déplacement bathochrome de la bande Il apregiaddie NaOAc AL = + 12 nm)
comparativement au spectre enregistré dans le math@nfirme la présence d’'un OH libre
en position 7. Ces données sont en accord avezsaglpportées dans la littérature pour le

kaempférol substitué en position 3 [134].

Les données relatives a la série spectrale UVrsssemblées dans le tableau 34

Tableau 34: données spectrales UV du comp®aé

Solvants-réactifs Bande | (nm) cycle B Bande7lblm(ar)1m) cycle Al Autrembdes
MeOH 356 265

NaOH 414 271 329
AICl; 402 273

AICl;+ HCI 401 271

NaOAc 380 277

NaOAc + HBO; 367 269
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Figure 147 : Série spectrale UV du comp@e

Le spectre de RMNH du compos&2 (figure 148) montre les quatre signaux des sixqmet
aromatiques caractéristiques du kaempférol (talB&u

- deux doublets (couplage orthd= 8,0 Hz), intégrant chacun pour deux protons a &B3'

et H-5" et 7,92 ppm (H-2' et H-6"),

- deux singulets a 6,69 et 6,53 ppm d’intégratibhchacun, correspondant respectivement

aux protons H-8 et H-6 du cycle A.

H-8 . i, Ii

H-6

H-5'-H-3]

| il f
_)I II""\_.II-__,.I'I.; i 1

Figure 148 : spectre de RMAH du compos&2

Sur le spectre de RMMN, un proton anomérique est repéré a 5,11 ppm. Gobone
respectif, attribué a I'aide du spectre HSQC, résain100,8 ppm (tableau 35).
A partir du proton anomérique, I'analyse de I'expece COSY permet d’attribuer les sept

protons d’un glucopyranose.
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La corrélation®Jy.c observée sur les spectres HMBC entre le protomérique H-1" du
glucose et le carbone C-3 du kaempférol montre agusucre est attaché a I'hydroxyle en

position 3.
Il en résulte, a l'issue de cette analyse querlectire du composg? est la suivante :

3-O-f-D-glucopyranosyl kaempférgB2) [147].

HO

OH
OH

3-O-p-D-glucopyranosyl kaempféer¢82)
IV.4.4. 6. Détermination structurale du composé 33
Il s’agit du 7O-4-D-glucopyranosyl kaempférol identifié par I'analysambinée des spectres

de RMNH et *°C, HSQC, COSY, HMBC et ROESY et par comparaisorc des données

spectroscopiques trouvées dans la littérature [147]

OH1

OH (0]

(##-D-glucopyranosyl kaempfér¢B83)
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Tableau 35 : Déplacements chimiques en RV (500 MHz) et RMN™C (125 MHz) du
composé2 et33dans CROD.

Composés? Compose3
N° dc OH (m,\] HZ) Oc On (m,J HZ)
2 1594 | - 1594 -
3 133,2 | - 133,2| -
4 1794 | - 179,4| -
5 162,9 | - 162,9| -
6 100,2 | 6,53, s 99,3 6,32, s
7 165,9 | - 169,0| -
8 103,2 | 6,69, s 102,4 6,68, s
9 1585 | - 159.4| -
10 106,1 | - 106,1| -
1 1234 | - 123,4| -
2' 128,7 | 7,92,d (8,0) 129,2 8,16, d (8,6)
3 116,1 | 6,97,d (8,0) 116,0 6,98, d (8,6)
4 1615 | - 1615 -
5' 116,1 | 6,97,d (8,0) 116,0 6,98,d (8,6)
6' 128,7 | 7,92,d (8,0) 129,2 8,16, d (8,6)
Glcen (3) Glc en (7)
1" 100,8 | 5,11, m 104,9 4,76d (7,4)
2" 73,7 | 3,53, m 74,4 3,25dd (8,9- 7,5
3" 76,9 | 3,53, m 76,9 3,50t (9,6)
4" 70,3 | 3,44,1(8,4) 69,8 3,60t (9,3)
5" 77,5 | 3,58, m 77,5 3,35m
6" 61,5 | 3,75,dd (11.9-3,8) 61,0 | 3,81dd (11,8-4,1)
3,95,d (11,9) 3,85d (11,8 —2,1)

IV.4.4. 7. Détermination structurale du composé 34

L’analyse du spectre de RMN (figure 149) du compos#4 montre :

- la présence de substituants en C-5 et C-7 stydie A, grace a l'identification des protons
H-6 et H-8 du cycle A &, 6,24 et 6,54 ppm (tableau 36)

-les signaux de trois protons aromatiques; &,93 ppm @, J = 1,9 Hz), 7,65 ppmdd, J =
8,5-1,8Hz), 7,03 ppmd( J = 8,5 Hz) dont les constantes de couplages indiqqgatils
forment un systeme ABX sur le cycle B et que celwst 1', 3', 4'-trisubsititué. Ces protons

sont respectivement attribués a H-2', H-6' et H-5'.
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Figure 149 : spectre de RMRH du compos&4

L’analyse conjointe des spectres HSQC et HMBC dmmosé34 et la comparaison avec les
données de la littérature permettent d’attribuer lsuspectre RMRC tous les carbones
correspondant a la lutéoline [148].

En plus des signaux correspondants & la géninelyse du spectre de RMM permet de
repérer un proton anomérique résonnant a 4,92 gesidonnées suggeéerent la présence d’'une
seule unité osidique.

L’analyse combinée des spectres de RMN COSY, HIMBCet ROESY du compos&4
permet de retrouver les mémes signaux osidique#sipour la partie osidique du flavonoide
33, il s’agit donc d’'urB-D-glucopyranose.

La corrélation®J..c observée sur le spectre HMBC entre le proton arigoe H-1" du
glucose et le carbone C-3' de génine montre qeei@e est attaché a I'hydroxyle en position
3' de la génine.

Cette structure s’est avérée identique a cellead®-O-4-D-glucopyranosyl lutéoline, isolée

pour la premiere fois a partir des parties aérisrthdreseda luteolfl49].

OH o
3’-O-p-D-glucopyranosyl lutéoling34).
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Tableau 36 : Déplacements chimiques en RM#N(500 MHz) et RMN“C (125
MHz) du compos&4 dans CROD.

N° Oc on (m,\] HZ)

2 164,4 | -

3 102,9 | 6,68, s

4 182,55 | -

5 161,8 | -

6 99,2 6,24, d (1,8)

7 164,8 | -

8 94,1 6,54, d (1,8)

9 158,0 | -

10 102,9 | -

1' 122,3 | -

2' 116,1 | 7,93,d (1,9)

3 146,0 | -

4 151,1 | -

5' 116,4 | 7,03, d (8,5)

6' 122,7 | 7,65,dd (8,5-1,9)

Glucose

1" 103,4 | 4,92,d (7,6)

2" 73,9 3,58,t (7,6)

3" 76,6 3,54,t (8,8)

4" 70,6 3,43,t(9,1)

5" 77,7 3,58, m

6" 61,6 3,78dd (12,0 - 6,6)
4,02d (12,0-2,2)

IV.4.4. 8. Détermination structurale du composé 35

Le spectre de masse &5, montre un ion pseudomoléculaire Mz 169 [M+Na] *

correspondant a une formule brute ghl{g0O4 Na.

Le spectre de RMRH (figure 150) réveéle clairement la présence de :

- trois doublets de doubletssa 3, 43 (ddJ= 10,4 - 4,5Hz), 3,64 (dd= 10,4 — 7,7Hz) et
5,75 (dd,J= 10,0 — 2,0 Hz).

- un doublet &y 3,95 (d,J= 7,5 Hz).

- un tripletdy 4,20 (t,J= 4,5Hz).

- un doublet de doublets de doublets a 5,83 ppm, (3d10,0- 4,5- 2,0 Hz).
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Figure 150: spectre de RMRH du compos&5

Sur le spectre de RMRFC J-modulé (figure 151) du compo& sont visualisés 6 signaux
correspondants a 6 carbones, quatre carbones @g/@geg 66,6 71,2, 72,4 et 72,5 ppm et
deux carbones éthyléniques£126,6 et 132.

Figure151: Spectre de RMN®C J-modulé du composéaians le CBOD

Sur le spectre COSY (figure 152), les deux protolédiniques H-5 4 5,83) et H-6 ady
5,75) corrélent avec les deux protons Hh44,20) et H-1 §4 3.95). Ces deux protons
couplent également avec les protons H3(43) et H-2 ¢4 3,64) respectivement et ce

dernier couple aussi avec le proton H-3, suggdagmtésence d’un cyclohexenetétraol.
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Figurel52: Spectre COSY du composB @ans le CRQOD

Les corrélations HMBC (figure 153) entre les pratad-1 et H-4 et les deux carbones
éthyléniques C-5 et C-6 permettent de placer ldkoiaison en position C-5 (6).
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Figurel53: Spectre HMBC du compo$s dans le CROD.

L’orientation a axiale de I'hydroxyle attaché au C-4 est étabbe fa petite valeur de la
constante de couplage du proton H-41&, 4,5 Hz, H-4), alors que les grandes constantes de
couplages (supérieurs a 7 Hz) des protons : H-2,atH-3 attestent de I'orientatigndes
trois hydroxyles qui restent.

Les données spectrales établies nous ont permsog®@ser la structure ci-dessous pour le
composés: Cyclohex-5-enef},2p,3p,4a-tétraol, aussi appelée conduritol C isolé ici plaur
premiere fois par voie naturelle [150, 151].

OH

OH

OH

o"“llll-

H

Cyclohexa-5-eng2B,3p,4a-tétraol (35).
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IV.4.4. 9. Détermination structurale du composé 36

Le spectre de masse &6, montre un ion pseudomoléculaire iz 187 [M+Na] *
correspondant a une formule brute esH{;OsNa, soit un gain de 18ma par rapport au

composE3s.
Les spectres de RMM (figure 154), et®C (figure 155), de ce composé présentent de fortes

similitudes avec celui du compo3B&.

H-5 H-

| ,l"l:\ L/I\JP'U\‘U:'.J-’I' Ty Ir'I f || Jlllll | |. I |rlll 'ﬁl
\JWNJ\J—\/J SAASTIN ATV o e st o \\_ o Y U"M

— |I 9,62
(SR

LM Ul JLJ,

Figure 154: spectre de RMRH du compos&6

En effet, le spectre de RMNC (figure155) présente 6 signaux résonants effye & 79,3
ppm attribuable aux 6 carbones. La différence netabnsiste en la disparition de deux
signaux de deux carbones éthyléniques et I'apparitie deux carbones blindés dont I'un

résonne a 37,1 et l'autre a 69,3 ppm (tableau 37).

E——

Figure 155: Spectre de RMN°C J-modulé du composés3ians le CBOD.
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L’expérience COSY montre des corrélations entre :

- le proton H-5 &4 4,02 et les deux protons H-8a1,50 et H-6by 2,10 et le proton H-4.

- le proton H-4 § 3,42) et les protons H-3 et H-5.

- le proton H-3 §4 3,60) et les protons H-2 et H-4.

- le proton H-2 ¢4 3,20) et les protons H-1 et H-3.

- le proton H-1 §4 3,81) et les protons H-2 et H-6

Ce qui sugggere la présence d’un cyclohexanepentaol

Les couplages HMBC entre le carbone C-1 et lesopsoH-2, H-6a et H-6b, confirme bien
cette hypothese. Le spectre HMBC montre égalenentcdrrélations entre :

- le carbone C-4 et les protons H-3, H-5 et H-6a.

- le carbone C-2 et les protons H-3, H-4, H-6a &t

Les valeurs des constantes de couplages des priogigeent une configuration pour les
hydroxyles en position 2, 4, 5 et une configurafigrour les hydroxyles en position let 3.
L’ensemble des données spectroscopiques nous toadoioposer pour ce composé, la
structure suivante: Cyclohex$,2a,303,4a,5a-pentaol.

Cette molécule est également identifiée sous le d@Miburnitol [152].

Cyclohexa-B,2a,3B3,4a,50-pentaol(36).

Tableau37: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) du
compos&5 et36dans CDG.

Composés Composé&36
N° 6(: SH (m,J HZ) 5(: 5H (m, J HZ)
1 66,6 | 3,95,d(7,5) 69,8 3,81, ddd (34,8-2,7)
2 71,2 | 3,64,dd (10,4 -7,7) 75,6 3,20, 1(9,3)
3 72,5 | 3,43,dd (10,4 -4,4) 74,8 3,60,1t(9,4)
4 72,4 | 4,20,t(4,5) 79,3 3,42, dd (8BM)
5 126,6 | 5,83, ddd (10,0-4,5-2,0) 69|16 4,02,6)(
6 132,4 | 5,75,dd (10,0 - 2,0) 37,1 1,50, ddd (32(0), 2,10dt (14,4
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IV.4.5. Conclusion

L’étude phytochimique portée sur la fraction ac®tdféthyle des parties aériennes de

Chrysanthemum macrocarpuarconduit a I'isolement et I'identification de :

- 7 flavonoides dont 4 possédant I'apigéni28, (29, 30 et 31) comme génine, deux le
kaempférol 82, 33 et une lutéoline substituée en position 3' pagluoose 34) isolé pour la
premiere fois du gent€hrysanthemum

- 2 cyclitols il s’agit de viburnitol36) et du conduritol C35). A notre connaissance, cette

derniere molécule est isolée pour la premiére fms yvoie naturelle.
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IV.4.6. Identification desconstituantsde I'huile essentielle

L’histoire des plantes aromatiques et meédicinatgsassociée a I'évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I'histoire degples montre que ces plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dansngation des parfums et dans les
préparations culinaires. La valorisation de cessaeses naturelles végétales passe
essentiellement par I'extraction de leurs huilesertelles (HE). Ces derniéres sont des
produits a forte valeur ajoutée, utilisées dandndsstries pharmaceutiques, cosmétiques et
agroalimentaires.

Les résultats de I'analyse par Chromatographieg&zeauplée a la Spectrométrie de masse
GC/MS de la composition chimique de I'HE sont prdée dans le tableau 38, dans lequel les

composeés identifiés sont listés suivant I'ordrariltises de rétention.

Tableau 38 : Composition chimique de I'huile essentielle@emacrocarpum.

Composés IR % % IR %
n-Octane 800 | 0,5 | Oxide de caryophyllene 1582 | 6,5
2,4-Di méthylhéptane| 920 1,0 Salvial-4(14)-en-one 50| 2,5
a-Fenchéne 953| 0,2 Oxide de isoaromadendréne 1699
S-Phéllandréne 1030 0,8 Hexadécane 1600 1,0
Undecane 1100 2,1 | T-Cadinol 1608 | 19,6
Acétated’octényl 11068 2,4 | a-Cadinol 1616 | 5,6
Oxide de Linalool 1178 1,0 Valéranone 1639 1,0
Safranal 1197 0,5 | e-Bisabolol 1659 | 3,0
Dodécane 1200 1,4 | trans-Longipinocarveéol 1688 | 3,5
Hexyl isovalerate 1243 0,2 6,10,14-Trimethyl-2-@elgtcane 1779 2,2
Thymol 1266 | 4,0 Bicyclic [3.3.1]nona-2,6-diol 1820 15
décanoateMéthyle 1290 1,7 Nonadecane 1900 1,0
a-Copaene 1376 0,5 Méthyle héxadécanoate 1908 0,8
n-Tétradécane 1400 | 1,0 | n-Eicosane 2000 1,0
B-Caryophylléne 1416 | 0,2 Héneicosane 2100 0,6
(E)-a-lonone 1433 | 0,7 Acid oleic 2103 0,1
(E)-p-Farnesene 1458 | 2,3 Acid linoleic 2197 1,0
6-Cadinéne 1524 | 3,9 | Tricosane 2300 2,0
Spathulénol 1577 | 12,5 | n-Octacosane 2800 1,0

203



Au total, 38 composés ont été identifiés ce qurespond a un pourcentage de 93,8 % par
rapport a l'ensemble des constituant isolés.Tk@adinol apparait comme le constituant
majoritaire de I'HE (19,6%), suivi du spathulénbt?,6%), I'oxide de caryophyllene (6,5%),
et lea-cadinol (5,6%) accompagnés d’autres composes dedesirs relativement faibles
comme: lethymol (4,0%), Ié-cadinéne (3,9%), léranslongipinocarvéol (3,5%) et le-
bisabolol (3,0%). Peu de compositions dhuiles etssies d’espéces appartenant au
genre&Chrysanthemunont été rapportées a ce jour. L'essenceCdeoronarium[153] est
dominée majoritairement paratpinene (14.8%), l-pinéne (9,5%), le camphre (29,2%)
etlacétate de lyratyle (9.8%). Parailleurs unedéturéalisée également sur I'espece
C.yoshinaganthunj154] a donné des résultats différents avec laidante du myrténol
(54,8%), de l'acétate de bornyle (10,8%), du gerévae D (10,6%) et du 1,8-cinéole (6,8%).
Lep-farnesene (25%) etle limonéne (21,8%) sont désidee composeés majeurs de I'huile

essentielle d&. indicum[155].

En conclusion, les différentes compositions chiragjantre les HE du gen@hrysanthemum

pourraient étre corrélées avec lorigine géographigdes plantes et des conditions
écologiques tels que la température, la longueujody les éléments nutritifs, etc...Ces
facteurs influencent les voies de biosynthése dpldate et par conséquent la proportion
relative des composés principaux caractéristiqa&s,[157]. Cela conduit a I'existence de

chémotypes différents qui distinguent les HE d&dihtes origines.
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Activités biologiques de C.macrocarpum

IV.4.7. Evaluation de I'activité antibactérienne

La découverte des antibiotiques constituait unéalde révolution dans la lutte contre les
maladies infectieuses. Cependant, la consommatiappropriée et l'utilisation abusive
d'antibiotiques, ont accéléré la sélection de b@sté multirésistantes, constituant
actuellement, un réel probleme d’antibiothérapiedetsanté publique. Les conséquences
collectives et individuelles de ce probleme, s@miesises du fait que la plupart des infections,

qu'elles soient bénignes ou graves, sont de plpdusrdifficiles a traiter [158].

Le recours aux ressources naturelles, en généralpeplantes médicinales en particulier,
devient alors une des plus importantes et inténéssaistes a explorer, pour la recherche de

nouveaux produits antibactériens plus efficace8][15

Parmi les plantes médicinales ayant un intérét afhgrtique important figure le
chrysantheme.Dans la derniére décennie, le chitysargt a été étudié pour une potentielle
utilisation dans : I'immunomodulation, les infegtibbactériennes et fongiques, ainsi que les
infections a protozoaires [47, 50]. L'objectif detre étude, consiste a évaluer I'effet

antibactérien de la fraction chloroformique@erysanthemum macrocarpum.

IV.4.7. 1. Technique de diffusion en milieu gélog@ntibiogramme)

L’évaluation de l'activité antibactérienne de I'mit chloroformique de Cmacrocarpuma
été déterminée par la technique de diffusion slosggMueller-Hinton).
L’activité antibactérienne est évaluée par la mesier la zone de clarification en millimétres

tout autour des disques.

IV.4.7. 2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination des CMI des extraits de planté&s,awis des souches bactériennes, est
réalisée selon la la méthode standardisée de nddateen NCCLS (National Committee for

Clinical Laboratory Standardn milieu solide.
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IV.4.7. 3. Résultats et discussion

Les résultats de I'activité antibactérienne derétion chloroformique d€.macrocarpum

sont regroupés dans le tableaul3% valeurs indiquées sont les moyennes de trassires.

Tableau39: Zones d’inhibition en mm et CMI de la fractiochloroformique de

C.macrocarpum

Microorganismes Diamétres d’inhibitions (mm) CMLgl ml)
Fraction CHC{ | Ampicilline | Fraction CHCJ Ampicilline

S. aureuATCC 25923 24 30 128 5
E. faecalisATCC 30 16 128 16
29212
E. coliATCC 25922 24 18 8 10
P. aeruginosa 30 - 0,5 -
ATCC27853
K. pneumoniae 18 14 4 32

La fraction chloroformique a montré un effet inl@oir important sur la croissance des
bactéries Gram négatiP. aeruginosak. coli et K. pneumoniag avec des zones d’inhibition
de 30, 24 et 18 mm, respectivement et des CMI Bie 8,et 4 pg/ ml, respectivement. Une
activité antibactérienne modérée, a été obsenga-vis des souches Gram posg&ifaureus
et E. faecalis avec des zones d’inhibition @4 et 30 mm, respectivement et de CMI a valeur
commune de 128 pug/ ml.

Par ailleurs, l'antibiotique «Ampicilline », a rengaablement inhibé la croissance des
souches bactérienneS. aureus(30 mm), E. coli (18 mm), E. faecalis(16 mm) etK.
pneumoniag14 mm). Toutefois, cet antibiotique n’exerce auedfet pour les doses testées
sur la souche bactérienRe aeruginosa.

L’activité antibactérienne de la fraction chlorafoque deC. macrocarpunpourrait étre due

a la richesse de cette derniere en composeés tquasnnotamment en taraxastérol [t
sitostérol dont les pouvoirs antibactériens ontdéj@ démontrés [140-142]. Cependant, tout
cela n’empéche pas qu’un effet synergique entrsiguus constituants de la fraction pourrait

aussi étre pris en compte dans cette activite.
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A lissu de ce travail, nous déduisons que la fomcthloroformique deC. macrocarpum
posséde une activité antibactérienne trées impartatdgs diamétres d’inhibition élevés et des
CMlI faibles) sur les germes pathogenes étudiése @atde, d’'une part, confirme l'efficacité
et rationalise 'usage des feuilles et fleursCdenacrocarpunen medecine traditionnelle et,
d'autre part, elle prépare le chemin pour préva@laboration de nouveaux produits

antibactériens.
IV.4.8. Evaluation de I'activité antiproliférative

Le cancer est devenu un véritable probléme de singgar le monde : il représente fA'2

cause de mortalité dans les pays développés etrdedgalement un probléeme majeur de
santé dans les pays en développement. Ces deomerdés lors recours a la médecine
traditionnelle, qui utilise largement des recetéedase de plante. En s’appuyant sur les
données ethno-phytothérapeutiques et/ou ethnophatoggques, les chercheurs ont pensé a
isoler puis identifier diverses substances d’orginaturelle possédant des propriétés

pharmacologiques intéressantes et ce dans bietodesnes.

S’agissant du cancer, les produits naturels ontaél@ base de bien des progres dans les
traitements appliqués. C’est notamment le cas &etaenche de Madagascar, de I'lf et de la
Pomme de mai. C’est dans ce contexte que nousswuses intéressés a I'évaluation de
I'activité antiproliférative deC. macrocarpumsurtout que la littérature scientifique suggeére

que le genr€hrysanthemuroontient des composés terpéniques anticancéreux
IV.4.8.1. Le test de viabilité

Afin d’évaluer I'activité antiproliférative de I'dérait chloroformique deéC. macrocarpumun
test de viabilité des cellules est réalisé. Le t®SIT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]-
diphényltétrazolium bromure, Sigma) est un tesobmwilétrique basé sur la capacité des
mitochondries fonctionnelles des cellules a rédquir@ la succinate déshydrogénase [160], le
produit MTT en cristaux de formazan détectables spectrométrie visible aprés leur
dissolution dans du DMSO (diméthylsufoxide). Il et alors d’évaluer les effets des
traitements étudiés sur la croissance globale d’poeulation cellulaire donnée, en

déterminant le nombre de cellules vivantes restargein de la culture cellulaire analysée.
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IV.4.8.2. Résultats et discussion

L’inhibition de la prolifération des cellules HTB2t PC-3 a été évaluée par le test MTT
décrit dans la partie Matériels et Méthodes, (f24f8). Le test a été réalisé en triplicate et les
résultats obtenus sont représentés ci-dessousfgoue de graphique ou nous avons en
abscisse les concentrations de la fraction a testeen ordonnée le pourcentage de
prolifération des cellules traitées par rapport e@llec des cellules de contréle (100%)
(figurel56).

La fraction chloroformique deC. macrocarpum présente un effet inhibiteur de la
prolifération dose et temps dépendants vis-a-vis dieux lignées cellulaires cancereuses
humaines et en particulier les cellules du caneetadprostate PC-3 avec un pourcentage
d’inhibition de 97% a la concentration de 120milgaprés 48 h. Ce pourcentage est plus
faible lorsqu’il s’agit des cellules HT-29 ou ilteduit a 65,6%. Ces résultats suggerent
I'existence d'une sélectivité d’action de la fracti chloroformique sur les deux lignées
cellulaires. En accord avec nos résultBRerk et al,ont déja observé quk fraction
chloroformique deC. boreale et les guaianolides isolés a partir de cettetibmcavaient
montrés une forte activité antiproliférative eeuwsglectivité contre les cellules du cancer de
la prostate PC-3 [48].
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Figure 156 : Effet dda fractior chloroformique sur la prolifération des lignes gklires du

cancer humain du colon HIS et de prostate PC-3.

IV.4.9. Evaluation del’activité analgésique, anti-inflammatoire et antiulcéreus :

L’inflammation peut étre définie comme un procesgéséral réactionnel de tout ou pe de
'organisme a une agression, qu’elle soit chimiqydysique, bactérienne, virale

parasitaire Elle se traduit ordinairemt par des symptdmes cardinaux : cha rougeur et

douleur.

L’inflammation ainsi définie se déroule en troisaphs

» une premiére phasegprécoce, elle se caractérise par une vasodilatatiore
augmentation de la perméabilité capillaire et sluit parles signes suivants
chaleur, cedeme atouleur. On note également une migration de leuescyles

vaisseaux vers les tissus lésés et une libératmrfadteurs tissulaires a sav

I’histamine, la sérotonine, les kinines, les prgktadines
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» une deuxieme phase dite du «granulome » caraénr l'introduction dans
l'infiltrat cellulaire de polynucléaires, faisantlape a des cellules mononuclées
(lymphocytes, plasmocytes), aux macrophages quiqayent les agents agressifs et
aux fibroblastes. Il s’en suit une libération d'gmes protéolytiques qui entretiennent

I'inflammation.

» une troisieme phase, c'est la phase ultime ou piraéon. La cellule dominante est le
fibroblaste qui synthétise les fibres de collagéete les mucopolysaccharides
aboutissant a la constitution d’'un nouveau tissojareetif. Ce tissu a pour role de
former une barriére. Le tissu fibreux néoformé ardat le foyer infectueux peut
empécher les antibiotiques d’agir au niveau degudations conduisant a une
diminution de la mobilité et parfois un blocage. Aiueau du systéme nerveux central
la réaction inflammatoire empéche le déplacementiglide céphalorachidien et
entraine une compression du SNC. Tous ces incaavsnexpliquent la nécessité

d’utiliser des produits qui peuvent empécher lanfimation.

Les antiinfammatoires non stéroidiens (AINS) s@rgément prescrits en raison de leurs
efficacités dans la prise en charge de la doutkula fievre, de I'inflammation et des troubles
rhumatismaux. Cependant, leurs utilisations théraguees a long cours est souvent associee
a des effets indésirables tels que les ulcéresogasestinaux et I'insuffisance rénale [161].
Ces effets indésirables sont généralement liémhaibition des enzymes cyclo-oxygénases
(COX; et COX) par les AINS classiques. La C@Xest constitutive et joue un réle
physiologique en maintenant l'intégrité des tisstagdis que la COXest inductible, sa
synthese est stimulée par le Tt I'interleukine 1.

L’apparition des AINS sélectifs de la CQ&ppelés coxibs vient réduire les effets seconslaire
gastrointestinaux, mais ils induisent un risquedicasasculaire [162]. Dans ce contexte, le
recours aux ressources naturelles et plus pagremient aux plantes médicinales devient une
importante voie alternative a explorer afin de déco des médicaments efficaces a moindre
effets secondaires.

Avant d’effectuer les tests d’activité analgesigeteanti-inflamatoirein vivo, nous avons

d’abord déterminé la dose Iéthale 50 par voie orale
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IV.4.9. 1. Etude de la toxicité aigué: Déterminatin de la (DLso)

Etude de la toxicité générale aigué de la fractbloroformique deC. macrocarpuma été
menée suivant la méthode décrite par Behrens ebeKefl935) [163]. Elle consiste a
déterminer la dose létale 50 % (§3). c'est a dire la dose capable de tuer, par | voi

d’administration choisie, la moitié des animaux ersexpérience.

IV.4.9. 2. Evaluation de I'activité analgésique

IV.4.9. 2. 1. Test du writhing

L’effet analgésique de la fraction chloroformiquee@ macrocarpuma été évalué suivant le
nombre de torsions abdominales induites par I'tijacintrapéritonéale de l'acide acétique
(2%) suivant la méthode décrite Koster et al [164]syndrome douloureux se caractérise par
des mouvements d'étirement des pattes postérietir@s torsion de la musculature dorso-

abdominale.

IV.4.9. 3. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire de la fraction chldoymique deC. macrocarpuna été évaluée
par la méthode de Wintet al [165]. Elle consiste a vérifier I'action inhibiteé d’'un extrait
sur I'eedeme provoqué par l'injection de carragésimgs I'aponévrose plantaire de la patte
d’un rat.

IV.4.9. 4. Détermination de I'activité antiulcéreug
L’activité antiulcéreuse a été évaluée par la nddhae Correll et al [166].
IV.4.9.5. Résultats et discussion
» La toxicité aigtie : dose léthale 50 (Dig)
L’administration orale des différentes doses (dé) 50 10000 mg/kg) de la fraction
chloroformique deéC.macrocarpunaux souris, n’a pas changé le comportement desar

et il 'y a pas eu de mort aprés les 24 heures nuladtration et les quinze jours

d’observation.
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La fraction chloroformique n’est donc pas toxiqae poie orale en une prise unique.

» [activité analgésique (Test du writhing)

Le tableau 40 représente les effets de I'acidg/laaditylique et de la fraction chloroformique
sur le nombre de torsions provoquées par l'injectie I'acide acétique (2%).a fraction
chloroformique, exerce un effet protecteur doseedépnte, vis a vis de la douleur chimique.
Le pourcentage de protection atteint son maximuand@se 10,000 mg/kg, soit 93,15 %.

Elle présente donc un pouvoir analgésique périghérisupérieur a celui de l'acide

acétylsalicylique a la dose de 200 mg/kg.

Tableau40: Activité analgésique de la fraction chloroformiques-a-vis de la douleur

provoguée par l'acide acétique.

lots Dose (mg/kg) | Nombre de torsiofisX + DS | % d'inhibition

Contrdle - 24.33+1,86 -

Acide acétylsalicylique 200 6,57+ 0,87 72,99

Fraction chloroformique 5,000 3,858 +1,28 84,25
10,000 1,67 +0,62 93,15

"Différence significative entre la fraction chloraftique et I'acide acétylsalicylique
(200mg/kg) a p < 0.05.

2Différence significative entre la fraction chlorofeique et le contréle a p < 0.05.

b Chaque valeur représente la moyenne (le nombrerd®iis) + DS du nombre d'animaux

dans chaque groupe (n = 6).
= L’activité anti-inflammatoire
Le lot essai traité oralement par la fraction abdlormique deC.macrocarpumn(5,000 mg/Kg)

a montré une inhibition significative de I'cedéme ldepatte induit par l'injection de la
carragénine avec un pourcentage d'inhibition de66P2, Pour le lot de référence
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l'indométacine (5 mg/kg) a réduit le volume l'augnadion de la patte avec un pourcentage
d'inhibition de 83,36 %. Les résultats sont éxparmdans le tableau 41.

Tableau41: Activité anti-inflammatoire la fraction chloroforepie deC. macrocarpun

heures aprés l'induction de 'oedeme a la carrageni

lots Dose (mg/Kg) % d’augmentation de volunfedes % d'’inhibition
pattes X + DS
Contréle - 71,94 £3,28 -
Indométhacine 5 11,97+ 3,23 83,36
Fraction chloroformique 5000 19,67+ 4,03 72,66

* Différence significative entre I'indométacine eadtion chloroformique a p < 0,05.
2 Différence significative entre fraction chlorofompie et le contréle a p < 0,05.
b Chaque valeur représente la moyenne (% d’augmentalii volume) + DS du nombre

d'animaux dans chaque groupe (n = 6).
= L’activité d'anti-ulcéreuse

Apres I'administration de 5000 mg/kg de la fractiomoroformique pendant quatre jours
consécutifs aucun ulcére n'a été détecté contraiméra I'indométhacine (5mg/kg) utilisé

comme le médicament de référence.

L'objectif de notre travail était d’établir une Ikasscientifique de [I'utilisation de
C.macrocarpumen médecine traditionnelle. La présente étude aod#&én que la fraction
chloroformique possede des propriétés pharmacalegidelles que l'activité analgésique,
anti-inflammatoire et anti-ulcéreuse est consid@dme une substance non toxique selon
I'échelle de toxicité de Hodge et Sterner [167], leaDLsy est supérieure a 10000 mg/kg de
poids corporel.

L'cedeme induit par l'injection de la carragéninewsmodele animal largement utilisé pour
évaluer l'activité anti-inflammatoire des substadéinjection de la carragénine provoque la
libération de plusieurs médiateurs chimiques quintseesponsables du processus
inflammatoire. Cette réponse inflammatoire est agipue dont la phase initiale qui dure

environ une heure est due a la libération de Bnisbe et de la sérotonine, la bradykinine est
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libérée au cours de la seconde phase (1,5 —3 hertrés biosynthese des prostaglandines
intervient au-dela de la troisieme heure [168].

Pour la fraction chloroformique, la forte inhibiti de I'oedéme a été observée a la quatrieme
heure. Cela suggére que l'action inhibitrice defriaction chloroformique s’exercerait
davantage sur les cyclo-oxygénases qui sont reaplmssde la synthése des prostaglandines.
Les contractions induites par I'injection i.p. dacide acétique est une méthode utilisée pour
étudier I'effet analgésique périphérique d’'une samse. La douleur provoquée par l'injection
de I'acide acétique est due a la libération deétatenine, de I'histamine, de la bradykinine, et
des prostaglandines (PGE PGF ;). Ces médiateurs chimiques stimulent les neurones
nociceptifs périphériques et induisent 'augmentatie la perméabilité vasculaire [169].

La fraction chloroformique a inhibé les contracombdominales de maniére significative.
Cet effet analgésique pourrait étre lié a I'inhdntde la libération des médiateurs chimiques
Notre étude phytochimique sur la fraction chloraiaue a permis de mettre en évidence la
présence des triterpénes et stéroides. Des étudéseares ont montré qu’ilsont de
puissants inhibiteurs des prostaglandines [170].

Les résultats significatifs obtenus au cours ddecétude ont montré que la fraction
chloroformique de C. macrocarpuma un potentiel intéressant comme nouvelle agetit an

inflammatoire et analgésique.

Activités biologiques de Genista

L’activité antibactérienne de la fraction butanakgdeG. ulicina et des composé8)( (10),
(15) et (16) a été évaluee également pour son activité ariéibanne, en utilisant le méme
protocole, sur des souches: coli, S. aureus P.aeruginosaet E. faecalis Aucune des

molécules testées, ni la fraction butanolique ntatré d’activité antibactérienne.

Les mémes fractions n'‘ont pas montré d’activitéipaaliférative sur les cellules HT-29
(Clsp>100u9).
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Conclusion générale
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Conclusion générale

Au cours du présent travail deux especes vegétddgEsiennes ont été, pour la premiére fois
investigées chimiquement et biologiquement. Il &'@june FabaceaeGenista ulicind et
d'une AsteraceaeChrysanthemum macrocarpimA l'issue de cette investigation, 36

composés dorit0 nouveaux, ont été isolés et caractérisés.

L’étude phytochimique réalisée sur les partieseaéigés de I'espéddenista ulicinaa permis
d’isoler, par diverses méthodes chromatographicq@@s;omposeés naturels répartis en deux
classes de métabolites secondaires :

v' 14 Saponosides doséptdestructures nouvelles.

v' 6 flavonoides donleux C-glucosylés et une isoflavone.
Il est important de signaler que les saponosides décrits pour la premiére fois dans le
genreGenista La majorité des saponosides isolés sont des nesnuasides avec soit @D-

glucose, I'acidgs-D-glucuronique ou bien dg-D-galactose.

L’étude phytochimique de la fraction chloroformigeteacétate d’éthyle des parties aériennes
de Chrysanthemum macrocarpusconduit a I'isolement et I'identification de fr®lécules :

v' 2 cyclitols,

v 7 flavonoides,

v 7 triterpenes dontrois originaux. Il s'agit de 3 triterpénes pentaycliguecylés en

position 3 et/ou 21.

L’huile essentielle de I'espéc&.macrocarpum obtenue a partir de I'hydrodistillation des
parties aériennes a été caractérisée pour la @reraois. 38 composés organiques volatils ont

été identifiés et constituent 93,8 % de la compmsithimique totale de I'huile essentielle.

Cette huile est majoritairement composed-aadinol (19,6%), suivi du spathulénol (12,5%),
d’oxide de caryophylléne (6,5%), et deadinol (5,6%).

D’un point de vue chimiotaxonomique, la compositaiimique de I'espéc€.macrocarpum
est en parfait accord avec les plantes du géhrgsanthemum.

L’isolement de tous ces composés a été effectiddie [de méthodes chromatographiques :
chromatographie sur colonne de gel de silice na@r@@C), chromatographie sur colonne de
silice greffée @, chromatographie sur plaques préparatives deesiliermale (CPP) et

chromatographie liquide haute performance CLHPlexse inverse.
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Les structures moléculaires des composés isolésétintélucidées principalement par
I'utilisation des techniques de RMN 1D et 28H( *C Jmodulé, COSY H-H, HSQG-
modulé, HMBC, TOCSY et ROESY), par UV, par la dpmmétrie de masse (MS), par la

mesure des pouvoirs rotatoires et par la comparasgec les données de la littérature.

L’activité antibactérienne de la fraction butanakgdeG. ulicina et des composé®8)( (10),
(15) et (16) a été évaluée sur des souclescoli, S. aureusP. aeruginosatE. faecalis
Aucune des molécules testées, ni la fraction bligae n’a montré d'activité
antibactérienne. lls n’'ont pas montré égalementtiViéé antiproliférative sur les cellules HT-
29 (Ckp>100u9).

La fraction chloroformique d€. macrocarpumpossede une activité antibactérienne trés
importante (des diamétres d’inhibition élevés et @&l faibles) sur les souches bactériennes
étudiées.

Elle montre une activité plus importante sur lasch@s gram negatif avec des CMI comprises

entre 0,5 et 8 ug/ml, nettement inférieures a sa@kel'ampiciline utilisée comme référence.

Les résultats d’activité antiproliférative de ladtion chloroformique d€. macrocarpunsur

les deux lignées cellulaires cancéreuses humaitieg9 (dérivant du carcinome colorectal)
et PC-3 (dérivant du carcinome de la prostate)ntreoque la fraction chloroformique
présente un effet inhibiteur de la prolifératiom ks deux lignées a la concentration de 120
png/ml apres 48 h.

Les résultats significatifs obtenus aprés I'évatmtde [I'activité anti-inflammatoire,
analgésique et anti-ulcéreuse, ont montré queataién chloroformique d€. macrocarpum
possede des propriétés anti-inflammatoire et as@jgé tres importantes a la dose de 5,000

mg/kg.

Ces reésultats constituent une base scientifiquejugtifie I'utilisation traditionnelle deC.

macrocarpum.
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Chapitre V

PARIIE EXPERIMENTALE
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V.1. Matériel et méthodes

V.1.1. Matériel végétal et extraction

Genista ulicinaa été récoltée en Mai 2009 dans la région d’El akay Jijel (Nord-Est
Algérien) etChrysanthemum macrocarpuan été récolté en Avril 2005 dans une station a
quelques kilométres de Ghardaia (Sud-Est Algérigigentification botanique de ces deux
especes a été realisée par le Professeur GéraBélRe (Université d'Annaba). Aprés le
séchage dans un endroit sec et a I'abri des rasaaBes, les parties aériennes sont broyées.
Les drogues séchées et broyées ont été extraitesnpaméthode d’extraction de routine
(figure 36). Les extraits secs obtenus sont enstoiekés a température ambiante, a I'abri de

la lumiere jusqu’a utilisation.

V.1.2. Matériel chromatographique

V.1.2. 1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisés a chaque étape pour le suivi et le coatd@s purifications, les chromatogrammes sur
couche mince permettent de vérifier la présentétat de pureté des produits suivis.

Nous avons utilisé essentiellement des plaquesgeet’emploi a support en aluminium ou
en verre (Merck) : en phase normale, Kieselgel £Q Merck, 250um et en phase inverse,
RP 18 Fs4s 200um Merck.

Les plaques utilisées pour la réalisation des chtographies sur plagues préparatives sont en
verre recouvertes de silice Kieselgel 62Merck, 250um (20 x 20 cm).

Le développement des plagues s’effectue dans dessoen verre saturées avec |'éluant
approprié. Cette phase mobile est constituée d’étamge binaire ou tertiaire de solvants
selon le type de séparation souhaitée.

L’observation des CCM s’effectue en lumiere visibtesous UV (254 et 365 nm), avant la

révélation par un révélateur a base d’acide sgjfigridilué a 50% dans I'eau.
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V.1.2. 2. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertasiepirs types de phases ont été mises en
oeuvre dans des colonnes en verre. La taille elidmétre de la colonne sont choisis en
fonction de la quantité d’échantillon & purifier.

Les phases stationnaires utilisées sont :

- en phase normale, une silice Kieselgel MerckZ30-mesh). La quantité de silice utilisée
est généralement 40 fois supérieure a la quari@ahadntillon déposée.

- en phase inverse, une silice greffée LichroprBpl® Merck (40-63um), en utilisant 30 fois

le poids de I'échantillon a purifier, et dans ces dalution est effectuée a l'aide d'air

comprimé.

IV.1.2. 3. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide (VLC) est tewhnique rapide permettant de réaliser
une premiere séparation d’extraits bruts. La si(e@ phase normale) Kieselgel Merck (70-
230 mesh, 63-20@m) ou la silice grefée (phase inverse) Lichroprép I8 Merck (40-63
um) est conditionnée dans un entonnoir cylindriglieant sur verre fritté N° 4. Le volume de

silice utilisé correspond a 10 fois le poids deti@ntillon.

V.1.2. 4. Chromatographie liquide haute performancéCLHP)

Les analyses CLHP ont été effectuées a l'aide dlhame chromatographique Dionex, munie
d’'une pompe P580 A quaternaire, a gradient bassesion avec dégazeur intégré et d’un
détecteur UV/Visible a barrettes de diodes 170834Dune colonne thermostatée par un
four STH 585. L'ensemble est piloté par le logigkromeleofi version 1 et 2Nous avons
travaillé avec plusieurs colonnes, toutes de typépDase inverse) :

- Colonne Dionex & 201 SP, 4,6 x 250 mm, de granulométije e porosité 90 A, pour
analytiques

- Colonne Dionex g 201 SP, 10 x 250 mmp590 A- Pour CLHP semi-préparatives.

- Colonne Thermo Electron corporation hyperprep®$21,2x 250 mm, 1, 90 A - Pour
CLHP préparatives.
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Que ce soit pour des analyses isocratiques (catiggodu mélange identique pendant toute
I'analyse) ou en gradient, nous avons toujoursaili#vavec des mélanges MéthaneHu+
TFA (0,025%)ou Acétonitrile/Eau+ TFA (0,025%)éventuellement.

V.1.3. Méthodes physico-chimiques

V.1.3. 1. Spectrophotométrie UV-visible

Les spectres UV-visble des composés ont été meslags le méthanol a l'aide d'un
spectrophotometre.

V.1.3. 2. Spectrométrie de masse

Les spectres ESIMS et HRESIMS ont été en enregistréde positif et négatif sur un
spectrometre Micromass Q-TOF (MANCHESTER, UK).

V.1.3. 3. Spectroscopie de RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléainothnet du carbone (RMRH et **C)

ont été enregistrés a 500 et 125 MHz sur un apg@RIKER AVANCE DRX-500 ou a 600
et 150 MHz sur un appareil BRUKER AVANCE DRX-600udug d’'une cryoplateforme. Les
microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitemeldgs données Topspin 2.1 sont
appliqués.

Les échantillons ont été solubilisés dans les stdvdeutérés CDgl DMSO-ds et CD;OD
dans des tubes analytiques de 5 mm de diamétre.

Les déplacements chimiques) (sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthgiksi

(TMS), les constantes de couplage sont expriméeészen

V.1.3. 4. Analyses GC et GC/MS

V.1.3. 4. 1. Analyses GC

L'analyse GC a été effectuées sur un chromatogréntmagan SSQ 7000 équipé d’'une

colonne de silice de type DB-5 (5% méthylphénylgdbkane) de (30 m x 0.25 mm i.d.,

épaisseur de film 0.2pbm). La température du four étant programmée de 2808C a une
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vitesse de 3° C min-1, avec une température dligeet détection de 280°C, et un volume
injecté de 0,1ul. Le gaz vecteur étant 'Hélium avec un débit ddimin.

V.1.3. 4. 2. Analyse GC/MS

L’analyse GC/MS ont été effectuée sur un appareihifan SSQ 7000 muni d'un détecteur
masse couplé du type thermo trace GC 2000, équipé dolonne de silice du type

DB-5 (5 % méthylphénylpolysiloxane), de (30 m x®r@m i.d. épaisseur de film 0.2®).

Les conditions opératoires sont les mémes powanak/ses GC, la température de four étant
programmée de 40°C (3 min), puis a une vitesse°@#n8n lorsque la température atteint
250°C.

Les paramétres MS étant :

Température de trappe d’ions : 200°C

- Rapport split : 1 :10

- Potentiel d’'ionisation : 70 ev

- Bande de scans : 40- 400 u

- Temps de scan : 5s

- Résolution : 1000.

Les différents constituants de l'huile essentielie été identifiés par comparaison de leurs
spectres de masse avec ceux des composés desdeaskmnées Wiley et NIST, du
spectrometre de masse CPG/SM et ceux de base deéafonspectrales Adams.
L’identification des molécules a été confirmée pamparaison de leurs indices de rétention
avec ceux connus dans la littérature. Les indieesétention des composés ont été calculés

grace aux temps de rétention d’'une s@+édcanes GC;7 avec une interpolation linéaire.

V.1.3. 5. Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire a été mesuré sur un polariende type Perkin-Elmer 241 a la longueur
d’onde de la raie D du sodium= 589 nm) dans une cuve de 10 cm a 20°C. Le pouvoir
rotatoire spécifiqued],, exprimé en degrée, est calculé a partir de la fibersuivante :

[a]p = 100a /c

a: angle de rotation, en degré, lu sur le polarimetr

| - longueur de la cuve de mesure.

c : concentration de la molécule en solution &0@/ml.
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V.2. Etude de I'espécé&enista ulicina

V.2.1. Extraction des parties aériennes dé. ulicina Spach

Apres le séchage dans un endroit sec et a 'alsriralgons solairedes parties aériennes (1

kg) sont broyées est mise a macérer a tempéranbmate dans un mélange hydroalcoolique
(Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V). Cette macération régtétée 3 fois (3x24 h). Apres filtration

puis concentration a une température n'excédantpas, on ajoute de I'eau distillée. Cette
derniére solution a subi des extractions succesgieetype liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commencaneparibroforme, puis I'acétate d’éthyle et en
dernier le n-butanol. La figure 3@ontre les différentes étapes d’extraction de Eesp

Genista ulicina Les trois extraits sont évaporés a sec, puisspesé

V.2.2. Fractionnement et purification de la fraction butanolique de I'espécés. ulicina

12 g de la fraction butanolique des parties aéasmeG. ulicinaont été fractionnés par VLC
en phase inverse;gavec I'éluant HO-MeOH (60/40, 40/60, 20/80, 0/100). Des fractidas
250 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélangeamdlysées par chromatographie sur
couche mince. Le suivi de la VLC est effectué p@MCdans le systeme 70:30:5 (CHCI
MeOH : HO). Les CCM ont été examinées a la lumiére UV e¢lges a I'acide sulfurique a
50% puis chauffées a 100 °C. 6 fractions (figurg@ldn été récoltées aprés rassemblement

des fractions présentant des similitudes (tabl@ju 4

Tableau 42 : VLC sur Gg de I'extrait butanolique des parties aérienned’especeG.

ulicina.
Eluant: MeOH — HO Fractions collectées Masse (mg)

40 : 60 F1 6640

F2 2180
60 :40 F3 450

F4 490
80 :20 F5 1102
100 :0 F6 210
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70:30:5 (CHG: MeOH : HO)

Flavonoides Saponoside
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Figure 157: Profils CCM sur gel de silice de I'extraitthoolique.

* La fraction F2 :

La fraction F2 (2,138g) est chromatographiée swr oolonne de gel de silice en phase
normale éluée avec un gradient de Cii@leOH/ HO [90:10:0 a 40:60:7]. Des fractions de
50 ml ont été recueillies et réunies selon leuffipem CCM (figurel58) en phase normale
réalisée dans le CHEZIMeOH/ HO [70:30:5] pour donner 12 sous fractions (tabléau

Tableau 43: Fractionnement de la sous fraction F2 surrcwdade gel de silice normale.

Eluant: CHC}-MeOH-H,O | Sous fractions collectées Masse (mg)
90: 10 $1-12 24,8
$13-15 36,9
$:16-19 67,5
85:15 $22-26 179,7
S27-34 225,2
80:20 S-35-60 338,9
75:25 $61-75 173,1
70:30 S-76-86 140,1
70:30: 2 S 87-104 173,2
70 :30:5 S 105-129 195,3
60 :40:7 $130-144 232,2
MeOH §145 95,4
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Figure 158: Profils CCM sur gel de silice normale (1}¥et silice greffée ¢ (2) de la fraction 2.

La sous-fraction [1-12] contient le compd#(2,7 mg) a I'état pur.
- La sous fraction [35-60] (388,9 mg) a été chrmgeaphiée sur une colonne de silice
greffée Gg avec un gradient d’élution MeOH-8 [20 :40 a 50 :50]. La purification de la
sous fraction [54-58] (128 mg), éluée avec le nggaMeOH-HO (60:40), par CLHP semi-
préparative en utilisant comme éluant le mélangesaeant (ACN/HO+TFA0.025%) en
isocratique a 22% a permis d’obtenir 3 produits (68 mg,t; = 4,4 min),17(2,6 mg,t, =3,9
min) et18 (5,5 mg,t; =4,8 min) (figurel59). La sous fraction [72-78]/(@mg) est purifiee
par CLHP semi-préparative éluée par un mélangeoti@rg (ACN/HO) en isocratique a
20%, pour donner 8 mg du compdEg(t; = 13,7 min) et 5,4 mg du composé (t, = 14,3

min).

8

£

SR DR S

54-58

y apsmszioi

Figurel59: Profil CLHP (205nm) des produits purs isolés dipdes sous fractions [54-58].

- La sous fraction [76-129] (508,6 mg) est chrargedaphiée sur une colonne de gel de silice

en phase normale avec comme éluant un gradient &ZMBOH/HO (90:10:0 a 60:40:7)

pour donner la fraction [25-40]. Cette dernieremsifiece par CLHP semi-préparative €luée

par un meélange de solvant (ACNMBHTFA0.025%) en isocratique a 15% conduisant a 6,7

mg du composé&9 (t; = 8,8) et I'acide aminé tryptophane (Try) (figL6®).
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25-40

Figurel60: Profil CLHP (205 nm) des produits purs isolés dipdes sous fractions [25-40].

* La fraction F5:

1,1019 g de cette fraction sont séparés par chicmraphie sur silice greffée;£en utilisant
le gradient de solvant MeOH-B (40/60 a 0/100). Des fractions de 20 ml sont ilezs

(tableau 44).

Tableau 44: Fractionnement de la sous fraction F5 swrow de silice greffée;g

Eluant: MeOH-HO Sous fractions collectégs  Masse (mg)
40: 60 $1-15 4
S-16-29 53
S:30-45 6
S 46-62 15,2
45:55 $63-94 9
$:95-119 7.4
SF120-144 11,7
50:50 $145-169 18,4
S-170-180 7,5
S 181-190 7
S:191-204 9,3
Sk 205-219 11,4
55:45 S: 220-23 15,2
S 231-24%} 19
Sk 246-26 32,7
60 :40 S: 265-27 68,9
S 274-28 70
Sq 285-299 54
S: 300-311 36
S 312-321 15,7
70:30 $ 322-345 32
S:346-350 31,6
SF 351-357 49
S-358-36 15,8
S 363-367 13,7
SF 368-37 94
SF 379-38 44,6
80 :20 $383-387 42,6
S: 388- 39 21
S 391—39& 28
Sk 395-39 26
MeOH S 400-420 21,5
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Les profils CCM en phase normale (figurel61) monittgen la richesse de cette fraction en
saponosides.

70:30:5 (CHCJ: MeOH : HO) 80:20 (CHC4: MeOH)

[

;:?--‘1'-;

Figurel6l : Profils CCM sur gel de silice normale derkcftion 5.

- La fraction 220-264 (66,9 mg) a été purifiée paromatographie sur colonne de silice
normale avec éluant CHEZIMeOH [95:15 a 80:20]¢des fractions de 10 ml sont recueillies.
La sous-fraction [20-28] contient le prod@it(4,1 mg). La sous fraction [29-47] (21 mg)
éluée avec le mélange CHCIMeOH [85:15] a été ensuite purifiee par CLHP semi
préparative en utilisant le systeme (ACBIHTFA 0,025%) a 30% en isocratique,
permettant ainsi d’obtenir les compo8&4.,5 mg,t. = 13,0 min) eb (2,5 mg,t: =7, 3 min) a
I'état pur (figurel62).

ol

TEST INECTION SAPONIN 0L BIS 55
AL

2047 e

ol 15,1536 - -[7 8- - 242

{55 T 15,01 536 16.07)_ 37 - |1 0~ 15,150 39~ 19201, 402040k |.~3uI
1 ]

T T T T T T T T T T T T T T T T ——1

nn 13 25 AR B A3 15 AR nn 13 175 137 =0 13 175 /R win "3 fech ]

Figure 162: Profil CLHP (205nm) des produits purs is@gsartir de la fraction 220-264.

- La fraction 265-284 (138 mg) est purifiee sur so®nne de gel de silice en phase normale,
avec le gradient d’élution CHgIMeOH [95:5 a 85:15]. Les sous fractions [39-47[48-51]
éluées avec le mélange CHOMeOH [90:10] ont été purifiees par CLHP semi-@negive
avec le systéme binaire [ACN/B+TFA0.025%)] en isocratiqgue a 30% permettant d’ointe
les deux composeésl: (4,3 mg, ,t; = 12,3 min) e (4,6 mg, ,t; = 12,8 min) a I'état pur
(figurel63).
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TEST INJECTION SAPONIN 20,L BIS #28
5007

, 38-10823 |  39-21.430-22214,
T T T

Figure163 : Profil CLHP (205nm) des produits purs is@ésartir des sous fractions [39-47]
et [48-51].

La sous fraction [86-112] (18.8 mg) éluée avec &damge CHGJ MeOH [85:15] est ensuite
purifiée sur CLHP semi-préparative [ACN Bt TFA 0,025%) isocratiqgue a 30%)] pour
fournir les composés3 (5mg,t; = 13,6 min) et4 (2,7 mg,t; = 23,0 min) (figurel64).

a00_TEST INJECTION SAPONIN 204 BIS #35 86-112 W_vIS_1

A g
mAU 2516313 WVL:205 nmy

(3)

500+ 29-23,045

- -20,4¢
251 7 i 18-986% 28-20,460

1-0276 A /768 , 13160633315 -16334.7228,31:

100
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 13 25 38 50 63 75 88 10,0 13 125 138 15,0 163 175 188 20,0 213 25 238 253

Figure164 : Profil CLHP (205nm) des produits purs is@égsartir des sous la fraction
[86-112]
- La sous fraction [351-357] (49 mg) éluée avem@dange MeOH/kD [70:30] a fait I'objet
d’'une purification par CLHP semi-préparative dang Isysteme de solvant
[ACN/H,O+TFA0.025%)] isocratique a 20% (figure 165). Ellpexmis I'isolement des deux
composés$ (2,1 mg,t, =7,8 min) ef7 (3,3 mg,t; =10,3 min).

300 TEST INJECTION SAPONIN 20U BIS #63 351-357
5-3182

Figurel65 : Profil CLHP (205nm) des produits purs is@ésartir de la sous fraction
[351-357].
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La purification de la fraction 368-38§238,6 mg)a été effectuée par CLHP préparative dans
le systeme de solvant [Acétonitrilef®l +TFA 0,025% ] en isocratique a 45% pour condaire
4 composeés pursl0 68 mg,t, = 10,5 min),11 @ mg,t, = 18,8 min),12 1,5 mg,t, = 15,3
min), 14 6,6 mg,t; = 12,6 min).

La fraction 388-399 (75mg) a été séparée par CLR¥pgrative en utilisant le mélange
[Acétonitrile/HLO+TFA 0,025%] a 45% en isocratique, cette purifarata abouti a
l'isolement de 3 produits8 (2,2 mg),9 (3,8 mg),13 3 mQ).
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V.2.3.Composeés isolés de I'espéGenista ulicina
Composé 1
3-O-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28,30-tétraol
Formule brute : Cs¢HggOq

[a] p+18.9° € 0.28, MeOH) e
HR-ESI-SM: m/z659.4144 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 3, page 80).

OH

[e}

I

OH

Composé 2
-O-B-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng27,28,29-tétraol
Formule brute : Cs¢HggOq

[o] p+18.6° € 0.57, MeOH)

HR-ESI-SM: m/z659.4128 [M+Na]

RMN *H (600 MHz) et RMN"C (150 MHz) dans (CEDD)
(tableau 4, page 83).

CH,0H

Composé 3

I'acide 3-O-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng,28,29-triol-
27-carboxylique

Formule brute : Cs¢Hs5010

[a] p+24° (€ 0.75, MeOH)

HR-ESI-SM: m/z673.3921 [M+NaJ

RMN *H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 5, page 85).

Composeé 4

acide 30O-p-D-glucopyranosyl-oléan-12-eng-27,28, triol-
29- carboxylique

Formule brute : Cs¢Hs55010

[o] p+6,3° 0,25, MeOH)

HR-ESI-SM: m/z673,9333 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 6, page 89).
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Composé 5

3-O-B-D-glucopyranosyl, 2%-B-D-glucopyranosyl-oléan-

12-éne-B,27,28,29-tétraol

Formule brute : CysH7¢014

[a] o 14,8° €0,25, MeOH)
HR-ESI-SM: m/z821,4671 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans (CEDD)

(tableau 7, page 94).

Composé 6

3-0O-B-D-glucopyranosyl-144-27-nor-olean-12-ene-28,29-

diol. Nouveau composé naturel.
Formule brute : CssHs505

[a] o7 15.8° £0.19, MeOH)
HR-ESI-SM: m/z629.4033 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)

(tableau 8, page98).

Composé 7

Acide3-O-p-D-galactopyranosyl-2&-3-D-glucopyranosyl

oleanolique.

OH

HO, Q

OH

Formule brute : Cy:HegO13
SM: m/z803,4554 [M+NaJ

RMN *H (600 MHz) et RMNC (150 MHz) dans

(CD30D) (tableau 9, pagel103).

Composé 8

Gle

OH

OH

3-O-[B-D-galactopyranosyl- (3)- p-D-glucuronopyranosyl]

-22B-hydroxyoléan-12-éne
Formule brute : CsoHggO13

[a]p-5.3 € 0.15, MeOH)
HR-ESI-SM: m/z803,4554 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)

(tableau 10, page108)
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Composé 9
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl(#>2)-3-D-galactopyranosyl-(32)-3-
D-glucuronopyranosyl]{8,223-dihydroxy-oléan-12-

Formule brute : CygH75047

HR-ESI-SM: m/z949,5137 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 11, pagel13).

Composé 10
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(3>2)--D-galactopyranosyl-(& 2)-3-
D-glucuronopyranosyl]- 8223,24-trinydroxy-oléan-12-éne
Formule brute : CsgH75015

HR-ESI-SM: m/z965,5099 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 12, pagell7).

Composé 11
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(3>2)-B-D-galactopyranosyl-(12)--
D-glucuronopyranosyl]-22-0xo-oléan-12-eng24-diol

Formule brute : CsgH76015

HR-ESI-SM: am/z963,4920 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 13, page120).

Composé 12
3-O-[B-D-glucopyranosyl-(32)-B-D-galactopyranosyl-(#2)-3-
D-glucuronopyranosyl] 22-oxo-oléan-12-eng234-diol.
Formule brute : C4gH76015

HR-ESI-SM: m/z979,4668 [M+NaJ

RMN *H (600 MHz) et RMN**C (150 MHz) dans (CEDD)
(tableau 14, pagel24).
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Composé 13
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(3>2)-$-D-galactopyranosyl-(& 2)-3-
D-glucuronopyranosyl]- B-hydroxy-22-oxo-oléan-12-éne
Formule brute : CsgH75017

HR-ESI-SM: m/z947,4970 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CD
30D) (tableau 15, pagel28).

Composé 14
3-O-[pB-D-galactopyranosyl-(#»2)-3-D-glucuronopyranosyl]-oléan-
12-éne-B,228,24-triol

Formule brute : CssHs60g

HR-ESI-SM: m/z819,4517 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 16, pagel32).

Composé 15
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(46)-3-D-glucopyranosyl] quercétine
Formule brute : C,7H3¢0016

HR-ESI-SM: m/z633,1432M+Na] *

UV : dmax (MeOH) 257, 358 nm

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 18, pagel138).

Composé 16
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(46)-§-D-glucopyranosyl]
isorhamnetine

Formule brute : CogH33016.

HR-ESI-SM: m/z647,1619 [M+Na]

UV : Amax (MeOH) 254, 358 nm

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 20, pagel42). on

HO
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Composé 17
3-O-[p-D-apiofuranosyl-(32)-a-L-rhamnopyranosyl-(4>6)-p-D-
glucopyranosyl] kaempférol

Formule brute : CsoH35049

HR-ESI-SM: m/z749,1919M+Na] *

UV : imax (MeOH) 267, 352 nm

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 22, page148).

Composé 18
6-C-B-D-glucopyranosylapigénine
Formule brute : C;1H>¢019
HR-ESI-SM: m/z455,094gM+Na] *

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 23, pagel51).

Composé 19
6,8-di-C-B-D-glucopyranossylapigénine
Formule brute : C,7H3¢015
HR-ESI-SM: m/z617,1472M+Na] *

RMN *H (600 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 24, pagel53).

Composé 20
5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone
Formule brute : C;¢H1,05
HR-ESI-SM: m/z285,07594M+H] *

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans (CEDD)
(tableau 25, pagel56).
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V.3. Etude de I'espec&hrysanthemum macrocarpum (Sch. Bip.) Coss. & Kralik ex Batt

V.3.1. Extraction des parties aériennes d€. macrocarpum

Les parties aériennes dehrysanthemum macrocarpuantété récoltées par Mr. Kamel
Kabouche dans une station a quelques kilométré&hdedaia. L'espece a été identifiée par le

Professeur Gérard De Belair (Université d’Annaba).

Le matériel est mis a sécher a 'ombre, a l'abril@ehaleur et de 'humidité. Les parties
aériennes séchées (1380g) sont pulvérisées estmiseérer a température ambiante dans un
mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau : 80 : 20 V/V

Cette macération est répétée 3 fois (3x24 h). Afit&ation puis concentration a une
température n'’excédant pas 45°C, on ajoute de kistillée. Cette derniére solution a subi
des extractions successives liquide-liquide ensatit des solvants de polarité croissante en
commencant par le chloroforme, puis I'acétate ¢létlet en dernier l@-butanol. La figure
120montre les différentes étapes d’extraction de BesgChrysanthemum macrocarpum
Les trois extraits sont évaporés a sec, puis peseés.

V.3.2. Fractionnement et purification de la fractiom chloroformique de l'especeC.

macrocarpum

10 g de la fraction chloroformique des parties eagres deC. macrocarpumsont
chromatographiés sur une colonne de silice avegradient d’élution Cyclohexane/Acétate
d’éthyle [1:0 a 0:1]. Des fractions de 50 ml sattueillies et regroupées en fonction de leur
profil en CCM pour donner 20 fractions (tableau.45)

235



Tableau 45: Fractionnement de la fraction chloroformique solonne de gel de silice

normale

Eluant: Cyclohexane/Acétate Fractions collectées  sdddmg)
100 :0 F1-F4 397
98:2 F5 336,8
95:5 F6 964

F7 1739
F8 248,7
90:10 F9 680
F10 595,1
85:15 F11 1299
80 :20 F12 2810,4
70 :30 F13 1833,4
Fl14 142,3
60 :40 F15 49,3
50 :50 F16 56,7
40 :60 F17 112,6
20 :80 F18 24
0:100 F19 85,3
F20 102

* Lafraction fg:

La fraction § (964 mg) est chromatographiée sur une colonnealledg silice en phase
normale avec un gradient d’élution cyclohexane/GHC.0 a 8:2]. Les sous fractions [71-
99] (290 mg) éluées avec le mélange cyclohexanel¢HE.1) sont purifiées par
chromatographie sur une colonne de silice en phaseale, avec le toluene 100 % comme
éluant, ensuite les sous fractions [62-75] (141 sw)t purifiees par CCM préparative en
phase normale dans le gradient de solvant tolue@®ae (98:2) pour fournir les composés

22 (6,5 mg) e4 (5mg).
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Tableau 46: Fractionnement de la sous fraction F6 swrow de gel de silice normale.

Eluant: cyclohexane-CHEI| Sous fractions collectégs Masse (mg)
100 $1-2 107,3
S3-9 70
S10-12 0,5
98:2 $13-15 0,2
S-16-18 0,1
95:5 $19-27 0,8
S:28 14
S$:29-32 7,3
$33-34 2,8
90:10 $35-39 3,7
S:-40-49 11,5
S:50-70 9,3
S 71-99 290
80:20 $100 1117,8

+ La fraction fg:

La fraction § (680 mg) est fractionnée sur une colonne de gsllide en phase normale avec

un gradient d’élution toluene-acétone [1:0 & 8@jmpisoler le composés (30 mg).

Tableau 47: Fractionnement de la sous fractionsér colonne de gel de silice normale.

Eluant:toluéne-acétone| Sous fractions collectées Masse (mQg)
100 $1-4 48,3
S:-5-6 27,6
S7-9 8,7
98:2 $12-14 5
S-15-35 25,2
S 36-50 24
95:5 S51-5 10
&55—581} 78,3
90:10 $57-59 15
85 :15 S-60-61 9,3
80 :20 S 70-71 52,2
S72-74 18,4

Les sous fractions [36-50] (24 mg) éluées avec @dange toluéne-acetone (98:2) sont
purifiées par CCM préparative en phase normale tisamt le gradient de solvant
toluéne-acetone (96:4) pour fournir les comp@&ER,3 mg) e23 (8 mg).
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Les sous fractions [51-56] (88,3 mg) sont purififas chromatographie sur une colonne de
silice normale avec un gradient d’élution toluécétane [1:0 a 9:1], ensuite les sous
fractions [13-20] (35,3 mg) sont purifiées par CQiveparative en phase normale dans le

systeme toluene-acétone (98:2) pour fournir le azsépl (6mg).

+ La fraction f5:

La fraction f,est filtrée sur silice normale par chromatograpigigide sous vide (VLC) avec
I'éluant cyclohexane/AcOEt [9:1, 8 :2, 6 :4]. Deadtions de 150 ml sont réunies en fonction
de leur profil en CCM en phase normale en utilidamhélange de cyclohexane/ AcOEt (8:2).

A l'issue de ce fractionnement primaire, 7 fraci@ont recueillies (tableau).

Tableau 48 : VLC de la fraction f12

Eluant: cyclohexane/AcOEH Fractions collectées M{es)

90:10 F1 920,3
F2 256,3
F3 51,5

80 :20 F4 121,21
F5 59,4
F6 51,9

60 :20 F7 22,3

La sous fractionf (256,3 mg) est ensuite chromatographiée sur ut@nme de silice en
phase normale éluée par I'éther de pétrole/AcOBt&18:2) pour donner les compo2ég25
mgq) et27 (15mg).

V.3.3. Fractionnement et purification de la fractiom acétate d'éthyle de I'espéceC.

macrocarpum

3,8 g de la fraction chloroformique des partiesiesdres deC. macrocarpumsont
chromatographiés sur une colonne de silice avegradient d’élution CHGIMeOH (1:0 a
0:1) pour donner 18 fractions. Le suivi de cettpastion est effectué par CCM dans le
systeme CHGIMeOH (8:2). Les fractions de 50 ml sont réuniegarction de leur profil en

CCM.
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Tableau 49: Fractionnement de la fraction acétate d'éttstie colonne de gel de silice

normale

Eluant: CHC}YMeOH Fractions collectées Masse (mg)
100:0 F1 32,9
F2 668.2
98:2 F3 423,7
F4 127,8
F5 96,5
F6 22,6
95:5 F7 110,4
FS} 23,9
F9 15,7
90:10 F11-12 113,7
F13-16 491
F17 25
85:15 F18-21 108
80 :20 F22 25
F23-27 15
F28-32 13,2
50 :50 F33-35 153
F36-44 38
F45-60 12
0: 100 F61 270

* Les fractions f.9:

Les fractions £9 (150 mg) éluées avec le solvant CEHIMIEOH (95:5) sont purifiées par
chromatographie sur une colonne de silice normade an gradient d’élution AcOEt /MeOH
[99:1 & 8:2] pour isoler les compos&Es(13 mg) et30 (10 mg).

* Les fractions fi3.16:

Les fractions #3.16(491 mg) éluées avec le solvant CullleOH (9:1) sont purifiées par
chromatographie sur une colonne de silice normade an gradient d’élution AcCOEt /MeOH
(1:0 a 6:4) pour donner 15 sous fractions. Les $mgdions [14-16] éluées avec le solvant
AcOEt/MeOH (85:15) sont chromatographiée sur ueroee de silice greffée ;g avec un
gradient d’élution MeOH-bD [6:4 a1:0] pour donner 27 mg du comp@&eet 22 mg du

compos&9.
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* La fraction f17:

La fraction f; (25 mg)éluée aussi avec le mélange C3s/MeOH (9:1) contien(4,4 mg) du

CcoOmposE3e6.

* Les fractions fig1:

La sous fraction [1&1] (108 mg) éluée avec le mélange C3/MeOH (85:15) a fait I'obje
d’'une purificationpar CLHP sen-préparative dans urmgradient de 15% a 20% MeCN,0O
pendant 20 min (figurel§6Elle a permis l'isolement des trois compo32 (3,5 mg,t; =
9,01 min),33(5,5 mg,t; =1234 min) et34 (3,7 mg,t; = 11,24 min).

18-21

1-3475 (32) 812342

I%c:- 0% | l! [1 (33)

100,0

I\ (34) T-Iljﬂ\ 10 - 23,384
i
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%B: 150 % L L Iy L Ny e =18 ra : I 128381
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- ) ) i =

Figurel66: Profil CLHP 254 nm) des produits purs isolés a partir des faaggons [1¢-21]

* La fraction f,;:

La fraction §, (25 mg)éluée avec le mélange Cts/MeOH (8:2)est purifieepar CLHP semi-
préparative pour donnerrig du compos31 (t,= 20,19 mir), éluant B : de10% a 20% en 22
min (figurel67).
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Figurel67: Profil CLHP (254 nm) des produits purs isolés aipée la sous fraction [2Z
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V.3.4. Extraction de I'huile essentielle des parteaériennes deC. macrocarpum

Une fraction (100g) des parties aériennesCdenacrocarpunsont hydrodistillées dans un
Clevenger, durant 3 heures. L’huile essentielleeml¢, de couleur jaune et d’odeur trés

agréable, est conservée a+4°C jusqu’a son anal@set GC/MS.

V.3.5. Composeés isolés a partir de I'extrait chlmformique de C. macrocarpum
Composé 21

21-a-hydroxy{f-amyrinyl-3$-laurate.
Formule brute : C4oH7603
[a] p+15.5° €0.22, CHCY)

SM: m/z652 [M+H] " .
CHg-(CHy)g-CH3

RMN 'H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans@DCly)

(tableau 26, pagel166).

Composé 22 -~
3,21-dipalmitoyloxy-1@, 21a-dihydroxy-amyrine.
Formule brute : CeoH1105
[a] p+11.5° €0.76, CHC})
SM: m/z957 [M+Na]"

H3C(H,C),,CO0
RMN 'H (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) dans

(CDCl) (tableau 27, page169).

Composé 23

calenduladiol-30-myristate

Formule brute : C44H7503

SM: m/z= 658 [M+ Li]*

RMN 'H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans@DCly)
(tableau 28, pagel73).
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Composé 24

3B,220-dihydroxy-taraxast 20(30)éne-3-myristate
Formule brute : C44H7503

[a] p+31.1° €0.18, CHC})

SM: m/z658 [M + Li - H]*

RMN *H (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) dans@DCls)
(tableau 29, pagel77).

Composé 25

Taraxastérol

Formule brute : C3oHs500

SM: m/z426,40 [M]"

RMN 'H (500 MHz) et RMN"C (125 MHz) dans@DCly)
(tableau 30, pagel79).

Composé 2 6
B-sitostérol
Formule brute : CogHsq0

SM: m/z414,3831 [M[".

Composé 27
stigmastérol
Formule brute : CogH450

SM: m/z412 [M]".

242



V.3.6. Composés isolés a partir de la fraction atade d’'éthyle deC.macrocarpum

Composé 28

Apigénine

Formule brute : C;5H1405

UV : Amax (MeOH) 269, 334 nm

RMN *H (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) dans
(CD50OD) (tableau 33, page190).

Composeé 29

7-méthoxy-apigénine (Genkwanine)
Formule brute : C,7H30015

UV : imax (MeOH) 268, 334 nm

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans
(CDsOD) (tableau 33, page190).

Composé 30

7-0O-B-D-glucopyranosylapigénine

Formule brute : C,1H20010

UV : Amax (MeOH) 269, 334 nm

SM: m/z455,0948 [M+Na]

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans
CD;0D) (tableau 33, pagel90).

Composé 31

6-C-4-D-glucopyranosyl-8-G5-D-
arabinopyranosylapigénine

Formule brute : C;¢H1205

SM: m/z285,0754M+H] *

RMN *H (500 MHz) et RMN**C (125 MHz) dans

(CD50OD) (tableau 33, page190).

Composé 32

3-0-p-D-glucopyranosyl kaempférol

Formule brute : C,gH2¢0011

UV : Amax (MeOH) 265, 356 nm

RMN 'H (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) dans
(CD;OD) (tableau 35, page194).
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Composé 33 HO
7-O-p-D-glucopyranosyl kaempférol Ho
Formule brute : CygH200;

UV : imax (MeOH) 265, 356 nm

RMN 'H (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) dans
(CDsOD) (tableau 35, pagel194).

Composé 34

3'-O-p-D-glucopyranosyl lutéoline

Formule brute : CygH2¢011

RMN 'H (500 MHz) et RMN*C (125 MHz) dans
(CD;OD) (tableau 36, page196).

Composé 35 i
5-cyclohexéne ,2B,3B,4atétraol ort

Formule brute : CeH1004 , oH
[0] p-209.5° € 0.27, MeOH)

SM: m/z169 [M+Na]*

RMN 'H (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) dans
(CD;OD) (tableau 37, page 201).

Composé 36 How,,, OH
Viburnitol

(LIS
T

\\\\‘\\‘ ""’///

Formule brute CgH1505 HO
SM: m/z187 [M+Na]* OH
RMN 'H (500 MHz) et RMN'C (125 MHz) dans

(CD;OD) (tableau 37, page 201)
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V.4. Etude de I'activité antibactérienne

V.4. 1. Les souches bactériennes

Les microorganismes, qui ont été testés pour évdlamtivité antibactérienne de la fraction
chloroformique deChrysanthemum.macrocarpysont les suivants.
v" Quatre souches bactériennes de collection intemalt ATCC (American type
culture collection) fournies péimstitut Pasteur d’Alger :
» Staphylococcus aurey8TCC 25923),
e Enterococcus faecallTCC 29212),
» Escherichiacoli (ATCC 25922),
e Pseudomonas aerugino§ATCC 27853).
v' Une souche bactérienne clinique isolée a partin @atient hospitalisé au Centre

Hospitalier Universitaire (CHU) de Constantin€lebsiella pneumoniae

V.4. 2. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés dans cette étudeg somme suit :

 La gélose Héktoen pour lisolement des soucliescoli, K. pneumoniae, P.
aeruginoseet E. faecalis

* La gélose Chapman pour 'isolementSleaureus

» La gélose Nutritive pour I'entretien des souchestdréEennes.

* La gélose Mueller-Hinton (MH) pour I'étude de lansibilité des bactéries a la

fraction chloroformique d€hrysanthemum.macrocarpum.
V.4. 3. Préparation de I'inoculum
L'inoculum est préparé a partir d'une culture bdettne de 18 a 24 heures, cultivée sur
milieu gélosé et incubée a 37°C. Deux a trois de®rde chaque bactérie, sont ensuite

prélevées de la gélose et transférées dans 9 mé dolution saline (0,9 % de NaCl), ajustée
a une turbidité de 0,5 par la méthode de Mac Fdrséandard [171].
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V.4. 4. Evaluation de lactivité antibactérienne dela fraction chloroformique de

C.macrocarpum

V.4. 4.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Ahiogramme)

L’activité antibactérienne de la fraction chlorafoque deC. macrocarpumest mise en
évidence par la méthode de diffusion sur milieuog€l Mueller-Hinton [172, 173]. Des
disques stériles (6 mm de diameétre) sont imprégleé40pul d’'une concentration de 128
mg/ml a partir d’'une solution mére de la fractidlocoformique (soit 128 pg pour chaque
disque).

A l'aide d’'une pince stérile, ces disques sont dépodélicatement sur I'agar ensemencé,
préalablement, avec une suspension bactériennsadehes de références ATCC et de la
souche clinique.

Des disques imprégnés d’Ampicilline (10 pg/ml) servde témoin positif, ont été aussi
déposés sur la surface de la gélose inoculée. ARfrésinutes de prédiffusion des solutions,
les boites de Pétri sont incubées a 37 °C pen@amtures.

Aprés incubation, I'absence de la croissance biacaide se traduit par un halo translucide
autour du disque, identique a la gélose stérilat d® diametre est mesuré et exprimé en

millimetre.

V.4. 4.2. Détermination de la concentration minimad inhibitrice (CMI)

Les CMI sont déterminées par la méthode standa&disémacro-dilution NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standaet) milieu solide. Il s’agit ici, de déterminer les
plus petites concentrations, auxquelles la fraghi@sente encore une activité antibactérienne

visible a I'ceil nu, aprés un temps d’'incubationl@ea 24 heures.

» Préparation de I'inoculum

L'inoculum est préparé a partir d’'une culture emghstationnaire de la bactérie a étudier en
repiquant 0,1 mlE. coli, P. aeruginosat K. pneumoniaget 0,3 ml Staphylococcus aureus
et Enterococcus faecaligle la culture de 18 heures dans 10 ml de bouMbh Cette culture
est ensuite placée au bain-marie, avec agitati®@7°&€ pendant 3 a 5 heures, jusqu'a
I'apparition d’une légére opalescence (environ 8.0t bactéries/ ml). Le bouillon ainsi
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obtenu, est dilué en mélangeant 1 ml de ce deant ml de bouillon MH, préalablement
chauffé & 37°C.

= Préparation de la gamme de concentration de la fraion chloroformique de C.

macrocarpum

Une solution mére de la fraction chloroformique @stenue en éthanol (d’'une concentration
finale de 512 pg/ ml). Par la suite, une série tigtidns de raison géométrique 1/2, est
réalisée extemporanément en bouillon MH a partiadslution mére, allant de 128 a 0,5 ug/
ml (128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5). Deux millds de chaque dilution de la fraction, sont
alors incorporés a 18 mL de gélose MH. Les mélasgas immeédiatement répartis dans des
boites de pétri, a raison de 20 ml de milieu patebhes boites de pétri sont laissées quelques
minutes sur la paillasse, pour solidifier la gélgaaés séchées pendant 30 minutes a I'étuve a
37°C (boites ouvertes).

Apres solidification, I'inoculation bactérienne dgiloses MH contenant la fraction (essai) ou
non (témoin), est effectuée en surface sous forn&ries a I'aide d’'une pipette rodée ou une
anse de platine. Enfin, les boites sont incubédsel@es a 37°C.

= Lalecture
Aprés incubation a 37 °C pendant 18 heures, la €dflldéfinie comme étant la plus petite

concentration de la fraction détude pour laquedacune croissance n’est visible,

comparativement au témoin sans fraction.
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V.5. Evaluation de I'activité antiproliférative

V.5. 1.Test de viabilité :

Afin d’évaluer l'activité antiproliférative de ladction chloroformique, un test de viabilité des
cellules est réalisé. Ce test est basé sur laftranation d’'un sel de tetrazolium [3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)] (MTT) en formazan par rédiget enzymatique (figure168)

Formazan

Tetrazolium [3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)]

Figure1l68: Réaction mise en jeu lors du test de viabilitéutesle au MTT.
V.5. 1.1. Les lignées cellulaires cancéreuses wées

Les lignées cellulaires cancéreuses utilisées pualuer 'activité antiproliférative sont des
cellules cancéreuses adhérentes humaines :

v' HT-29 dérivant du carcinome colorectal.

v' PC- 3 dérivant du carcinome de la prostate.

V.5. 1.2. Mode opératoire

Les cellules HT-29 et PC-3 sont ensemencées danbaite de culture de 25 cm?, et apres 24
a 48 h d'incubation, les tapis cellulaires alomsfleents sont soumis a l'action de la trypsine
pour individualiser les cellules. Deux plaques @ep8its, pour les deux temps d'incubation
qui seront testés (24 h et 48 h), sont ensemericééscellules/puitschaque puits recevant
100 ul de suspension cellulaire. Les plagues sont enseihises a I'étuve pendant 24 heures
afin de permettre aux cellules d’adhérer au forsl mlgts. Pour chaque plaque, une série de
puits est remplie uniguement de milieu de cultdire de servir de négatif.

Une solution mére est préparée dans le DMSO plugalidans du milieu de culture pour
obtenir différentes concentrations (20-140 pg/mprés 24 h de prolifération, le surnageant
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est retiré et les cellules en phase exponentiellerdissance sont traitées soit par fiD@es
concentrations croissantes de la fraction a testgrar 10Qul du DMSO.

La solution de produits a tester ne représentepfesde 1% du volume final du milieu dans
chacun des puits, car le DMSO a une action cytqtexirop importante sur les cellules a des
concentrations supérieures. Chacune des plaquéertodes puits dans lesquels le mélange
milieu de culture/échantillon a été remplacé pamétange milieu de culture/solvant afin de
servir de témoin positif (figure169). Pour chagqeeps étudié, 10 pl de la solution MTT
(Sigma) (5 mg/ml, en tampon PBS) sont ajoutés ddramue puits analysé. Aprés 4 h
d'incubation a 37°C en atmosphére humide, 100unkedsolution de lyse (SDS : 10% ; HCI :
0,01 N) sont ajoutés par puits de la plaque d'aeadfin de solubiliser les cristaux de colorant
formé, de lyser les cellules et d’éliminer les iféeences potentielles que pourraient occasionner
la présence de ces cellules dans le mlibes de la lecture des résultats. A l'issue deddesles
mesures spectrophotométriques sont effectuéesdecteur de plagues ELISA a la longueur
d'onde de 540 nm.

Les pourcentages de viabilité des cellules en pogseles molécules a tester sont alors

calculés grace a la formule suivante :

(T* - fraction’

Pourcentages de viabilité % =
(T -T)
T*: la valeur moyenne de I'absorbance du témoin ibosit
fraction : la valeur moyenne de I'absorbance corresponddatndesure des puits contenant
des cellules et le mélange milieu de culture/edtamt

T": représente la valeur moyenne de I'absorbance doinemégatif.

1 2 34 5 67 8910 11 12
AlO@OOOQOO0O000®
8| 0@ ( SISI®]
c| OO0 Slele]
D OO‘\ Concentrations décroissantes DO
E|OC@® @1
rFlo@d _——T0000e
s OCOOCO0O0OOO000@
H C@OOOOOOOO0O®

O Témoin  : milieu seul (contrble négatif)

O Temoin : cellule (contrble positif)

O Témoin  : milieu + solution & tester

Figurel69 : Schéma des plaques 96 puits dans le test MTT.
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V.6. Evaluation del'activité analgésique, anti-iflammatoire et anti-ucéreuse

V.6.1. Réactifs et produits chimiques

Indométacine (Sigma, USA), acide acétylsalicylidi& Vasr Co., I'Egypte), carraghénine
(BDH, I'Angleterre), Tween 80(Sigma, I'Allemagné&au physiologique (saline) (Sigma,

I'Allemagne).

V.6.2. Animaux

Les animaux ont été fournis par I'animalerie du @=Mational de Recherche (N.R.C), Le
Caire, Egypte.

Les essais de toxicité aigué, I'étude analgésicumplpérique et I'étude anti-inflammatoire et
anti-ulcére ont été réalisés selon les Directives Journal Officiel des Communautés
Européennes (JOCE) [9], sur des souris albinosdieche Swiss NMRI), adultes des deux
sexes pesant de (20-25g) et des rats albinos flzhedVNistar) méales adultes pesant de (120-
150g). Les animaux ont été gardés dans les conditiormales de laboratoire : I'hnumidité, la
température (25 + 1°C) et la lumiére (15 jours :nLis) et acces libre a I'eau de robinet et

nourriture.

V.6.3. Préparation de la fraction chloroformique

La fraction chloroformique d€ .macrocarpuma été dissoute dans le Tween-80 (solution

aqueuse de 7%) comme véhicule.

V.6.4. La toxicité aigle : dose léthale 50 (D)

Les animaux ont été maintenus a jeun 18 h avahdbeit de chaque expérimentation. Pour la
détermination de la DJ des groupes de 5 souris des deux sexes (20-25@}éntilisésun
groupe injecté par un volume correspondant a 0,8uniéhicule (Tween 80) a servi pour le
contrdle. La fraction chloroformique a été admidistpar gavage gastrique (voie orale) a des
doses croissantes de 500-10000 mg/kg masse cdepduet animaux ont été observés et les

taux de mortalité ont été enregistrés dans lesipres124 heures apres I'administration de la
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fraction chloroformique. La Dig a été déterminée selon la méthode de Behrensrbekse
[163]:

DLso=Dm -2 (zxd)/n.

Dm = la plus haute dose tuant tous les animaux.

z = la moyenne de la somme des morts a deux dossgautives.

d = la différence entre deux doses consécutives.

n = nombre d’animaux utilisés par lot

Les animaux sont gardés en observation pendajaut$, au cours desquels sont notées les

variations de poids corporel, les signes de taXieitle taux de mortalité.
V.6.5. Evaluation de I'activité analgésique

Le test de Koster, utilisé pour la recherche dNatgti analgésique périphérique, consiste a
détecter une éventuelle protection vis-a-vis despes et torsions abdominales provoquées
par I'injection intrapéritonéale d’acide acétiquéo2 Six lots ont été constitués, soit :
v Un lot témoin recevant par voie orale 0,1 ml dealephysiologique servant de
contrdle.
v' Trois lots expérimentaux de 6 souris chacun redepan voie orale la fraction
chloroformique a des doses de 500-10000 mg/Kg nsperelle.
v Deux lots de 6 souris ont recu par la méme voie sokition de I'acide
acétylsalicylique (200mg/kg) (médicament de réféegn
30 minutes apres I'administration des differendétements. Les animaux ont regu par voie
intrapéritonéale une solution fraiche a 2% d'aeid&tique (2 % P/v dans I'eau physiologique;
pH = 2.7; 10ml/kg. Masse corporelle) dans I'eaugpbipgique.
Les animaux ont été alors placés immédiatements das cages a l'individu, cing minutes
apres l'injection de I'acide acétique, le hombretaolesion a été compté chez chaque souris
durant 20 minutes.

L’effet analgésique a été évalué selon la formuleaste :

- - -, . Wt
% inhibition 1-
Wy

x 100

W; représente la moyenne du nombre de torsions deis sty lot témoin traité
W,, représente la moyenne du nombre de torsions deis sl lot témoin blanc.
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Les résultats sont exprimés sous forme de moyavihelés torsions effectuées dans chaque

groupe * déviation standard (DS).

V.6.6. Evaluation de I'activité anti-iflammaroire

L’étude sur I'activité anti-infl ammatoire a été née suivant la méthode décrite par Winter et
al. [165]. L'infammation aigué a été induite panjection de 0,1ml d’'une suspension de 1%
de carragénine dans I'eau physiologique sous l'apase plantaire de la patte postérieure
droite. Un volume égal de I'eau physiologique a i@jécté dans l'autre patte, servant de
contrble. Les mesures du volume de la patte onteffectuées avant l'injection de la
carragénine et 4 heures apres.

Une heure avant l'injection de la carraghénine difiérents lots de rats ont recu, par voie

orale, les différents traitements:

v' Le lot témoin de 6 rats a recu 0,1ml de I'eau phiggjique.
v Trois lots expérimentaux de 6 rats chacun a redratdion chloroformique a la dose
de 5000 mg/Kg de masse corporele.
v" Deux lots de 6 rats ont recu par voie orale I'indtanine comme produit de référence
a la dose de 5 mg/kg.
Quatre heures aprés les différents traitementsrdes ont été sacrifies et la patte était
rapidement excisée. L'activité anti-infammatoirété évaluée en pourcentage de réduction de
'oedéme chez des rats traités par rapport auxiténdancs selon la formule suivante :
A-B

ifhibition =—— x100
A

A représente la difféerence moyenne du volume disrmgation de la patte des rats du lot
témoin blanc.
B représente la difference moyenne du volume d’'amdation de la patte des rats des lots

traités.

252



V.6.7. Evaluation de I'activité anti-ulcéreuse

Trois lots de rats masculins adultes de six aninduacun (110-150g), ont recu par voie orale
et pendant quatre jours consécutifs la dose derd@M@ de poids corporel de la fraction
chloroformique.

Quatre heures apres le dernier dosage, les aniorduété sacrifiés, leur estomac a été excisé

et le nombre d'ulcéres a été déterminé selon |laadétde Correll et al [166].

V.6.7. Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés par la moyenne =I®$pmparaison statistique entre des
différents groupes ont été faites par I'analysewdemtions (ANOVA) suivie par des essais
comparatifs multiples (Post hoc Dunnett's). Lesféldnces sont considérées comme

significatives sp est inférieur a 0,05 comparativement au témoin.
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Abstract

This report is concerning the phytochemical stufiywm Algerian plantsbelonging to the
Fabaceae family Genista ulicina Spach) and Asteraceae familyChirysanthemum
macrocarpumCoss. & Kralik ex Batt)This study led to the isolation and identificatioh36
compoundgrom which 10 compounds are new.

The structures of isolated compounds were estaaligtarticularly by the use of NMR high-
field 1D and 2D technics, **C J-modulated, COSY H-H, HSQGmodulated, HMBC and
NOESY), high resolution mass spectrometry (ESI-M8l &R-ESI-MS), measurement of
rotatory power and comparison with literature data.

GC and GC / MS analyses of the essential ofL omacrocarpunshowed that it was mainly
represented byT-cadinol (19.6%), spathulenol (12.5%), caryophydlexxide (6.5%), and-
cadinol (5.6%).

The chloroform fraction o€. macrocarpunshowed a weak antibacterial activity agaiist:
coli, S. aureusP.aeruginosak. faecalisandK. pneumoniae

The same chloroform fraction was evaluated foraitsiproliferative activity against human
cancer HT-29 cells and human PC3 cells. The resulligate that the chloroform fraction
inhibited cell proliferation of both HT-29 and PGCz8lls,

The chloroform fraction showed an excellent anaege anti-inflammatory and
antiulcerogenic activities.

The butanolic fraction ofs. ulicina and isolated compounds were investigated for their
antibacterial and antiproliferative growth inhibii, but no significant activities were

observed.

Keywords:
Fabaceae, AsteraceaBenista ulicina Chrysanthemum macrocarpurayclitols, Saponins,

Flavonoids, essential oil, biological activitiedyiR 1D and 2D, mass spectroscopy.
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Résume :

Ce travail est consacré a I'étude phytochimiquelelex plantes médicinales Algériennes une
FabaceaeQGenista ulicinaspach) et une Asteracedehfysanthemum macrocarpu@oss. &
Kralik ex Batt). Cette étude a permis disoler etdehtifier 36 composés dont 10
correspondent a de nouvelles structures.

Les structures moléculaires des composés isolésétimtélucidées principalement par
I'utilisation des techniques de RMN 1D et 2BH( **C J modulé, COSY H-H, HSQG-
modulé, HMBC et ROESY), par la spectrométrie desadsaute résolution (ESI-MS et HR-
ESI-MS), par la mesure des pouvoirs rotatoiresaetigp comparaison avec les données de la
littérature.

L’analyse GC et GC/MS de huile essentielle de kegiC. macrocarpuma montré que cette
huile est majoritairement composée: @eadinol (19,6%), suivi du spathulénol (12,5%),
I'oxide de caryophylléne (6,5%), et decadinol (5,6%).

La fraction chloroformique deC. macrocarpuma montré une tres bonne activité
antibactérienne vis-a-vis de souchds.:coli, S. aureusP. aeruginosaE. faecaliset K.
pneumoniael’activité antiproliférative a été testée sur xdignées cellulaires cancéreuses
humaines, HT-29 et PC-3 et montre que cette fragtibibe la prolifération de deux lignées.
Elle montre aussi une excellente activité antiamfinatoire, antalgique et anti-ulcéreuse.

Aucune activité antibactérienne ni antiprolifératin’a été observée pour la fraction

butanolique et les composés testé&dalicina

Mots clés : FabaceaeAsteraceae(Genista ulicina Chrysanthemum macrocarpumyclitols,
Saponines, flavonoides, Huile essentielle, acsvitdologiques, RMN 1D et 2D et

Spectrométrie de masse.
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