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Depuis des millénaires, les hommes ont toujours exploité les plantes comme une des
sources les plus importantes d’agents thérapeutiques. Les documents les plus anciens ont été
reportés il y a 2600 années avant J-C indiquant I’utilisation en Mésopotamie de 1000

préparations médicales a base de plantes.

En 1862, Edwin Smith découvrit le papyrus d’Ebers a Louxor (Egypte) datant de 1550
ans avant J-C. Ce papyrus contient plus de 700 formules et remeédes a base de plantes,
montrant I’importance de la médecine traditionnelle en Egypte antique (Anton 1999).
Pedanius Discoride, un médecin grec a écrit ’ouvrage référence « Materia Medica »
répertoriant en 800 chapitres, plus de 600 vegétaux, 35 animaux ainsi que 90 minéraux
utilisés par les Grecs, les Romains et d’autres populations d’Asie, d’Egypte ou encore de
Syrie. Ce n’est que 1500 ans plus tard que Pierandrea Mattioli, médecin et botaniste italien

compléta et enrichit le manuscrit.

Depuis, les plantes médicinales ont été un des moyens de se soigner. Ces dernieres
forment la base de systemes de médecines traditionnelles trés sophistiqués aussi bien en Asie
(Médecine traditionnelle Chinoise, médecine Ayurvedique en Inde) qu’en Afrique. Les
plantes sont la source de nombreux traitements pharmaceutiques, et elles n’ont pas fini de

fournir de nouvelles molécules thérapeutiques.

Actuellement, seulement 10% des 400 000 espéces végétales recensees ont été
étudiees sur le plan phytochimique et pharmacologique (Gurib-Fakim 2008). Or les plantes
peuvent contenir jusqu’a plusieurs milliers de molécules et recelent donc un potentiel
thérapeutique énorme. En Afrique Noire, 80% de la population utilisent encore de nos jours la
médecine traditionnelle pour des soins d’ordre primaire (Farombi 2003). Au Mali des
tradithérapeutes, formés de génération en génération, sont présents dans tous les villages et
soignent les patients des plantes de la brousse. Cependant comme le dit le dicton d’Amadou
Hampate Ba écrivain et ethnologue Malien : « En Afrique, quand un vieillard meurt, c’est une
bibliothéque qui brlle ». 11 est donc important de préserver ce savoir et d’établir I’efficacité
potentielle des traitements traditionnels. Ceci passe par la vérification des pratiques

ancestrales basées sur des observations empiriques par des tests biologiques. La nature
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demeure encore a ce jour probablement notre plus grande source d’inspiration et la découverte

de nouvelles molécules d’intéréts extraites de plantes est toujours possible.

Ces dernieres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent a consommer des
produits contenant des molécules issus de la synthése chimique, un certain nombre de secteurs
industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau vers
I‘incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et
biologiques originales, dans leurs formulations. La valorisation de ces principes actifs

d’origine naturelle représente donc un potentiel économique énorme.

En Algérie, le traitement par les plantes medicinales fait partie intégrante de la culture
locale (Nouara et al. 2016), il constitue la plus importante et parfois la seule source
thérapeutique pour pres de 50% des humains et plus de 70% des peuples ruraux (Hammadi et
al. 2015). De par sa situation géographique et sa diversité climatique, 1’Algérie est I’'un des
plus riches pays arabes avec 3164 espéces végétales (Nouara et al.2016), (Vasisht and Kumar.
2004). Cette grande biodiversité floristique a contribué au développement de la recherche
scientifique en Algérie, dans plusieurs domaines tels que : I'ethnomédecine, la pharmacopée

traditionnelle et la valorisation des substances naturelles.

C’est dans cet esprit que notre unité de recherche VARENBIOMOL a établi un
programme sur les plantes médicinales algériennes. Ce travail de these a pour objectif de
réaliser 1’investigation chimique et I’évaluation biologique d’une espéce de la flore algérienne

de la famille Asteraceae.
Les travaux reportés dans ce manuscrit sont présentés dans trois chapitres essentiels :

e Le premier chapitre renferme une synthese bibliographique consacrée a la famille
Asteraceae et les principaux métabolites secondaires isolés du genre Centaurea.

e Le deuxieme chapitre est consacré a la présentation de nos travaux personnels en
commengant par les travaux expérimentaux pour I’évaluation de [Iactivité
antioxydante des différents extraits de notre espece; ensuite le matériel et les méthodes
utilisées pour I’extraction, I’isolement et la purification des métabolites secondaires de

I’espece Volutaria lippi syn. Centaurea lippii.
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e Le troisieme chapitre représente les résultats obtenus ainsi que les discussions liées a
la détermination structurale des différents métabolites secondaires isolés, basée sur
diverses expériences de résonance magnétique nucléaire (*H, HSQC, HMBC, COSY)

et de spectrométrie de masse en mode d’ionisation electrospray négatif [ESI-MS (-)].

Nous finissons par une conclusion générale reportant les principaux résultats obtenus

ainsi que les perspectives que ce travail a permis d’entrevoir.



CHAPITRE I
Apercu bibliographique
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I. La famille des Astéracées (Asteraceae)

1.1. Généralités

L’ordre Astérale regroupe des plantes dicotylédones et inclut environ 11 familles, dont
la plus grande est la famille Asteraceae avec pres de 23000 espéces, arrive ensuite la famille
Campanulaceae avec environ 2000 espéces, les familles restantes comptent ensemble pour
moins de 500 espéces.

Les Astéracées, également appelées Composées, tirent leur nom du terme grec « aster »
qui signifie « étoile » en référence a la forme de leurs fleurs. Les marguerites, les paquerettes,
les tournesols en font partie. Avec la famille des Orchidées, elle représente une des plus grandes
familles de plantes, avec pres de 1500 genres et plus de 23000 espéces décrites (Gaussen and
Leroy 1982 ; Guignard 1994). Ses plus grands genres sont Senecio (1500 especes), Vernonia
(1000 espeéces), Cousinia (600 espéces) et Centaurea (600 especes). D’aprés Quezel et Santa,
en Algérie il en existe 109 genres et 408 espéces (Quezel and Santa 1963).

1.2. Distribution
Les Asteracées ont une distribution mondiale, on les trouve partout sauf en Antarctique.
Elles sont surtout nombreuses dans les régions tropicales et subtropicales (I’ Amérique centrale

notamment, le Brésil de I’est, les Andes, I’ Afrique méditerranéenne, I’ Asie centrale et le sud-

ouest de la Chine) (Dorni et al. 2017).

1.3. Taxonomie

Selon Engler, les Astéracées appartiennent a lI'ordre des Campanulales. Pour Cronquist,
cette méme famille est rattachée au superordre des Asteridees et I'ordre des Astrales. Dahlgren
classe la famille Asteraceae dans le super ordre des Asteriflorees et I'ordre des Astrales. Thome

a elaboré une classification selon laquelle les Astéracées se trouvent dans le superordre des

Asteranées et l'ordre des Astrales (Spichiger et al. 2004). L'arbre phylogénétique présenté ci-

dessous a été proposé par Panero et Funk (2002) (Panero and Funk 2002).

e Les Astéroidées, avec 1130 genres et 16200 especes distribués dans le monde entier ;
forment I’essentiel des Astéracées. Ce groupe diversifié caractérisé par ses capitules
«radiés», comportant au centre, des fleurs tubulées généralement jaunes et a la périphérie
des fleurs ligulées terminées par 3 dents, blanches comme chez la marguerite. Dans ce
groupe on inclut aussi des espéces ayant perdu secondairement leurs fleurs ligulées comme

les Armoises
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e Les Cichorioidées, avec 224 genres et 3200 espéces distribués dans le monde entier;
correspondent a des Astéracees a latex, dont le nom est évoqué dans les espéces comme
Lactuca, Laitue, Laiteron. Les capitules ne portent que des fleurs ligulées terminées par 5
dents, formant une languette typiqguement jaune, parfois bleue.

e Les Carduoideae (Carduoidés) avec 83 genres et 2500 espéces, distribués dans le monde
entier ; possedent des fleurs typiquement roses, bleues ou pourpres, toutes en tube, comme
celles du capitule du Bleuet. Les chardons, les cirses et beaucoup d’Astéracées épineuses
mediterranéennes se trouvent dans cette sous-famille.

e Les Branadesioideae avec 9 genres, 93 espéces poussent en Amérique du sud,
principalement les Andes et les Mutisioideae 58 genres, 750 espéeces sont des arbustes ou
des plantes herbacées poussant principalement en Amérique du Sud. Il s’agit de formes
archaiques d’astéracées, dont les fleurs sont a corolle zygomorphe bilabiée (Dupont and
Guignard 2012).

e Wunderlichioideae : 8 genres, 24 espéces poussent surtout au Venezuela et en Guyane

e Pertyoideae : 5 ou 6 genres et 70 especes.

e Gochnatioideae : 4 ou 5 genres et 90 especes.

e Hecastocleidoideae : un seul genre avec une seule espece, Hecastocleis shockleyi, elle
pousse au Sud-Ouest des Etats-Unis

e Gymnarrhenoideae : un seul genre avec une seule espece, Gymnarrhena micrantha, elle
pousse en Afrique du nord.

e Corymbioideae : seulement le genre Corymbium avec 7 espéces.

e Stifftioideae : Elles poussent en Amérique du sud et en Asie.

e Asteroideae (Astéroides) : 1130 genres et 16200 espéces. Elles sont divisées en plusieurs
tribus dont les plus les importantes sont : les Anthemideae (Anthémidées), les Astereae
(Astérées), les Senecioneae (Sénécionées) et les Heliantheae (Hélianthées) (Dupont and
Guignard 2012). 1l est a remarquer que les quatre sous-familles Asteroideae, Cichorioideae,
Carduoideae et Mutisioideae renferment environ 98 % de la diversité spécifique de la famille

Asteraceae entiére (environ 70 %, 14 %, 11 % et 3 %, respectivement).

I.4. Utilisations économiques et thérapeutiques
Cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires

: La laitue est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de lI'artichaut, de I'endive, du salsifis,
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de la chicorée, de I'estragon et du tournesol. De nombreuses autres espéces ont une utilisation
ornementale, telle que la marguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos, le chrysanthéme et l'aster.
Plusieurs espéces sont utilisées en pharmacie : 1’Arnica (Arnica montana L.), la camomille
(Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antennaria dioica L.
Gaertn), le tussilage (Tussilago farfara L.). Certaines especes comme le genre Pyrethrum
fournissent un insecticide, d'autres (genre Artemisia) sont utilisées comme plantes médicinales

et dans la fabrication de liqueurs comme l'absinthe ou le génépi (Gaussen and Leroy 1982).

I1. Le genre Centaurea
11.1. Répartition géographique

Le genre Centaurea (tribu Cynareae) est l'un des genres les plus répandus dans le
monde, il compte environ 700 especes, distribuées aussi bien sur le territoire algérien qu’en
Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a I’ouest de 1’Asie, en Australie et sur le
continent Américain (Mabberley 1987). En Algerie, ce genre est représenté par 45 especes dont
7 se localisent au sud (Quezel and Santa 1963). Le tableau 1.1 résume la localisation de quelques

especes du genre Centaurea.

Tableau I.1. Localisation de quelques especes du genre Centaurea

Localisation Especes

Région méditerranéenne C. calcitrapa, C. hololeuca
Afrique du nord C. chamaerhaponticum, C. pullata
Toute I’Europe C. maroccana, C. ptosimopappa
Saharienne C. ruthenica, C. tougourensis
Europe de I’Est C. solstitialis, C. diffusa

Algérie C. pubescens, C. musimonum

Assez proche du genre Centaurea, le genre Volutaria Cass., tribu des Cardueae, sous-
tribu des Centaureinae de la famille des Astéracées, comprend dix-huit espéces poussant dans
les zones semi-arides a arides de la région méditerranéenne et irano-turanienne de I'Arabie et
I'lran au Maroc (Kadereit et Jeffrey, 2007). En Algérie, il existe cing especes de Volutaria
réparties dans la région sud, dont deux sont endémiques au Sahara, on note : Volutaria
muricata, Volutaria crupinoides, Volutaria leucantha, Volutaria saharae et Volutaria lippii
(Quezel et Santa 1963)
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11.2. Description et classification botanique

Les centaurées sont, comme pour 1’ensemble des composées, des plantes herbacées
annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles alternes, leurs fleurs, ou fleurons, sont disposées
en capitule, entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées sur plusieurs
rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes tubulées, celles de la périphérie
(fréquemment stériles) s’ouvrent beaucoup en cinq lobes. Leur couleur fluctue le plus
fréquemment entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques espéces a fleurs
jaunes. L’involucre se compose de bractées inégales sur plusieurs rangs, a la maniere des
artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus habituel) ou épineuses. Leur
observation est essentielle pour déterminer les espéces. Le réceptacle plan ou sub-plan est garni
de soies abondantes. Les fruits sont des akénes longs ou ovoides, lisses, a hile latéral, profond,
barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou caduque

(Quezel and Santa 1963). La figure suivante représente quelques espéces de ce genre.
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C. aspera C. alpestris C. crassifolia Bertol.
C. cyanus C. dealbata C. macrocephala
C. nigrescens C. scabiosa C. uniflora

C. jacea

C. montana

C. omphalotricha

Figure 1.1. Quelques espéces du genre Centaurea

(https://www.gardenersworld.com/plants/centaurea-cyanus/)
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Le genre Centaurea appartient a la classification suivante :
e Régne : Plantes
e Sous regne : Plantes vasculaires
e Embranchement : Phanérogames
e Sous embranchement : Angiospermes
e Classe : Magnoliopsida
e Sous classe : Astéride
e Ordre : Astérales
e Famille : Astéracées

e Genre : Centaurea

11.3. Principaux métabolites secondaires

De nombreuses études phytochimiques sur des espéces du genre Centaurea ont révélé
la richesse de ces derniéres en métabolites secondaires tels que les stéroides (stérols) (Flamini
et al. 2001, 2002, 2004), les composés phénoliques, quelques alcaloides (Shoeb et al. 2006° ;
Seghiri et al. 2006 ; Akkal et al. 2007 ; Bentaméne et al. 2007) et les lactones sesquiterpéniques
ainsi que les flavonoides qui sont les principaux métabolites secondaires de ces especes
(Medjroubi et al. 2005 ; Seghiri et al. 2006 ; Ayad et al. 2012 ; Aliouche et al. 2020).

11.3.1. Les lactones sesquiterpeniques

Les lactones sesquiterpéniques du genre Centaurea sont dans la majorité du type
guaiane (Bentamene et al. 2005) et germacrane (Marco et al. 2005 ; Medjroubi et al. 2005 ;
Celik et al. 2006), cependant, des élémanolides et eudesmanolides (Karamenderes et al. 2007 ;
Djeddi et al. 2008) ainsi que des héliangolides y ont été isolés (Nacer et al. 2012), on note

également la séparation de sesquiterpenes a squelette élémane (Marco et al. 2005).

11.3.1.1. Les guaianolides

Les lactones sesquiterpéniques de type guaianolide ont comme squelette de base un
cycle pentagonal et un autre heptagonal (Figure 1.2), celles isolées du genre Centaurea, sont
caractérisées par la stéréochimie a des protons H-1, H-5 et H-7 et la stéréochimie (3 des protons
H-6 et H-8 dans le cas d’une substitution en C-8 et une fermeture du cycle lactonique en C-6.
Le tableau 1.2 regroupe quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type guaianolide

isolées du genre Centaurea.
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Figure 1.2. Squelette de base des lactones sesquiterpéniques de type guaianolide

Tableau 1.2. Quelques lactones sesquiterpéniques de type guaianolide isolées du genre

Guaianolide
Reépidiolide
Kandavanolide
Cébelline B

Aguérine A
Déacyclynaropicrine

8a-hydroxy-11a, 13-
dihydrozaluzanin C

8a-hydroxy-11p3,13H-
dehydrocostuslactone

11,13-
dihydrodéacylcynaropicrine

Cébelline G

Répdiolide triol (pterocauline)
Chlorohyssopifoline D
epi-Centaurépensine

15-déschloro-15-
hydroxyépisolstiolide

10
11
12
13

Centaurea.

Espéce

C. kandavanensis.
C. salonitana

C. scoparia Syn.:
Phaeopappus scoparia
Sieb.

C. ornata Will.

C. omphalotricha

C. scoparia Syn.:
Phaeopappus scoparia
Sieb.

C. canariensis
Brouss.Var.
subexpinnata Bruch.

C. canariensis
Brouss.Var.
subexpinnata Bruch.

C. hermannii F. Hermann

C. musimomum

C. glastifolia L. Syn.:
Chartolepis glastifolia
(L.) Cass.

Réf
(Rustaiyan et al. 1984)

(Daniewski et al. 1993)
(Helal et al. 1997)

(Navarro et al. 1990)
(Kolli et al. 2012)
(Helal et al. 1997)

(Bohlmann and Gupta
1981)

(Collado et al. 1985)

(Oksiiz et al. 1994)

(Medjroubi et al. 1997)

(Oksiiz and Topgu
1994)

10



Chapitre I

Apercu bibliographique

Tableau 1.2. Quelques lactones sesquiterpéniques de type guaianolide isolées du genre

Centaurea. (Suite)

Guaianolide N° Espéce Réf
Grossheimine 14 C. lippii L. (Gonzalez et al. 1976)
(X.,B' 15
dihydroxyisobutyrategrossheimi
ne
Amberbeine 16 C. muricata DC. (Fvsiratova et al. 1973)
Cynaropicrine 17  Rhaponticoides africana  (Nowak et al. 1986)
(sub C. africana)
4’-Acétyl cynaropicrine 18 C. omphalotricha (Kolli et al. 2012)
3-Acetyl cynaropicrine 19
R
g
g R1 R» Rs | R4
R,O 1 | methacrylate | OH H |H
N OR, 2 |H H H | acrylate
3 |H O-isobutyrate |H | H
4 | isobutyrate | H H |H
5 |H H H |[H
(0]
H
: R R X
R2 ...||||||OR1 6 H OH B'H, (X—Me
i 7 |H H B-H, o—Me
. 8 | H OH a-H, B—Me
X
o
R1 Rz Rs
9 | 4-OH-Macrylate H OAc
10 | Méthacrylate H OH
11 | (2'-OEt-4'-OH) isobutyrate, | H Cl
12 | (2'-0-OH-4'-Cl) isobutyrate | H Cl
13 | époxymeéthacrylate H OH

11
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g
O wnntilll OR R X
\— 14 | H CH;
§ £ 15 | (2',4'-OH) isobutyrate | CH,
H y 16 | H a-H, B-Me
(0]
Rl RZ
Rlo it O OR. 17 H H
‘ 18 | H Acétyle
19 | Acétyle H

11.3.1.2. Les germacranolides

genre Centaurea.

Figure 1.3. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type guaianolide isolées du

Les lactones sesquiterpéniques du type germacranolide renferme dans leur squelette

de base un cycle a dix atomes de carbone (Figure 1.4).

Figure 1.4. Squelette de base des lactones sesquiterpéniques de type germacranolide

12
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La plupart de ces structures contiennent deux doubles liaisons, une entre C-1 et C-10 et
’autre entre C-4 et C-5 de configuration (E, E). Ces doubles liaisons peuvent étre remplacées
par des fonctions époxydes avec les stéréochimies B C-1, p C-5. La double liaison exocyclique
en C-11 peut étre réduite en 11a-H, 133-Me ou 11 B-H, 13a.—Me. Dans la plupart des composés
de ce type, isolés du genre Centaurea le carbone C-4 porte le groupement CH2OH. D’aprés
notre étude concernant ce type de structures issues du genre Centaurea, la lactonisation se fait
en C-6 ou en C-8. Selon le point de lactonisation, les carbones C-8 ou C-6 sont souvent
substitués par des groupes esters ou hydroxyles de stéréochimie a. Les hydrogenes H-6 et H-7
ont toujours des stéréochimies 3 et o respectivement. En général, les carbones C-9 et C-3 ne

sont pas substitués a I’exception de quelques composés (Benayache et al. 1992).

Le tableau 1.3 regroupe quelques lactones sesquiterpéniques de type germacranolide

isolées du genre Centaurea.

Tableau 1.3. Quelques lactones sesquiterpéniques de type germacranolide isolées du genre

Centaurea.
Germacranolide N° Espéce Réf
8-O-(4'-acetoxy-5'- 20 C. moesiaca (Trendafilova et al. 2007)
hydroxyangeloyl) salonitenolide
11, 13-dihydro19- 21  C. adjarica Alb. (Aslan and Oksuz 1999)
désoxycnicine
11, 13-dihydrosalonitenolide 22 C.albalL. (Fernandez et al. 1995)
11,13-dihydroarbutifoline 23  C. arbutifolia (Gonzalez et al. 1981)
Arbutifoline 24 Svent
11,13-dihydronopordopicrine 25 C.americana Nutt. (Ohino et al. 1973)
Amarine 26 C.amara L. (Gonzalez et al. 1976)
Dihydromarine 27
Sténophylloide 28 C.asperalL. Subsp. (Marco et al. 2005)
Dihydrosténophylloide 29 stEmepiE
1-(10)-epoxy-15-hydroxy- 30 C.sphaerocephala (Maurizio et al. 1994)
germacr-4-ene-6,12-olide
Artémisifoline 31 C. nicaensis All. (Bruno et al. 1996)
Salonitolide 32 Scop.
Acétylartémisifoline 33 C.serdisL. (Gonzalez et al. 1973)

13
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Tableau 1.3. Quelques lactones sesquiterpéniques de type germacranolide isolées du genre
Centaurea. (Suite)

Germacranolide

Scabiolide
Stizolicine
Balzamine

8a.,4'-hydroxysenecioloxy-9a.-
hydroxypathenolide

8 a,senecioloxy—9o—
hydroxyparthenolide

Stizoline

N°
34
35
36
37

38

&Y

Espece

C. salonitana Vis.
C. balsamita Lam.

C. coronopifolia
Lam.

C. balsamifera

Réf
(Daniewski et al. 1992)
(Rybajko et al. 1976)

(Okstiz and Ayyildiz
1986)

(Murkhmetzhanov et al.
1969)

14
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R1 R | X
20 | (4'-OAc-5'- OH) Tiglate H |CH>
21 | (I'-hydroxyethyl) acrylate | H | B—H, a—Me
22 | H H | B-H, o—Me
23 | Isovalerate H | B-H, o—Me
24 | Isovalerate H | CH:
25 | 4'-hydroxymethacrylate H | B-H, o—Me
26 | 4'-acetoxymethacrylate H | CH>
27 | 4'-acetoxymethacrylate H B—H, o—Me

28 | CH:
29 | B-H, o—Me

R1 Rz X
31 |H H CH:
32 |H H a-H, B-Me
33 | Ac H CH:
34 | Ac 2',4'-OH isobutyrate, | CH>

R1 R>

35 |H 4' 5'-dihydroxytiglate
36 | B-OH | senecioate

37 | a-OH | 4- hydroxysenecioate
38 | o-OH | senecioate

39 |H H

Figure 1.5. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type germacranolide isolées

du genre Centaurea.

15
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11.3.1.3. Les elémanolides
Les lactones sesquiterpéniques du type élémanolide ont comme squelette de base un

monocycle & six atomes de carbone (Figure 1.6).

Figure 1.6. Squelette de base des lactones sesquiterpéniques de type élémanolide

L’ossature principale est caractérisée par la stéréochimie a de la liaison C-1 — C-10 et B
de la liaison C-4 — C-5, a de I’hydrogéne porté par le carbone C-5 et f du méthyle porté par le
carbone C-10. Tous les élemanolides du genre Centaurea contiennent une double liaison entre
C-1 et C-2 et une autre entre C-3 et C-4 et en général une double liaison exocyclique en C-11
qui peut étre réduite en 11 B-H, 13 a-Me ou 11 B-OH, 13 a-Me.

Le carbone C-4 porte souvent le groupement CH>OH, mais ce groupement peut étre

oxyde et donner un CHO.

La lactonisation se fait normalement en C-6, cependant elle se fait également en C-8.
Quel que soit le carbone de lactonisation, les carbones C-6 ou C-8 portent souvent des groupes

esters ou hydroxyles avec une stéréochimie o (Karamenderes et al. 2007).

Le tableau 1.4 regroupe quelgues lactones sesquiterpéniques de type élémanolide isolées

du genre Centaurea.

16
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Tableau 1.4. Quelques lactones sesquiterpéniques de type élémanolide isolées du genre

Elémanolide

— hydroxyisomaslane 11,13-
dehydromélitensine
5R,6R,7R,8S,11S-15-hydroxy-8-(1',2"-
dihydroxy-ethyl)-acryloxy-elema-1,3-
dien-6,12-olide
(5R*,6R*,7R*,8S*,10S*)-15-hydroxy-
8-(2'-[a-hydroxy, 3-acetoxyethyl]-
acryloxy)- elema-1,3 dien-6,12-olide
2'-methyl-2'-propenoatel1,13-
dehydroméltensine
8a-(3,4-dihydroxy-2
methylenebutanoyloxy)-
dehydromélitensine
11,13-dihydroisoarbutifoline

8a-(1',2'-dihydroxy-ethyl)-acryloxy-15-
0x0-5-elema-1,3,11(13)-trien-6,12-
olide
8a-hydroxy-15-0x0-5,7aH,6H-elema-
1,3,11(13)-trien-6,12-olide
8a-hydroxy-15-0x0-5,7aH,63H,113H-
elema-1,3-dien-6,12-olide
8a-[20-Hydroxymethyl-2'-
butenoyloxy]-dehydromelitensin
50,6p,7a,8B,11B(H)-15-Hydroxy-8-
(1',2" dihydroxyethyl)-acrloelema-1,3-
dien-6,12-olide

Centaurea.

N°  Espece

40 C. ornata

C. nicaensis
All. Scop.

41

42 C. napifolia L.

43 C. chilensis

44 C. moesiaca
Urum.& J.
Wagner

C. arbutifolia
Svent

C. paui Loscos
ex Willk.

45

46

47
48
49 C. maroccana

50 C. nicaeensis

Réf.
(Navarro et al. 1990)

(Bruno et al. 1996)
(Bruno et al. 1995)
(Negrete et al. 1993)
(Trendafilova et al.
2007)

(Gonzalez et al. 1981)

(Cardona et al. 1997)

(Bicha et al. 2013P)

(Medjroubi et al. 2003)

17
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R X

40 | 4'-OH isobutyrate CH:2

41 | (1',2'-OH-Et) acrylate B-H, a-Me

42 | (1'-OAc-2'-OH-Et) acrylate | CH»

43 | methacrylate CH;

44 | 3,4-dihydroxy-2- CH:
methylenebutanoyloxy

45 | isovalerate B-H, a-Me
R X

46 | (1',2'-OH-Et) acrylate CH;

47 | H CH>

48 | H B-H, a-Me

OH

Figure 1.7. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type élémanolide isolées du

genre Centaurea.

18
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11.3.1.4. Les eudesmanolides

Les eudesmanolides sont communément dérivés d’un squelette de base de deux cycles
hexagonaux (Figure 1.8), ils se distinguent par la stéréochimie a de I’hydrogéne H-5 et par la
stéréochimie B du méthyle porté par le carbone C-10. Ce méthyle est caractérisé en RMN 1H

par un déplacement chimique inférieur & 1 ppm (Medjroubi et al. 1998).

Figure 1.8. Squelette de base des lactones sesquiterpéniques de type eudesmanolide

La majorité des eudesmanolides du genre Centaurea décrits jusqu’a présent ont leur
groupe lactonique fermé en C-6. Si le carbone C-8 porte des groupes esters ou des hydroxyles,
leur stéréochimie est o. La double liaison exocyclique en C-11 peut étre réduite en 11p-H, 130-
Me, le carbone C-4 peut porter différents groupements fonctionnels (oo (OH), a(CHO),
B(CHO)...) comme dans la majorité des composés étudiés, ou une double liaison (A** ou A*
%), La substitution par un B hydroxyle en C-1, est presque signalée dans tous les
eudesmanolides. Concernant la stéréochimie des hydrogénes H-6 et H-7, elle est toujours 3 et

o respectivement.

En RMN-H, I’hydrogene H-6 donne un signal souvent sous forme d’un triplet. Cela est
considéré comme une particularité des eudesmanolides (Skaltsa et al. 2000).
Quelques lactones sesquiterpéniques de type eudesmanolide, isolées du genre Centaurea sont

reportées dans le tableau I.5.

19
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Tableau 1.5. Quelques lactones sesquiterpéniques de type eudesmanolide isolées du genre

Eudesmanolide

Santamarine

11-epi-dihydroreynosine : A*1®
8a-Hydroxy-11p,13-4-epi-

sonchucarpolide
8a—hydroxy-11

B,13—dihydroonopordaldéhyde

Stoebenolide

15-carboxy-4a.,8c-dihydroxy-
eudesma-6pH,7oH,113H-6,12-

olide

15-carboxy-4a-hydroxy-8c.-(4'-
acetoxy-5'-hydroxy)-angeloxy-
eudesma-6f3,7aH,11(13)-ene- 6,12-

olide
Ivaline

Centaurea.
N°  Espéce
51 C. ornata
52 C. ornata
53 C. pullata
54 C.granata L.
55 C. cadmea
56 C. linifolia Vahl.
57 C. aspera L.

58

subinermis DC

C. aspera L.
subinermis DC

Réf

(Navarro et al. 1990)
(Navarro et al. 1990)
(Djeddi et al. 2008)

(Medjroubi et al. 1998)

(Karamenderes et al.
20079
(Gonzalez et al. 1978)

(Cardona et al. 1991)

(Cardona et al. 1991)

CH:

o-H,

B-Me

. .‘.\\|“

20
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R X
54 | 0-CHO B—H,o. —Me
55 | p—~CHO CHs
R X

56 | H B—H,o. —Me

57 | (4-OAc-5-OH)Tiglate | CH,

Figure 1.9. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type eudesmanolide isolées

du genre Centaurea

11.3.1.5. Les héliangolides

Les héliangolides montrent une grande similarité structurale avec celle des
germacranolides ; avec une double liaison de configuration (E) entre C-1 et C-10 et ’autre (Z)

entre C-4 et C-5. Le squelette de base de ce type de composés est représenté dans la figure 1.10.

21
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Figure 1.10. Squelette de base des lactones sesquiterpéniques de type héliangolide

Les structures isolées de ce genre sont toutes fermées en C-6, présentent une

stéréochimie B H-6, o H-7, p H-8, le substituant CH,OAc en C-4 et une double liaison

exocyclique en C-11. La double liaison C-4 et C-5 est permanente dans toutes les structures, par

contre celle entre C-1 et C-10 peut étre transformée en 1B, 10a -époxyde ou substituées par un

B-OH ou un B-OOH en C-1 avec une double liaison exocyclique en C-10. Toutes ces structures

sont substituées en C-8. Ce substituant est souvent soit un hydroxyle, soit un (1°,2’-

dihydroxyethyl) acrylate, soit un (1’-acetoxy-2’-hydroxyethyl) acrylate (Cardona et al. 1997).

Quelques molécules ayant le squelette héliangolide isolées du genre Centaurea sont reportées

dans le tableau 1.6.

Tableau 1.6. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type héliangolide isolées

du genre Centaurea.

Héliangolide

15-acétoxy-8a-(3',4'-dihydroxy-2'-
méthylenebutanoyloxy)-1p-hydroxy-
7aH,63 H-germacra-4E,10(14),11(13)-
trien-12,6-olide
15-acétoxy-8a-(3',4"-dihydroxy-2'-
méthylenebutanoyloxy)-1p-hydroperoxy-
7aH,6BH-germacra-4E,10(14),11(13)-trien-
12,6-olide
15-acétoxy-1p,8a-dihydroxy-7aH,63H-
germacra-4E,10(14),11(13)-trien-12,6-olide

NO
59

60

61

Espéce Réf

C. paui (Fernandez et al. 1995)
Lascos ex

Willk
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Tableau 1.6. Quelques structures de lactones sesquiterpeniques de type héliangolide isolées

du genre Centaurea. (Suite)

Héliangolide N°  Espéce Réf
15-acétoxy-1B-hydroperoxy-8a-hydroxy- 62 C. paui (Cardona et al. 1997)
7aH,6BH-germacra-4E,10(14),11(13)-trien- Lascos ex

12,6-olide Willk

(6R, 7R, 8S, 30 R) 8a-(3, 4-dihydroxy-2- 63 C. paui (Cardona et al. 1994)
methylene-butanoyloxy)-15-acetoxy- Lascos ex

helianga 1(10), 4(5), 11(13) trien-6-olide Willk

(6R, 7R, 8S, 30 R) 8a-(3, 4-dihydroxy-2- 64
methylene-butanoyloxy)-15-oxo-helianga
1(10), 4(5), 11(13) trien-6-olide

15-acétoxy- 8a-hydroxy-7aH,6B-germacr- 65  C. paui (Cardona et al. 1997)
4E,11(13)-trien-6,12-olide Lascos ex

Willk
(6S*,7R*,85*)-8-(4'-Hydroxy 66 C. tweediei (Flamini et al. 2004)

methacryloxy)-15-oxohelianga-
1(10),4,11(13)- trien 6,12-olide

OR,
R1 R2
““\\\OR] 29 )g]/'ci' H
£ 60 >+ [oH
o 61 | H H
62 H OH
AcO e}
OH
i R
OH 63 CH>OCOCH3
64 CHO
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OH

66

Figure 1.11. Quelques structures de lactones sesquiterpéniques de type héliangolide isolées
du genre Centaurea

11.3.2. Les flavonoides
Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels. Leur
fonction principale semble étre la coloration des plantes. Ils possedent un squelette de base a

quinze atomes de carbone constitué de deux noyaux benzéniques (A et B) reliés par une chaine

en Cs (Bruneton 1999). (Figure 1.12).

Figure 1.12. Squelette de base des flavonoides.

Les flavonoides sont responsables de la couleur variée des fleurs et des fruits (Goto et
Kondo 1991) et représentent une source importante d'antioxydants dans notre alimentation
(Rice-Evans et al. 1997 ; Van den Berg et al. 2000). De nos jours, les propriétés des flavonoides
sont largement étudiées dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-

tumorale (Stavric et Matul 1992), anti carcinogéne (Das et al. 1994), anti-inflammatoire (Bidet
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et al. 1987), antivirale (Amaral et al. 1999), antiallergique (Di Carlo et al. 1999), anti
hépatotoxique (Wagner et al. 1986).

En Algérie, Les espéces du genre Centaurea ont fait I’objet d’études phytochimiques
diverses qui ont montré leur richesse en flavonoides (Ayad et Akkal 2019 ; Bentamene et al.
2007) dont la majorité est de type flavone. Les recherches bibliographiques précédentes sont en
faveur d’une prédominance prononcée de I’apigénine, 1’hispiduline et la jacéosidine comme

flavones dans ce genre.

Concernant les flavonols, c’est la quercétine qui est la plus accumulée par ce genre
suivie du kaempférol et de la centaureidine. Notons par ailleurs que les flavonoides O-
glycosylés sont les plus rencontrés dans les espéces de ce genre contrairement aux flavonoides
C-glycosylés qui sont moins abondants dans ce genre. Les flavonoides glucosylés sont tres
majoritaires par rapport aux autres. Quelques flavonoides isolés de ce genre sont regroupés dans

le tableau 1.7.
11.3.2.1. Flavonoides aglycones

Tableau 1.7. Quelques flavonoides du genre Centaurea.

Flavones
Nom N° Espece Réf
Acacétine 67 C. cuneifolia (Oksuz et al.1988)
Apigénine 68 C. furfuracea (Akkal et al. 2003P)
C. maroccana (Bentamene et al. 2007)
C. omphalotricha (Kolli et al. 2012)
C. tougourensis (Nacer et al. 2006)
C. calcitrapa (Kitouni et al. 2015)
Chrysoériol 69 C. omphalodes (Khalfallah et al. 2012)
C. africana (Seghiri et al. 2009)
Chrysine 70 C. omphalodes (Khalfallah et al. 2012)
C. omphalotricha Coss. & (Mouffok et al. 2012)
Durieu ex Batt. & Trab.
Cirsimaritine 71 C. furfuracea (Akkal et al. 2003P)
C. omphalotricha (Kolli et al. 2012)
C. maroccana (Bicha et al. 2011)
Cirsilineol 72 C. foucauldiana (Bensouici et al. 2012)
C. nicaeensis All. var. walliana (Hammoud et al. 2012)
M.
C. parviflora Destf. (Belkacem et al. 2014)
C. sulphurea (Kabouche et al. 2011)
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Tableau 1.7. Quelques flavonoides du genre Centaurea. (Suite)

Flavones

Nom

Eupatiline

Genkwanine

Hispiduline

Jacéosidine

Lutéoline

7,3".,5'-
Triméthyltricétine
5-hydroxy-6,7,3',4'-
tétraméthoxyflavone
Flavonols

Centaureidine

Isokaempferide

Jaceidine

Kaempférol

6-
Méthoxykaempferol
4’-Méthylgossypétine
Patulétine

Quercétine

NO
73

74
75

76

77

78

79

80

81

82
83

84

86
87

Espece

C. diluta subs. algeriensis
C. parviflora Desf.

C. tougourensis

C. parviflora Desf.

C. moesiaca Urum.& J.
Wagner

C. furfuracea

. melitensis

. ruthenica

. sulphurea

. tougourensis

. foucauldiana

.. omphalotricha

. urvillei DC. Subsp. urvillei
. Sphaerocephala L.

. incana

O0O0O0000000

. foucauldiana
. granata
. napifolia L.

OO0

C. jacea L.

C. moesiaca Urum.& J.
Wagner

C. moesiaca Urum.& J.
Wagner

C. maroccana Vahl.

C. jacea L.

C. africana

C. tougourensis

C. urvillei DC. Subsp. urvillei
C. ruthenica Lam.

C. microcarpa Coss. et Dur.
C. senetialensis DC

C. africana

C. ruthenica Lam.

C. napifolia

C. omphalotricha Coss. &
Durieu ex Batt. & Trab.

Réf
(Zater et al. 2016)
(Belkacem et al. 2014)

(Nacer et al. 2006)
(Belkacem et al. 2014)

(Trendafilova et al. 2007)
(Akkal et al. 2003P)
(Ayad et al. 2012)

(Mishio et al. 2006)
(Kabouche et al. 2011)
(Nacer et al. 2006)
(Bensouici et al. 2012)
(Kolli et al. 2012)
(Gllcemal et al. 2010)
(Bentamene et al. 2008)
(Akkal et al. 1997)

(Bensouici et al. 2012)
(Medjroubi et al. 1998)
(Akkal et al. 2003%)

(Forgo et al. 2012)
(Trendafilova et al. 2007)

(Trendafilova et al. 2007)

(Bicha et al. 2011)
(Forgo et al. 2012)
(Seghiri et al. 2009)

(Nacer et al. 2006)
(Gllcemal et al. 2010)
(Mishio et al. 2006)
(Louaar et al. 2011)
(Aqil et al. 1998)
(Seghiri et al. 2009)

(Mishio et al. 2006)

(Akkal et al. 2003%)
(Mouffok et al. 2012)
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N°
Flavones
67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79
Flavonols
80

81

82

83

84

85

86

87

Apercu bibliographique

Tableau 1.8. Les structures des flavonoides de 67 a 87
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11.3.2.2. Flavonoides glycosylés

Tableau 1.9. Quelques flavonoides glycosylés du genre Centaurea.

Flavones-O-glycosylées
Nom

Apigétrine; Cosmosiine;
Apigénine 7-O-B-glucoside

Baicaline

Chrysoériol 7-O-f-
glucoside
Diosmine

Hispiduline 7-O-
méthylglucuronoside
Hispiduline 7-O-rutinoside

Scutellarine
Tricine 7-O-glucoside
Flavonols-O-glycosylés

Algérianine; 7-(6”-Sinapyl-
O-B glucopyranosyl)
Centaureidine

Bracteoside

Centaureine

3,5’-Dimethylmyricétine 7-
O-glucoside
7-O-Glucosylspinacétine

Isoquercitrine; Quercétine
3-0-p glucoside
Kaempférol 7-O-B-D-
glucoside

Nicotiflorine; Kaempférol
3-O-B-D-rutinoside

5,7,4’-Trihydroxy-3,6-
dimethoxyflavone 7-O-f-
glucoside

Rutine

NO
88

89
90

91
92

93

94
95

96

97
98

99

100

101

102

103

104

105

Espece
C. furfuracea

. fragilis Dur.
. fragilis Dur.

. deflexa
. fragilis Dur.

O O0O00 OO0

. furfuracea

. bruguierana
. militensis
. fragilis Dur.

O OO0

. incana

. africana

@)

. bracteata

. africana

. alexandrina
jacea

. isaurica

. incana

0O0000 O

C. sicula (sub C.
nicaensis)

Volutaria lippii (sub
C. lippii)

C. microcarpa Coss.
et Dur.

Volutaria lippii (sub
C. lippii)

C. parviflora

C. microcarpa Coss.
et Dur.

C. scabinosa L.
C. fragilis Dur.

. sphaerocephala L.

. sphaerocephala L.

Ref.

(Akkal et al. 2003)
(Bentamene et al. 2010)
(Azzouzi et al. 2016")
(Azzouzi et al. 2016")

(Bentamene et al. 2010)
(Chica et al. 2011)
(Azzouzi et al. 2016")

(Akkal et al. 1999)
(Fathallah et al. 1994)

(Kamanzi et al. 1983)
(Azzouzi et al. 2016")

(Akkal et al. 1997)

(Seghiri et al. 2009)

(Flamini et al. 2001)
(Seghiri et al. 2009)
(Ahmed et al. 1970)
(Roesler et al. 1971)
(Flamini et al. 2004)
(Akkal et al. 1997)
(Athmani et al. 1998)
(Mezache et al. 2010)
(Louaar et al. 2011)
(Mezache et al. 2010)
(Belkacem et al. 2014)
(Louaar et al. 2014)

(Lar’kina al. 2009)
(Azzouzi et al. 2016P)
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Tableau 1.9. Quelques flavonoides glycosylés du genre Centaurea. (Suite)

Flavonoides-C-glucosides

Chrysine-8-C-glucoside

Isoorientine 6"-O-glucoside

Isoorientine 7-O-glucoside

Isovitexine

Isovitexine 2"-O-glucoside

Vicénine-2

NO

R1

R>

Flavones-O-glycosylees

88
89
90
91
92
93
94
95

H

I T T T I =T

H
OH
H

H
OMe
OMe
OH

106
107

108

109

110
111

Rs

Glu
Glucur
Glu

Rut
MeGlucur
Rut
Glucur
Glu

C. omphalodes

C. sicula (sub C.
nicaeensis)

C. sicula (sub C.
nicaeensis)
Volutaria lippii (Syn:
C. lippii)

C. triumfetti

C. horrida
C. triumfetti

R4

I T r* * T T I T

(Khalfallah et al. 2012)
(Athmani et al. 1998)

(Athmani et al. 1998)
(Mezache et al. 2010)

(Gonnet 1993)

(Flamini et al. 2002)
(Gonnet 1993)

Tableau 1.10. Les structures des flavonoides de 88 a 111

Rs Re Rz
H OH H
H H H
OMe OH H
OH OMe H
H OH H
H OH H
H OH H

OMe OH OMe
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Flavonols-O-glycosylés

96 OMe OMe

97 OMe H

98 OMe OMe

99 OMe H

100 OH OMe

101 O-Glu H

102 OH H

103 O-Rut H

104 OMe OMe

105 O-Rut H

Flavonoides-C-glycosides

106 H H

107 H Glu-6 " -
O-Glu

108 H Glu

109 H Glu

110 H Glu-2"-
O-Glu

111 H Glu

6°’-Sin-Glu

Glucur

Glu
Glu

Glu
OH
Glu
OH
Glu
OH

OH
OH

I T T T TITTIT T T I T

Glu

O-Glu H

OH
OH

OH

11.3.3. Les acides phénoliques

T

Glu

Tableau 1.10. Les structures des flavonoides de 88 a 111. (Suite)

OH OMe H
H OH

OH OMe H
OMe OH OH
OMe OH H
OH OH H
H OH H
H OH H
H OH H
OH OH H
H H H
OH OH H
OH OH H
H OH H
H OH H
H OH H

Le terme «acide phénolique » peut s’appliquer a tous les composés organiques

possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie,

I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés de I’acide benzoique ou de I'acide

cinnamique. Quelques structures d’acides phénoliques isolés du genre Centaurea sont

regroupées dans le tableau 1.11.

Tableau 1.11. Quelques structures d’acides phénoliques isolés du genre Centaurea

Acide phénolique

Acide gentisique

Acide 4-hydroxybenzoique

Acide salicylique

Acide syringique

NO

112

113

114
115

Espéce

C. choulettiana
C. fragilis Dur.
C. choulettiana
C. fragilis Dur.
C. choulettiana

C. fragilis Dur.

Ref.

(Azzouzi et al. 2016?)
(Azzouzi et al. 2016P)
(Azzouzi et al. 2016?)
(Azzouzi et al. 2016P)
(Azzouzi et al. 2016?)

(Azzouzi et al. 2016°)
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Apercu bibliographique

Acide phénolique N°  Espéce Réf.
Acide protocatéchique 116  C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016?)
C. fragilis Dur. (Azzouzi et al. 2016")
C. melitensis (Ayad et al. 2012)
Acide vanillique 117  C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016%)
C. fragilis Dur. (Azzouzi et al. 2016")
Paridol 118 C. diluta subsp. (Zater et al. 2016)
algeriensis
Acide caféique 119 C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016%)
Acide cinnamique 120  C. fragilis Dur. (Azzouzi et al. 2016°)
Acide p-coumarique 121  C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016 %)
Acide férulique 122  C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016 %)
Acide 5-hydroxyférulique 123  C. africana (Seghiri et al. 2006)
Acide sinapique 124  C. fragilis Dur. (Azzouzi et al. 2016 °)
Acide chlorogénique 125 C. choulettiana (Azzouzi et al. 2016%)

C. fragilis Dur. (Azzouzi et al. 2016")
R
> 4 Ri |R; |R;s |Ra4 Rs
HO 112 | H OH |H H OH
113 | H H OH |H H
R 114 | H H H H OH
3 115 |H |OMe|OH |OMe |H
o 116 | H H OH |OH |H
117 | H H OH |OMe |H
R, R,
HO Rg R1 R» R3
119 |OH |OH |H
\ 120 | H H H
121 | H OH | H
o R 122 |OMe |OH | H
123 |OMe |OH | OH
124 |OMe | OH | OMe
Rl
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MeO
OH
(0]
(118)
0
HO 0]
/ OH
0
HO
G OH
OH
(125)

Figure 1.13. Quelques structures d’acides phénoliques isolés du genre Centaurea
11.4. Etudes antérieures sur Volutaria lippii

Des investigations phytochimiques antérieures sur Volutaria lippii ont été menées et ont
conduit a l'isolement et la détermination de trois lactones sesquiterpéniques : amberboine,
groshemine et cnicine ; et trois flavonoides : apigénine 6-C-glucoside (isovitexine), quercétine
3-0-glucoside (isoquercitrine) et kaempférol 3-O-rutinoside (nicotiflorine), (Mezache et al.
2010 ; Bermejo et al. 1969 ; Breton et al. 1968).

En utilisant la technique LC-ESI-MS/MS, dix-huit composés appartenant aux familles
des acides phénoliques et des flavonoides ont été identifiés : acide quinique, acide gallique,
acide protocatéchique, acide chlorogénique, acide caféique, acide syringique, acide 1,3-di-O-
cafeoylquinique, acide trans-férulique, rutine, lutéoline-7-O-glucoside, acide 3,4-di-O-
cafeoylquinique, quercetrine, apigenine-7-O-glucoside, acide 4,5-di-O-cafeoylquinique,

kaempférol, apigénine, cirsilinéol, acacétine (Ben Salah et al. 2019).

Une étude plus récente menée I’investigation phytochimique de I’extrait méthanol 90%

a reporté I’isolement et la détermination structurale de 5 lactones sesquiterpéniques de type
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guaianolide :  lippiine,  aguérine B,  11B,13-dihydrodéacylcynaropicrine,  3p-O-
acetylcynaropicrine et cynaropicrine ; trois flavonoides de type flavone : hispiduline, lutéoline
et apigenine-7-O-B-glucuronidemethylester (Rafrafi et al. 2021).

I1.5. Intéréts thérapeutiques du genre Centaurea et de ses principaux

meétabolites secondaires

Dans la littérature, plusieurs espéces du genre Centaurea sont référenciées pour une
large utilisation en médecine traditionnelle (Yesilada 2002 ; Kamanzi et al. 1983), notons par
exemple :
« Centaurea iberica Trev. ex Sprengel utilisée pour les traitements des abces et de I’asthme
(Yesilada 2002).
« Centaurea calcitrapa L., Centaurea jacea L. et Centaurea sinaica sont utilisées dans le
traitement de la fievre (Yesilada 2002).
» Centaurea melitensis et Centaurea pallascens, sont trés connues pour leurs activités

diurétiques, digestives et antidiabétiques (Kamanzi et al. 1983).

De plus, plusieurs études récentes ont montré : I’activité anti inflammatoire de plusieurs
centaurées dont Centaurea ainetensis, Centaurea tchihatcheffii Fischer (Talhouk et al. 2008 ;
Koca et al. 2009), I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique de Centaurea diffusa
(SKkliar et al. 2005) et I’activité antipyrétiqgue de Centaurea calcitrapa et Centaurea jacea

(Kumarasamy et al. 2003).

Dans le cadre de I’étude de la biodiversité de la flore algérienne, le genre Centaurea
présente un grand intérét, notamment comme source de lactones sesquiterpéniques et
flavonoides. En effet, des études réalisées dans notre laboratoire ont montré que les extraits
chloroforme de Centaurea furfuracea et Centaurea musimomum (musimonum) ont des activités

anti-plasmodiale et cytotoxique importantes (Medjroubi et al. 2005 ; Akkal et al. 2007).

Aux cours de ces derniéres décennies, 1’investigation biologique des extraits et des
constituants chimiques du genre Centaurea, a montré qu’ils possédent diverses activites
biologigues. Une synthese de quelques études concernant les molécules bioactives isolées du

genre Centaurea est présentée dans le tableau 1.12.
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Tableau 1.12. Quelques molécules bioactives du genre Centaurea.

Activité développée

Antioxydante et
cytotoxique
Antimicrobienne et
antifongique

Antiproliférative et
cytotoxique
Antiproliférative

Cytotoxique

Antinociceptive et
antipyrétique
Antiulcérogéne

Antiprotesomale

I11. Conclusion

Espece

C. montana

C. pullata

C. jacea L.
C. deflexa

. africana

. depressa
. solstitialis
. solstitialis

OO0 O

C. urvillei

Molécule

Montanoside

8a-O-(4-hydroxy-2-

méthylenebutanoyloxy)

mélitensine
Centaureidine

Aguérine B
15-nor-guaianolide
Algérianine

Solstitialine A
Acetylsolstitialine
Solstitialine A
Acetylsolstitialine
Chlorojanérine
Kaempferol
Apigenine
eriodictyol-7-O-B-D-
glucuronopyranoside

- 3,5-dihydroxyphenethyl

alcohol-3-O-B-D-
glucopyranoside

Réf.
(Shoeb et al. 2006)

(Djeddi et al. 2008)

(Forgo et al. 2012)
(Chica et al. 2011)

(Seghiri et al. 2009)
(Akkol et al. 2009)

(Glrbuz and Yesilada
2007)

(Gllcemal et al. 2010)

A I’issue de cette recherche bibliographique, il est a relever que les acides phénoliques,

les flavonoides et les lactones sesquiterpéniques constituent des classes de substances naturelles

fortement accumulées par les genres Centaurea et Volutaria et que leurs diverses activités

biologiques sont bien reconnues. Ces raisons nous ont poussés a entreprendre dans le cadre de

notre travail, I’¢tude de I’espéce algérienne : Volutaria lippii synonyme Centaurea lippii.
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Chapitre II Travaux personnels

I. Etude botanique de I’espéce Volutaria lippii

I.1. Place dans la systématique
L’espece Volutaria lippii L. appartient & :
e Reégne : Plante
e Sous regne : Plantes vasculaires
e Embranchement : Phanérogames
e Sous embranchement : Angiospermes
e Classe : Magnoliopsida
e Sous classe : Astéride
e Ordre : Astérales
e Famille : Astéracées
e Genre : Volutaria

e Espeéce : Volutaria lippii (L.) Cass. Ex Maire. Syn. : Centaurea lippii (L.)

I.2. Répartition géographique
Volutaria Lippii est une plante herbacée vivace indigéne qui pousse largement dans le

bassin méditerranéen surtout en Tunisie et en Algérie (Quezel and Santa 1963 ; Kadereit and
Jeffrey 2007).

1.3. Description botanique
Cette espece admet les synonymes suivants :
» Centaurea lippii (L.)
» Amberboa lippii (L.) DC
» Volutarella lippii (L.) Cass.
» Volutaria lippii (L.) Cass.

L’espéce Volutaria lippii (L.) Cass. a des fleurons rouges, bleus ou purpurins. Une
plante généralement rameuse deés la base. Tiges un peu scabres, diffuses ou dressées. Feuilles
lyrées ou pinnatifides. Capitules petits (1 — 1,2 cm de long). Bractées scarieuses sur les bords,
jaunes, a sommet noir en général, velues-soyeuses. Akenes trés pubescents a cotes en général

peu marquées de méme que les fossettes (Quezel and Santa 1963).
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Figure 11.1. L’espéce Volutaria lippii
(https://www.jungledragon.com/specie/18439/volutaria_lippii.html)

I.4. Récolte de la matiere végétale

La plante a été collectée dans la région de M’Sila (Coordonnées GPS: 35° 40'
37.5924" N et 4° 32' 30.5304" E), au mois de Mai 2015, la détermination botanique de cette
plante a été réalisee par Monsieur Rebbas Khellaf, professeur au département des sciences de
la nature et de la vie, faculté des sciences, université Mohamed Boudiaf M’Sila. Un spécimen
(KROO065) a été déposé au niveau de I’herbier du laboratoire botanique, Université Mohamed
Boudiaf, M’Sila.

Les parties aériennes de cette espece (fleurs, feuilles) ont été séchées dans un endroit

sec, frais, aéré et a I’abri des rayons solaires ; puis broyées et pesées (3300 g).
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1.5. Matériels utilisés
1.5.1. Matériel chromatographique
1.5.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Les travaux analytiques en vue de trouver les meilleurs systemes de solvants pour
effectuer des séparations par CCM, ont été réalisés sur plaques de gel de silice 60 F254

déposé sur des feuilles d’aluminium (Merck).

Aprées dépot de 1’échantillon et élution par divers systémes de solvants, les plaques
CCM sont révélées par des lampes UV (A = 254 et 365 nm). Les spots qui apparaissent sur les
plaques indiquant la présence de composés qui absorbent a ces deux longueurs d’onde, sont
délimités. Ensuite, ces plaques sont pulvérisées avec une solution d’anisaldéhyde- H>SO4 a
1 %, puis chauffées jusqu’a apparition des taches préalablement délimitées et d’éventuelles
autres taches indiquant la présence de composés qui n’absorbent pas aux longueurs d’onde
254 et 365 nm. Les systemes de solvants donnant les meilleurs profils chromatographiques

sont retenus pour les séparations par CCM préparative.

1.5.1.2. Chromatographie sur colonne (CC)
Les séparations chromatographiques des extraits de la plante ont été effectuées avec
des colonnes de gel de silice (Merck 230-400 mesh) de différents diametres (15 et 40 mm). La

phase mobile est choisie en fonction des résultats des travaux analytiques par CCM.

1.5.1.3. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)
1.5.1.3.1. CLHP analytique

Avant injection, les fractions ont subi un test effectué par CLHP analytique afin
d’avoir une idée sur leur profil chromatographique (richesse en composants), de choisir le
meilleur gradient de polarité pour I’appliquer lors de la séparation par CLHP semi-préparative et

afin de définir les longueurs d’onde auxquelles nos produits absorbent le plus.

1.5.1.3.2. CLHP semi-préparative
La séparation des fractions a été effectuée avec deux techniques CLHP semi-
préparatives :

e RP-HPLC-UV-Vis Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA), systeme VL 1260
Bin Pump, équipé d’un détecteur 1260 MWD VL UV-Vis, u-Dégazeur 1260, une colonne
Phenomenex (Torrance, CA, USA) Supelcosil LC-18 (250 x 10 mm, 5 pum) et un injecteur
Rheodyne.
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e RP-HPLC-RI systéeme Waters 590 équipé d’un détecteur a indice de réfraction Waters
R-401, une colonne Knauer Eurospher 100-10 C-18 (300 x 8 mm, 10 um) ou puBondapak C-
18 (300 x 7,8 mm, 10 pm) et un injecteur Rheodyne.

1.5.2. Matériel physico-chimique
1.5.2.1. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse ont été enregistrés sur un systeme ESI-MS Finnigan LCQ Deca,
équipé du logiciel Xcalibur 3,1 software.

1.5.2.2. Spectroscopie RMN

Les expériences RMN ont été realisees sur un spectrometre Bruker AVANCE 400 et
un spectrometre Bruker DRX-600 (Bruker BioSpin Gmbh, Rheinstetten, Allemagne) équipé
d'une cryosonde Bruker 5 mm TCI a 300 K. Tous les spectres RMN 2D ont été enregistrés
dans le MeOH-ds (Sigma Aldrich), des séquences d'impulsion standard et un cycle de phase
ont été utilisés pour les spectres relatifs aux expériences COSY, HMBC et HSQC. Les
données RMN ont été traitées a l'aide du logiciel Topspin 3.2.

1.5.2.3. Spectrophotométrie UV-visible
Les spectres UV-Visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un
spectrophotometre (THERMO ELECTRON 300, 190-800 nm). Les différentes mesures sont

effectuées dans des cuves en quartz contenant 2 ml de la solution.

I1. Extraction de la matiére végetale

Les parties aériennes (feuilles et fleurs) récoltées ont été séchées pendant plusieurs
jours a I’abri des rayons solaires et de I’humidité puis pesées et broyées grossierement. La
quantité obtenue (3300 g) est mise & macérer a température ambiante dans un melange
hydroalcoolique (Méthanol/Eau ; 70/30 ; v/v) pendant 48 heures. Cette opération est répétée

trois fois avec renouvelement du solvant, le macérat est filtré et le filtrat est récupére.

L’extrait hydroalcoolique obtenu est concentré sous vide a une température n’excédant
pas 35 °C. La solution obtenue est diluée avec de I’eau distillée a raison de 400 mL par kg de
matiére séche puis mise au frais (4 °C) pendant une nuit pour décantation et précipitation de
composés hautement lipophiles (chlorophylles, cires, résines, boues terpéniques etc...). Apres
filtration, la solution obtenue subit des affrontements successifs par des solvants de polarité

croissante en commengant par le chloroforme puis 1’acétate d’éthyle et en dernier le n-
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butanol. Les trois phases organiques obtenues sont séchées au sulfate de sodium anhydre,
filtrées puis concentrées a sec sous pression réduite. Le tableau I1.1, résume la masse des

extraits obtenus et leur rendement par rapport au poids initial du matériel végétal.

Tableau 11.1. Masses et rendements des extraits de Volutaria lippii

Extrait Masse Rendement
Chloroforme 9,2¢ 0,27 %
Acétate d’éthyle 6,50 0,18 %
n-butanol 419 1,24 %

La figure 11.2 résume les différentes étapes de 1’extraction jusqu’a 1’obtention des trois

extraits dérivés de I’extrait hydroalcoolique.

39



Chapitre II Travaux personnels

Matiére végétale m = 3 300 g

e Macération a froid dans un mélange
Méthanol/H,O (70/30 ; v/v)
o Filtration
Extrait hydroalcoolique

e Concentration T <35 °C
e Dilution avec I'eau distillée, repos 1 nuit a 4 °C

e Filtration

v

Solution résiduelle

e Extraction au CHCI; (3fois)

e Décantation

,, 1

Phase aqueuse Phase organigue

] 1 e Concentrationa T <35 °C
e Extraction a AcOEt (3 fois)

, . Extrait chloroforme
e Décantation

m=92g
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Phase aqueuse Phase organique
e Extraction avec n-butanol (3 fois) e Concentrationa T<35°C
v
* Deécantation Extrait acétate d'éthyle
m=65g
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l e Concentration a 55 °C
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m=41g

Figure 11.2. Organigramme d’extraction des parties aériennes de Volutaria lippii
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I11. Analyses quantitatives des extraits de Volutaria lippii
Des determinations quantitatives des principaux composés phénoliques ont été

effectuées sur les trois extraits de I’espece Volutaria lippii.

I11.1. Dosage des polyphénols totaux
I11.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux des extraits de l'espéce Volutaria lippii a été
effectué par une méthode adaptée par Singleton avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif
de Folin-Ciocalteu, constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (HzPW:12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo012040), est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes de tungsténe (Ws0O23) et de molybdéne (MogO23). La coloration bleue produite est
proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximale aux

environs de 750-765 nm. L’acide gallique est utilisé comme étalon (Singleton et al. 1965).

I11.1.2. Procédure expérimentale

Un volume de 125 pL de chaque extrait préparé dans le méthanol (1 mg d'extrait
dissout dans 1 mL de méthanol), ont été¢ introduits a 1’aide d’une micropipette dans des tubes
a essais, suivis de I’addition de 500 uL d'eau distillée et 125 uL de réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR). Aprés incubation pendant 3 minutes, 1250 pL de carbonate de sodium (2 %) et 1 mL

d'eau distillée ont été ajoutés respectivement au milieu réactionnel.

Ensuite, le mélange a été incubé dans l'obscurité a température ambiante pendant 90
minutes. L'absorbance de toutes les solutions a été mesurée par un spectrophotometre a 760

nm contre le blanc sans extrait. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicata.

111.1.3. Expression des résultats

La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon de I’acide gallique (50-500 pg/mL) et les
résultats sont exprimés en mg d’équivalents d’acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g

extrait).
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I11.2. Dosage des flavonoides totaux
111.2.1. Principe

Le dosage des flavonoides a été réalisé en utilisant le chlorure d'aluminium (AICI3),
ce reactif forme avec les groupements hydroxyles des positions C-5 ou C-3 et 'oxygene du
carbonyle de la position C-4 des flavones et flavonols, un complexe trés stable de couleur

jaune qui absorbe a une longueur d'onde de 430 nm (Amen et al. 2013).

111.2.2. Procédure expérimentale

Un volume de 1mL de chaque extrait préparé dans le méthanol (1 mg d'extrait dissout
dans 1 mL de méthanol) est mélangé a 1 mL de trichlorure d'aluminium a 2%. Aprés une
incubation pendant 15 min a température ambiante, 1’absorbance du mélange obtenu est
directement mesurée au spectrophotométre UV- visible a 430 nm contre le blanc sans extrait.

Toutes les mesures ont été realisées en triplicata.

111.2.3. Expression des résultats

La teneur en flavonoides totaux des extraits est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, réalisée par un standard étalon (la quercétine) a
différentes concentrations (10-80 ug/mL) et les résultats sont exprimés en mg d’équivalents
de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g extrait) ou en mg d’équivalents de quercétine

par gramme de matiére séche (mg EQ/g MS).

111.3. Evaluation de I'activité antioxydante de I'espéce Volutaria lippii

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon 1’essai utilisé. Par conséquent, une approche
avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus

instructif et méme nécessaire (Naveed et al. 2015).

Les méthodes utilisées pour évaluer [lactivité antioxydante font intervenir
généralement la coloration ou la décoloration d'un réactif spécifique en présence d’un agent
antioxydant. Ces méthodes peuvent étre classées en deux groupes selon leurs mécanismes :
soit par le transfert d’atome d’hydrogene, soit par le transfert d’un simple électron (Chang et

al. 1994).
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111.3.1. Matériel végétal
Dans ce contexte, nous avons étudié Dactivité anti-radicalaire des trois extraits
(CHClIs, AcOEt et n-BuOH) de I’espéce Volutaria lippii.

111.3.2. Matériels et méthodes

Au cours de cette étude, notre choix s’est porté sur 1'utilisation de plusicurs tests
chimiques, a savoir : l’effet scavenger de nos extraits sur le radical (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl) (DPPH") et le radical cation 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS™), le test de blanchissement du B-carotene et enfin le test de la capacité antioxydante

par réduction du cuivre (CUPRAC) qui mesure les pouvoir de réduction des ions du cuivre.

I11.3.2.1. Test de Pactivité antiradicalaire par la méthode du DPPH*
111.3.2.1.1. Principe

Le radical DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d'absorbance a 517
nm, employeé pour évaluer l'activité antioxydante des composés purs ou de mélange complexe.
La méthodologie est basée sur la décroissance de I'absorbance d'une solution méthanolique de
DPPH suite a l'addition de I'antioxydant visualisé également par un changement de coloration

de la solution qui vire du violet au jaune (Sturtz et al. 2006).

La premiere étape est la capture d'un atome d'hydrogene du composé phénolique par le
radical DPPH pour donner du diphénylhydrazine et un radical phénoxy (figure 11.3). Cette
étape est la premiere d'une série de réactions telles que des fragmentations, additions, ou
autres qui peuvent eventuellement influencer les résultats, notamment les cinétiques de la

capture du DPPH par le composé testé (Magalhées et al. 2006).

DPPH + AH —> DPPH—H + A’
[ ]
: Z i > O
OH
ON
N—N NO, +
o @

Figure 11.3. Réaction du radical DPPH avec un phénol (Koleva et al. 2002)
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111.3.2.1.2. Procédure expérimentale

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH a été mesurée selon le protocole
décrit par Blois (Blois M.S. 1958). Dans un lecteur de microplaque a 96 puits on introduit 40
uL des différents extraits aux concentrations allant de 12,5-800 ug/mL, on ajoute 160 pL de la
solution méthanolique de DPPH préparée a une concentration de (0,1 mM). Aprés agitation,
le mélange est incubé a I’obscurité et a la température ambiante pendant 30 minutes. La
lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a 517 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre
UV-visible contre un contrle négatif contenant uniquement la solution de DPPH et le
méthanol. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme contréles positifs.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre DPPH est

estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH selon 1’équation suivante :

(Acontréle - Aéchantillon)

% d’activité anti — radicalaire = | X 100]

Acontrole
111.3.2.2. Test de P’activité antiradicalaire a PABTS"™
111.3.2.2.1. Principe

L’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) (incolore) réagit
facilement en présence du persulfate de potassium (K2S2Og) pour donner le radical cation
stable : 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS™) de couleur bleu verdatre.
L’ajout d’un antioxydant de type phénol, thiol, ou tout composé donneur d’hydrogeéne ou
d’¢lectron va réduire ce radical cation pour redonner I’ABTS et donc provoquer la
décoloration du mélange. La décoloration du radical-cation mesurée par spectrophotométrie a
734 nm est proportionnelle a la concentration en antioxydants (Rice-Evans and Miller. 1994),
(Pannala et al. 2001).
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Figure 11.4. Oxydation de ’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ’ABTS""
(Pannala et al. 2001).

111.3.2.2.2. Procédure expérimentale

L'analyse spectrophotométrique de I'activité de piégeage de I’ABTS"" a été déterminée
selon la méthode de Re (Re et al. 1999), avec une légere modification. Une solution d’ABTS
a 7 mM dans I’eau a été ajoutée a une solution de persulfate de potassium a 2,45 mM. Le
mélange est agité puis placé a I’abri de la lumiére pendant 12 h pour former le radical cation
ABTS™". Avant utilisation, la solution est diluée dans I'éthanol pour obtenir une absorbance de
0,708 £0,025 a 734 nm. La solution obtenue est stable lorsqu’elle est conservée a I’abri de la
lumiere et a température ambiante. Ensuite, un volume de 160 pL de la solution diluée du
radical ABTS™" est ajoutée a 40 pL des différents extraits aux concentrations allant de 12,5 a
800 upg/mL. Aprés 10 min, labsorbance a été mesurée a 734 nm a l’aide d’un
spectrophotometre UV-visible contre un contréle négatif contenant uniqguement la solution
d’ABTS"" et le méthanol. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme controles positifs.

Le pourcentage de réduction du radical-cation ABTS™" est calculé selon la formule ci-

dessous

Agontrote — Aechant
% d’activité anti — radicalaire ABTS ¢ + = | (Acontrote — Aéchantition)

X 100]

Acontréle
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111.3.2.3. Test de blanchiment du p-caroténe
111.3.2.3.1. Principe

L’activité de blanchiment du p-caroténe a été évaluée en utilisant la méthode décrite
par Marco (Marco 1968). L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé. Les radicaux
libres formés sont piégés par la PB-caroténe. La mesure de I’activité antioxydante suit la
diminution de la densité optique en fonction du temps. En effet la décoloration du (3-caroténe
résulte du piégeage des radicaux formés au cours de ’autooxydation de I’acide linoléique, ce

qui a pour effet de diminuer la conjugaison.

111.3.2.3.2. Procédure expérimentale

Une masse de 0,5 mg de B-caroténe dissoute dans 1 mL de chloroforme puis ajouté a
un volume de 25 pL d’acide linoléique et de 200 mg de Tween 40, en donnant un mélange
émulsifiant. Aprés 1’évaporation du chloroforme, 50 mL d’eau distillée saturée en oxygene,
ont été ajoutés (barboter a I’oxygeéne pendant 30 min avec un débit de 100 mL/min) tout cela
pour donner la solution A. L’absorbance du [-carotene doit étre entre 0,8-0,9 nm et mesurée a
470 nm. Les activités antioxydantes (pourcentage d'inhibition) des échantillons ont été
calculées selon I'équation suivante :

% Inhibition — Absorbance du § — carotene a 24 h % 100
o Infuibition = [Absorbance initiale du 8 — carotene |

111.3.2.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
111.3.2.4.1. Principe

La méthode CUPRAC est basée sur le suivi de la diminution de 1’absorbance accrue
du complexe Néocuproine (NC), cuivre (Cu*?), Nc2-Cu*?. En effet, en présence d’un agent
antioxydant, le complexe cuivre-neocuproine est réduit et cette réaction est quantifiée
spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm (Apak et al. 2004). Le principe
de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la
réduction du complexe Cu*2-Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*?-Nc qui
absorbe a 450 nm (Figure 11.5). La méthode du CUPRAC mesure le pouvoir antioxydant a un
pH a peu pres physiologique (environ pH=7), et a 450 nm de sorte qu'il simule mieux I'action
physiologique de ces antioxydants. Le CUPRAC chromophore monovalent chargé [Cu
(Nc)**] est soluble dans les deux solvants aqueux et organiques, ce qui permet la

détermination simultanée des antioxydants hydrophiles et lipophiles (Apak et al., 2004).
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Figure 11.5. La réduction du complexe chromogéne Cu*2-Nc

111.3.2.4.2. Procédure expérimentale

La réduction du cuivre (CUPRAC) a été déterminée par la méthode décrite par Apak
(Apak et al. 2004) avec quelques modifications. La capacité de réduction des extraits a été
comparée a celles du BHA et du BHT utilisés comme contrdles positifs.

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit un volume de 60 pL d'une solution
tampon d'acétate d'ammonium AcONH4 a pH 7,0, un volume de 50 pL d'une solution de
chlorure de cuivre (IT) et 50 uL. d'une solution alcoolique de néocuprine. 40 pL des extraits
testés a différente concentrations (12,5 - 800 ug/mL) ont été ajoutés pour atteindre un volume
final de 200 pL. Les microplaques de 96 puits ont été ensuite incubées pendant 1 h a I’abri de

la lumiére. Enfin I'absorbance est mesurée a 450 nm contre un blanc sans extrait.

IV. Expression des resultats des analyses quantitatives des extraits de

Volutaria lippii

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne * SD (écart type)
d’analyses en trois essais.

Les valeurs de Clso (la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical) et de
Aoso (la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de
régression linéaire a partir des deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clsg

et [Absorbance= f (concentrations)] pour la valeur Ao so.
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IV.1. Résultats du dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-
butanol de Volutaria lippii a été réalisé par la méthode spectrophotométrique de Folin-
ciocalteu (FCR). La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg d’équivalents d’acide
gallique par g d’extrait, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage tracée par 1’acide gallique (y = 0,0024x + 0,0564) avec Rz = 0,9902 (Figure
11.6).
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Figure 11.6. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les resultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de
I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats
représentes dans le tableau I1.2 montrent que l'extrait acétate d'éthyle est I'extrait le plus riches
en polyphénols avec une teneur de 165,80 + 1,97 mg EAG/g d’extrait sec de la plante, suivi
par les extraits n-butanol et chloroforme (121,50 + 1,25 et 81,92 + 1,25 mg EAG/g d’extrait

sec de la plante, respectivement).

IV.2. Résultats du dosage des flavonoides totaux

La détermination quantitative des flavonoides est realisée par la méthode de
trichlorure d’aluminium, elle est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion
d’aluminium ayant une absorbance maximale a 430 nm.

La quercétine a été utilisee comme étalon. La teneur en flavonoides totaux est
exprimée en mg d’équivalents de quercétine par g d’extrait. Les résultats sont obtenus a partir
d’une courbe d’étalonnage ayant I’équation : (y = 0,0137x + 0,033) avec R? = 0,9976 (Figure
11.7).
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Figure 11.7. Courbe d’étalonnage de la quercétine

Le tableau I1.2, montre que l'extrait acétate d'éthyle est le plus riche en flavonoides
avec une teneur de 86,13 £ 0,55 mg EQ/g d’extrait sec de la plante, suivi par les extraits
n-butanol et choloroforme (50,51 *+ 1,67 et 23,26 + 1,11 mg EQ/g d’extrait sec de la plante

respectivement).

Tableau I1.2. Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits de Volutaria lippii

Extraits Teneur des Teneur des flavonoides
polyphénols (mg (mg EQ/g)
EGA/Q)
Chloroforme 81,92 + 1,25 23,26 +1,11
Acétate d’éthyle 165,80 + 1,97 86,13 + 0,55
n-butanol 121,50 + 1,25 50,51 + 1,67

IV.3. Résultats du test de I’activité antiradicalaire par la méthode au radical DPPH

Le radical DPPH est 'un des substrats les plus utilisés pour une évaluation directe,
rapide et fiable de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité et de la simplicité de
I’analyse. Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe présentant le pourcentage
d’inhibition des différents extraits ainsi que celle des standards en fonction des concentrations
testées (figure 11.8). Les résultats ont été enregistrés en moyenne * écart type dans le tableau
1.3
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Figure 11.8. Courbes représentatives des pourcentages d'inhibition du radical DPPH par les
extraits chloroforme, acetate d'éthyle et n-butanol et les standards en fonction de la

concentration.

Les résultats montrent que les trois extraits présentent un effet inhibiteur modéré.
L'extrait acétate d'éthyle présente la meilleure activité par rapport aux autres extraits
(Clso= 59,67 £ 0,78 pg/mL). Ceci peut étre expliqué par sa richesse en polyphénols et en
flavonoides signalé précédemment. En comparant l'activité de cet extrait par rapport aux
standards, la Clso de I'extrait acétate d'éthyle est quatre fois plus faible que celle du BHT

(Clso= 12,99 + 0,41 pg/mL) et neuf fois plus faible que la Clso du BHA (Clso = 6,14 + 0,41
pg/mL).

IV.4. Résultats du test de I’activité antiradicalaire aI’ABTS™

L’ABTS est un composé organique stable utilis¢ dans 1’évaluation de l'activité
antiradicalaire. Les résultats des Clso sont presentés dans le tableau 11.3.
La figure I1.9 représente le graphe de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la

concentration des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de Volutaria lippii et des
standards.
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Figure 11.9. Courbe des pourcentages d’inhibition de ’ABTS™" par les extraits chloroforme,
acétate d'ethyle et n-butanol de Volutaria lippii

Les pourcentages d’inhibition et les valeurs des Clso révelent que les trois extraits
chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol ont une activité antioxydante modéree (Clso=

116,30 +8,84 ng/mL; 12,30 + 1,04 et 36,82 + 3,53 respectivement), elle est inférieure a celle
des deux standards BHA et BHT (Clso<1,81 pg/mL).

IV.5. Résultats du test de blanchiment du g-caroténe
Les résultats des Clso sont présenteés dans le tableau 11.3. La figure 11.10 représente le
graphe de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des extraits

chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de Volutaria lippii et des standards.
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Figure 11.10. Courbe des pourcentages d’inhibition du B-caroténe par les extraits chloroforme,

acétate d'ethyle et n-butanol de Volutaria lippii

Les pourcentages d’inhibition et les valeurs des Clso révélent que les trois extraits
chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol ont une activité antioxydante modérée

(Chloroforme : Clso = 47,70 = 4,94 pg/mL ; n-butanol : Clso = 27,30 + 1,94 et acétate d’éthyle
Clso < 12.5).

IV.6. Résultats du test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
L’activité antioxydante déterminée par la méthode (CUPRAC) est basée sur la mesure

de I’absorbance a 450 nm de la réduction du complexe stable Neocuproine-cuivre (Il) de

couleur bleu en présence d’un antioxydant en complexe stable Neocuproine-cuivre (1) de

couleur orange. Les résultats de I'absorbance Aoso sont résumes dans le tableau 11.3

Les résultats du test CUPRAC de chaque extrait ainsi que des standards sont représentés par

les absorbances pour chaque concentration (Figure 11.11)
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Figure 11.11. Courbes d’absorbance des différents extraits de Volutaria lippii et des standards

en fonction de leurs concentrations dans le test CUPRAC

D’aprés les résultats obtenus, les absorbances Aoso des trois extraits testes
chloroforme, acétate d'ethyle et n-butanol varient entre 151,77 £ 0,9, 22,58 + 0,93 et 63,40 +
3,97 ng/mL, respectivement. On constate que ’extrait qui a une activité significative par
rapport aux autres extraits est ’extrait acétate d’éthyle suivi par I’extrait n-butanol puis
I’extrait chloroforme. Cette activité inhibitrice du CUPRAC de l'extrait acétate d'éthyle est
deux fois plus petite que celle du BHT (Aoso = 8,97 + 3,94ug/mL) et quatre fois plus faible
que le standard BHA (Aoso= 5,35 + 0,71 pg/mL).

Les résultats de ce test confirment les résultats des deux premiers tests.

Tableau 11.3. Valeurs Clsg et Aoso des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de
Volutaria lippii dans les tests DPPH, ABTS™, B-caroténe et CUPRAC

DPPH ABTS p-carotene CUPRAC
Clso (ug/mL) Aoso (Mg/mL)
Chloroforme 268,69 + 4,92 116,30 +8,84 47,70 £4,94 151,77 £ 0,9
Acétate 59,67 £0,78 12,30 + 1,04 <125 22,58 £ 0,93
d'éthyle
n-butanol 172,98 £ 9,21 36,82 + 3,53 27,30 £1,94 63,40 + 3,97
BHA 6,14 + 0,41 1,29 + 0,30 1,05 + 0,03 535+0,71
BHT 12,99 + 0,41 1,81 +0,10 0,91 +0,01 8,97 £ 3,94
a-Tocopherol 13,02 + 5,17 NT NT NT

BHT: butylhydroxytoluene, BHA: Butylhydroxyl anisole.
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L’ensemble des résultats obtenus par le test au DPPH, ABTS, blanchiment du (-
carotene et la méthode de la capacité antioxydante par réduction de cuivre CUPRAC indique
que l'extrait acétate d'éthyle montre un effet antioxydant assez important suivi par les deux
autres extraits, il semble que ce résultat corréle bien avec leur contenu en polyphénols et en
flavonoides. Il a été reporté que I'activité anti-radicalaire des extraits est dépendante de la
teneur en polyphénols totaux et en flavonoides (Kadri et al. 2011), (Ghedadba et al. 2014).

Les résultats obtenus nous ont guidés a entreprendre par priorité I’investigation
phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle puis I’extrait n-butanol et enfin I’extrait

chloroforme.

V. Etude phytochimique des extraits
Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au point 1’¢luant ou le systéme d’élution qui
donnerait les meilleurs résultats en matiére de séparation. Les résultats de nos travaux
analytigues nous ont pousses a etudier les trois extraits vu que leurs profils
chromatographiques montrent une richesse de leur composition chimique.
Ces extraits ont subi comme premiere étape, leur fractionnement sur colonne conduisant
a I’obtention d’un certain nombre de fractions. Les fractions obtenues ont été analysées par
CCM pour réunir les fractions présentant le méme profil chromatographique, et déterminer un

nouveau systéme de solvants susceptible de mieux séparer leurs composants.

V.1. L’extrait acétate d’éthyle

V.1.1 Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle de VVolutaria lippii

Une masse d’environ 6 g de I’extrait acétate d’éthyle est dissoute dans un volume
minimum de méthanol, additionnée d’une petite quantité de gel de silice puis séchée jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine et homogene. La poudre obtenue est déposée sur une colonne
confectionnée avec 192 g de gel de silice, ¢luée par un gradient Hexane/Acétate d’éthyle.
L’¢lution débute avec le systéme Hexane/Acétate d’éthyle (95: 5) dont la polarité sera
augmentée par addition progressive d’acétate d’éthyle. Des pots de 100 mL sont recueillis et
analysés par chromatographie sur couche mince (CCM). Les plaques sont visualisées sous
lampe UV (254 et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide sulfurique et
d’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 minutes a 100 °C. Suivant la similitude des profils
chromatographiques, les contenus des pots sont regroupés, donnant ainsi 20 fractions. Les

résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 11.4.
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Tableau 11.4. Résultats du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle de Volutaria lippii.

Lots de pots

1-8
9-14
15-24
25-30
31-41
42 - 53
54 -59
60 — 67
68 -71
72-91
92-99
100 - 113
114 - 125
126 — 136
137 - 150
151 -179
180 — 197
198 - 218
219 — 239
240 - 242

N° de fraction

FAl
FA2
FA3
FA4
FAS
FAG
FA7
FA8
FA9
FA10
FAll
FA12
FA13
FAl4
FA15
FA16
FAL7
FA18
FA19
FA20

Poids (mg)

1440
156,3
165,7
133,0
286,5
122,3
175,9
102,4
134,6
192,1
410,3
336,2
270,6
259,6
249,0
230,0
280,0
180,8
229,2
203,7

Systeme de solvants (%)

Hexane

80
75

70

65

60

55

50

45

40

30

20
10

Acétate
d’éthyle
20

25

30

35

40
45

50

55
60
70
80
90
100
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La figure 11.12 représente le profil chromatographique des fractions obtenue

FA12

| FA11
FA5

Figure 11.12. Plaques CCM des fractions de l'extrait acétate d’éthyle (Systéme d’élution :
butanol/acide acétique/eau (80/18/2) (viviv)

V.1.2 Séparation et purification des fractions issues de I’extrait acétate d’éthyle
V.1.2.1. Par CLHP semi-préparative a détecteur UV
V.1.2.1.1. Etude de la fraction FA5
Cette fraction a été injectée sur CLHP analytique dans les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne : Supelcosil LC-18 (250 x 10 mm, 5 um)

Phase mobile : (H.0 Milli-Q/Acide formique), (99,9/0,1), (v/v) en voie A et (Acétonitrile
/MeOH), (50/50) (v/v) en voie B

Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 0,5 mL/min

Longueur d’onde : 230 nm

Volume d’injection : 5 pL

Profile gradient : Le gradient utilisé est reporté dans le tableau I1.5

Tableau I1.5. Gradient de la phase mobile pour analyser la fraction FAS5.

Temps (min) (%) Voie A (%) Voie B
0 90 10

10 60 40

15 50 50

45 0 100

55 0 100
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Apres injection de la fraction en CLHP analytique, on procede a la séparation des
produits sur CLHP semi-préparative dans les mémes conditions chromatographiques sauf :

Débit : 2 mL/min
Volume d’injection : 30 pL

Profile gradient : Le méme profile (Tableau 11.5)

A-12

Figure 11.13. Chromatogramme CLHP de la fraction FA5.

La séparation de la fraction FA5 a donné le composé A-12 (m = 3,7 mg) a tr = 22,0
min. (Figure 11.13)

V.1.2.1.2. Etude de la fraction FA12
Cette fraction a été injectée en CLHP analytiqgue dans les mémes conditions

chromatographiques que la fraction FA5:

Profile gradient : Le gradient utilisé est reporté dans le tableau I1.6
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Tableau 11.6. Gradient de la phase mobile pour analyser la fraction FA12.

Temps (min) (%) Voie A (%) Voie B
0 90 10

10 60 40

15 50 50

45 0 100

55 0 100

Apres injection de la fraction en CLHP analytique, on procede a la séparation des

produits sur CLHP semi-préparative dans les mémes conditions chromatographiques sauf :

Débit : 2 mL/min
Volume d’injection : 30 pL

Profil gradient : Le méme profil (Tableau 11.6)

VDT A, Wavelength=230 nm (NESVA_10000Z.0)
mAll
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Figure 11.14. Chromatogramme CLHP de la fraction FA12.
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La séparation de la fraction FA12 a donné les composés A-13 (m = 3,4 mg) a
tr = 16,5 min, A-3 (m = 4,2 mg) a tr = 24 min et A-10 (m = 3,7 mg) a tr = 26,0 min. (Figure
11.14)

V.1.2.2. Par chromatographie sur couche mince
V.1.2.2.1. Etude de la fraction FA11l

La fraction FA1l (759 mg) a été traitée par une chromatographie sur plaques
préparatives de gel de silice. Eluées avec le systéme (chloroforme/MeOH, 9/0,4), et
visionnées par la lumiere de Wood, ces plaques montrent trois bandes. Nous nous sommes
intéressées a la premiére bande qui était la plus intense admettant une couleur noire apres

révélation par I’anisaldéhyde ; cette bande représente le produit A-4 (7,2 mg).

Figure 11.15. Plague CCM du produit A-4 dans le systéeme d’¢lution : Chloroforme/Méthanol
(9/0,4) (vIv)

L’¢étude phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle nous a permis d'isoler 5 produits

purs. Le protocole présenté dans la figure 11.16 résume les travaux de fractionnement,

séparation et purification des produits issus de cet extrait de I’espéce Volutaria lippii.
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6 g de I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de Volutaria lippii

CC de gel desilice
Hexane/Acétate d’éthyle

20 fractions

CLHP semi-préparative a détecteur UV CCM préparative
FA5 FA12 FAll
A-12
(3,7 mg)
A-13 A-3 A-10
(3,4 mg) (4,2 mg) (3,7 mg) AR
(7,2 mg)

Figure 11.16. Organigramme récapitulatif des étapes de séparation et purification de l'extrait

acétate d’éthyle de Volutaria lippii

V.2. L’extrait n-butanol
V.2.1. Fractionnement de I’extrait n-butanol de Volutaria lippii

Les tests de chromatographie analytique que nous avons entrepris sur couche mince de
gel de silice déposée sur une feuille d’aluminium, ont montré que la meilleure séparation était
obtenue avec le systéme de solvant (CHCIl3/MeOH) (9 : 1).

Une masse de 12 g de I’extrait n-butanol est dissoute dans un volume minimum de
méthanol, additionnée d’une petite quantité de gel de silice puis séchée jusqu’a 1’obtention
d’une poudre fine et homogene. La poudre ainsi obtenue est déposée sur une colonne
confectionnée avec 384 g de gel de silice, éluée par un gradient CHCIls/MeOH. L’élution
débute avec le systéeme (CHCI3/MeOH) (9: 1) dont la polarité sera augmentée par addition
progressive de MeOH. Des pots de 100 mL sont recueillis, concentrés et analysés par
chromatographie sur couche mince (CCM). Les plaques sont visualisées sous lampe UV (254

et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide sulfurique et d’anisaldéhyde et
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chauffées pendant 3 minutes a 100 °C. Suivant la similitude des profils chromatographiques,

les contenus des pots recueillis sont regroupés, donnant ainsi 30 fractions. Les résultats

obtenus sont reportés dans le tableau 11.7

Tableau 11.7. Résultats du fractionnement de I’extrait n-butanol de Volutaria lippii

Lots des pots réunis

11-12
13- 15
16
17
18
19-21
22 - 25
26— 28
29 - 30
31— 32
33-35
36
37
38— 42
43 - 45
46 — 49
50 — 52
53

N° de fraction

FB1
FB2
FB3
FB4
FB5
FB6
FB7
FB8
FB9
FB10
FB11
FB12
FB13
FB14
FB15
FB16
FB17
FB18
FB19
FB20
FB21
FB22
FB23
FB24
FB25

Poids (mg)

341,2
582,3
490,3
634,4
455,2
726,9
826,3
670,5
998,1
210,1
239,4
387,6
1261,9
538,5
641,9
368,9
528,8
351,7
146,3
149,9
583,3
155,9
117,9
105,3
57,4

Systeme de solvants (%0)

MeOH

CHCI;

90

85

80

75

70

65

60

56

50

45

40

30
20

10

15

20

25

30

15

40

45

50

55

60

70
80
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Tableau I1.7. Résultats du fractionnement de I’extrait n-butanol de Volutaria lippii. (Suite)

Lots des pots réunis  N° de fraction  Poids (mg) Systeme de solvants (%)

CHCls MeOH
54 FB26 23,5
55-56 FB27 81,4
57 - 58 FB28 32,1 10 90
59 FB29 38,7
60 — 65 FB30 37,1 100 0

La figure 11.17 représente le profil chromatographique des fractions sélectionnées pour étude.

Figure 11.17. Plaques CCM des fractions de I'extrait n-butanol, systéme d’élution :
Butanol/Acide acétique/Eau (80/18/2) (v/vIv)

V.2.2. Séparation et purification des fractions issues de I’extrait n-butanol
V.2.2.1. Par CLHP semi-préparative a détecteur UV
V.2.2.1.1. Etude de la fraction FB2
Cette fraction a été injectte en CLHP analytique dans les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne : Supelcosil LC-18 (250 x 10 mm, 5 pm)
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Phase mobile : (H20 Milli-Q/Acide formique), (99,9/0,1), (v/v) en voie A et (Acétonitrile
/Acide formique), (99,9/0,1) (v/v) en voie B.

Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 0,5 mL/min

Longueur d’onde : 230 nm

Volume d’injection : 5 pL

Profile gradient : Le gradient utilisé est reporté dans le tableau 11.8

Tableau 11.8. Gradient de la phase mobile pour analyser la fraction FB2.

Temps (min) (%) Voie A (%) Voie B
0 90 10

30 0 100

40 0 100

Cette analyse a mené a 1’obtention du chromatogramme montré dans la Figure 11.18

WD A, Wavelength=230 nm (NEE\B_200000 D)

mal
500 -

2000 -
2500 -
2000 -

1600 -

) | L M\M

Figure 11.18. Chromatogramme CLHP de la fraction FB2
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Apres avoir obtenu une idée sur le chromatogramme de cette fraction, nous avons
procédé a la séparation des produits en CLHP semi-préparative dans les mémes conditions

chromatographiques sauf :

Débit : 2 mL/min
Volume d’injection : 30 pL
Profile gradient : Le méme profil (Tableau 11.8)

La séparation de la fraction FB2 a donné les composes purs B-6 (m = 3,6 mg) & un
temps de rétention tr = 19,0 min, B-20 (m = 3,0 mg) & tr= 21,0 min. (Figure 11.18)

V.2.2.1.2. Etude de la fraction FB5
Cette fraction a été injectte en CLHP analytique dans les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne : Supelcosil LC-18 (250 x 10 mm, 5 pm)

Phase mobile : (H20 Milli-Q/Acide formique), (99,9/0,1), (v/v) en voie A et (Acétonitrile
/MeOH), (50/50) (v/v) en voie B

Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 0,5 mL/min

Longueur d’onde : 254 nm

Volume d’injection : 5 puL

Profil gradient : Le gradient utilisé est reporté dans le tableau 11.9

Tableau 11.9. Gradient de la phase mobile pour analyser la fraction FB5.

Temps (min) (%) Voie A (%) Voie B
0 90 10

10 60 40

15 60 40

45 0 100

55 0 100

Apreés injection de la fraction en CLHP analytique, nous avons procédeé a la séparation

des produits en CLHP semi-préparative dans les mémes conditions chromatographiques sauf :
Débit : 2 mL/min
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Volume d’injection : 30 pL
Profil gradient : Le méme profil (Tableau 11.9)

B-7

| M

T T
30 35 mi

L

T T T T T
0 5 10 15 20 25

Figure 11.19. Chromatogramme CLHP de la fraction FB5.

La separation de la fraction FB5 a donné les composes B-1 (m = 1,8 mg) a tr = 20,5
min, B-2 (m = 1,3 mg) a tr=20,6 min, B-7 (m = 3,0 mg) a tr= 13,5 min et B-14 (m = 3,2 mQ)
a tr= 15,5 min. (Figure 11.19)

V.2.2.1.3. Etude de la fraction FB8
Cette fraction a été injectée en CLHP analytique dans les mémes conditions

chromatographiques que pour la fraction FB2 sauf :

Longueur d’onde : 254 nm
Profil gradient : Le gradient utilisé est reporté dans le tableau 11.10
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Tableau 11.10. Gradient de la phase mobile pour analyser la fraction FBS.

Temps (min) (%) Voie A (%) Voie B
0 90 10

8 66 34

32 30 70

42 0 100

50 0 100

Apres injection de la fraction en CLHP analytique, nous avons procédé a la séparation
des produits en CLHP semi-préparative dans les mémes conditions chromatographiques que

pour la fraction FB2 sauf :

Débit : 2 mL/min

Longueur d’onde : 254 nm

Volume d’injection : 30 pL

Profil gradient : Le méme profil (Tableau 11.10)

VWO T A, Wavalangth=264 nm (NESB_11_121.0)
mAU

2500 -

Bi Bi\

1500 -

) \ x)

Figure 11.20. Chromatogramme CLHP de la fraction FB8.
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La séparation de la fraction FB8 a donné les composés purs B-15 (m = 3,1 mg) a tr=
9,5 min, B-8 (m = 4,5 mg) a tr = 14,0 min et B-16 (m = 3,5 mg) a tr = 15,5 min. (Figure
11.20).

V.2.2.2. Par CLHP semi-préparative a détecteur RI
V.2.2.2.1. Etude de la fraction FB4
La séparation de la fraction FB4 est réalisée sur une CLHP équipée d’un détecteur a

indice de réfraction, dans les conditions chromatographiques suivantes :

Colonne : pBondapak C-18 (300 x 7,8 mm, 10 um)
Phase mobile : H.O/MeOH (65/35)%.
Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 2 mL/min

Volume d’injection : 100 pL

B-17 B-18

Figure 11.21. Chromatogramme CLHP de la fraction FB4.
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La séparation de la fraction FB4 a donné les composés purs B-18 (m=2,9 mg) a tr=
11,0 min, B-9 (m = 2,6 mg) a tr = 14,0 min et B-17 (m = 3,2 mg) a tr = 29,0 min (Figure
11.21).

V.2.2.2.2. Etude de la fraction FB13

Une masse d’environ 1,2 g de cette fraction est soumise a une séparation par CC. Elle
est déposée sur une colonne de gel de silice (diamétre 10 mm) et éluée par le systéme
chloroforme/méthanol (9 : 1) en gradient de polarité. Les contenus des pots obtenus ont été
suivies par CCM sur gel de silice en utilisant le méme systéeme. Les plaques sont visualisées
sous lumiere UV 254 nm puis révélées a I’acide sulfurique et chauffées pendant trois minutes
a 100 °C. Les contenus des pots similaires sont rassemblés, évaporés et pesés donnant 18

sous-fractions (Tableau 11.11), parmi lesquelles la sous-fraction FB13-7 a été étudiée.

Tableau I1.11. Résultats de la séparation par CC de la fraction FB13.

Lots des pots N° de fraction  Poids (mg) Systeme de solvants (%)
CHCI3 MeOH

1-3 FB13-1 57,7 90 10
4-10 FB13-2 39,7

11-25 FB13-3 86,5 85 15

26 — 33 FB13-4 56,0 80 20

34 —-42 FB13-5 90,2
43 - 45 FB13-6 47,5
46 — 52 FB13-7 187,0 75 25
53-61 FB13-8 108,2
62 —-74 FB13-9 75,6
75-84 FB13-10 90,9
85-90 FB13-11 92,5 60 40
91 -96 FB13-12 50,5 50 50
97 - 102 FB13-13 56,7 40 60
103 - 108 FB13-14 65,3 30 70
109-114 FB13-15 42,9 20 80
115-126 FB13-16 13,5 10 90
121 -126 FB13-17 12,0 0 100
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La figure 11.22 représente les plaques CCM des sous-fractions de FB13 reévélée a

I'acide sulfurique.

Figure 11.22. Plaques CCM des sous-fractions de FB13 révélée a l'acide sulfurique (Systéme
d’¢élution : Chloroforme/Méthanol (70/30) (v/v))

La sous-fraction FB13-7 a subi une séparation sur une CLHP équipée d’un détecteur a

indice de réfraction, dans les conditions chromatographiques suivantes :

Colonne : pBondapak C-18 (300 x 7,8 mm, 10 um)
Phase mobile : H,O/MeOH (55/45) %
Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 2 mL/min

Volume d’injection : 100 pL

Figure 11.23. Chromatogramme CLHP de la sous-fraction FB13-7
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La séparation de la sous-fraction FB13-7 a donné le composé pur B-5 (m = 4,1 mg) a
tr= 37,0 min. (Figure 11.23)

V.2.2.2.3. Etude de la fraction FB17
La séparation de la fraction FB17 est réalisée sur une CLHP équipée d’un détecteur

d'indice de réfraction, dans les conditions chromatographiques suivantes :

Colonne : pBondapak C-18 (300 x 7,8 mm, 10 um)
Phase mobile : H:O/MeOH (72/28) %
Concentration de la fraction : 100 mg/mL

Débit : 2 mL/min

Volume d’injection : 100 pL

11

B-19

B-11

Figure 11.24. Chromatogramme CLHP de la fraction FB17
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La séparation de la fraction FB17 a donné les composés purs B-19 (m =3,5mg) a tr=
6,0 min et B-11 (m = 3,9 mg) a tr= 9,0 min. (Figure 11.24).

L’étude phytochimique de I’extrait n-butanol nous a permis d'isoler 15 produits purs.

Le protocole présenté dans la figure 11.25, résume les travaux de fractionnement, séparation et

purification des produits issus de cet extrait des parties aériennes de Volutaria lippii.

12 g de P’extrait n-butanol des parties aériennes de Volutaria lippii

CC de gel desilice

CHCIs/MeOH

30 fractions

Séparation par CLHP semi-préparative

CLHP a détecteur UV CLHP a détecteur RI
FB2 FB5 FB8 FB13 FB4 FB17
Colonne gel
de silice
| B-5
B-6 B-20 (4,1 mg) B-11 B-19
(3,6 mg) (3,0 mg) (3,9 mg) (3,5 mg)
B-8 B-15 B-16
(4,5 mg) (3,1 mg) (3,5 mg)
B-1 B-2 B-7 B-14 B-9 B-17 B-18
(1,8 mg) (1,3 mg) (3,0 mg) (3.2 mg) (2,6 mg) (3.2 mg) (2,9 mg)

Figure 11.25. Organigramme récapitulatif des étapes de séparation et purification des produits

de l'extrait n-butanol de Volutaria lippii
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V.3. L’extrait chloroforme
V.3.1 Fractionnement de I’extrait chloroforme de Volutaria lippii

Une quantité d’environ 9 g de I’extrait chloroforme est dissoute dans un minimum de
chloroforme. Cette solution est introduite a I’aide d’une pipette sur une colonne confectionnée
avec 315 g de gel de silice préparée dans le chloroforme. L’¢lution débute avec le méme
solvant dont la polarité sera augmentée par addition progressive d’acétone et terminée par du
méthanol pur. Des pots de 100 mL ont été collectés et analysés par chromatographie sur
couche mince, les plaques ont été visualisées sous lampe UV (254 et 365 nm) puis révélées
avec un révélateur a base d’acide sulfurique et d’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 minutes
a 100°C. Suivant la similitude des profils chromatographiques, les contenus des pots ont été
regroupés, donnant ainsi 53 fractions. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau
11.12

Tableau 11.12. Résultats du fractionnement de I’extrait chloroforme de Volutaria lippii

Lots des fractions N° de fraction Poids (mg) Systeme de solvants (%)

CHCI; Acétone MeOH

1-3 FC1 52,2 100 0 0
4-5 FC2 64,1

6 FC3 56,0

7-9 FC4 85,1

10-12 FC5 94,4

13- 16 FC6 96,5

17 - 19 FC7 102,2

20 FC8 114,6

21 FC9 121,3

22 FC10 153,8

23 - 28 FC11 167,9

2930 FC12 1757

31 -39 FC13 185,2

40 — 41 FC14 198,7

42 - 43 FC15 258,9

44 FC16 116,5

45 FC17 118,9 %0 10 0
46 FC18 198,6
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Tableau 11.12. Résultats du fractionnement de I’extrait chloroforme de Volutaria lippii
(Suite)

Lots des fractions N° de fraction Poids (mg) Systéme de solvants (%)

CHCI3 Acétone MeOH

47 FC19 158,7

48 - 50 FC20 111,9

51-56 FC21 138,0

57 - 68 FC22 365,1

69-70 FC23 289,3

71 FC24 116,6

72 -85 FC25 269,3 80 20 0
86 — 103 FC26 1491,4

106 FC27 116,3

104 - 110 FC28 359,8

111 -113 FC29 251,3 70 30 0
114 - 118 FC30 236,1

119 FC31 193,7

120 - 124 FC32 179,5

125 - 133 FC33 198,8

134 — 137 FC34 190,2

138 — 140 FC35 97,5

141 - 145 FC36 105,4

146 — 158 FC37 117,5 60 40 0
159 - 164 FC38 122,9

165 - 181 FC39 168,6

182 - 206 FC40 102,4 50 50 0
207 — 213 FC41 97,2

214 - 218 FC42 96,8 40 60 0
219 - 234 FC43 88,5

235 - 236 FC44 85,1

237 — 259 FC45 84,2 30 70 0
260 — 269 FC46 82,9

270 - 281 FC47 75,2

282 — 295 FC48 75,1 20 80 0
296 — 305 FC49 62,8

306 - 322 FC50 60,3 10 90 0
323 — 362 FC51 59,4
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Tableau 11.12. Résultats du fractionnement de I’extrait chloroforme de Volutaria lippii
(Suite)

Lots des fractions N° de fraction Poids (mg) Systéme de solvants (%)

CHCI3 Acétone MeOH

363 FC52 49,5 0 0 100
365 — 379 FC53 29,3

V1. Conclusion

Les analyses chromatographiques effectuées sur les fractions issues des extraits n-
butanol et acétate d’éthyle de I’espéce Volutaria lippii ont mené a I’isolement et la
purification de vingt produits : B-1, B-2, A-3, A-4, B-5, B-6, B-7, B-8, B-9, A-10, B-11, A-
12, A-13, B-14, B-15, B-16, B-17, B-18, B-19 et B-20.

Tous ces produits ont été soumis aux analyses physico-chimiques afin d’en établir les
structures. Les résultats et la discussion de ces analyses seront developpés dans le chapitre I11.

Les fractions issues de I’extrait chloroforme feront I’objet d’autres études.
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Chapitre II1 Résultats et discussions

I. Résultats de I'étude phytochimique

Les produits obtenus de l'espéce étudiée sont soumis a des analyses spectrales RMN
1D (du proton), RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC) et la spectrométrie de masse. Les résultats
obtenus ont été comparés aux données de la littérature pour identifier et déterminer leur

structure chimique.

I1. Détermination structurale des composés isolés

11.1. Détermination structurale du composé B-1

Le spectre ESI-MS négatif (Figure 111.1) du compose B-1, isolé sous forme d’un solide
blanc, montre un ion adduit chloré correspondant a [M + CI]" a m/z 503,17, supportant la
formule moléculaire C23H32010. La présence du chlore a été déduite du schéma de distribution
isotopique naturel du chlore **CI/3’Cl ~3/1. Ce spectre montre également un autre ion adduit a
m/z 513,20 correspondant a [M + HCOO] confirmant ainsi, la formule moléculaire du

composé B-1.

[M+CI

Formule brute
C23H32010

Figure 111.1. Spectre de masse ESI-MS négatif du composé B-1
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s -
M+ (]

37 -
M+ CI|

Figure 111.2. Etalement du spectre de masse ESI-MS négatif du composé B-1

Sur le spectre RMN 'H (Figure 111.3) enregistré dans le méthanol-ds, on reléve la

présence d’un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a én 4,49 (J = 7,4 Hz).

H-1'
T
| l ‘ |l|'| " |
. || V14l s A " 1Y i W .’"[ N
5 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Figure 111.3. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d;) du composé B-1
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Le carbone attaché a ce proton a pu étre attribué sans ambiguité au noyau résonnant a
dc 104,7 gréce a l'analyse du spectre de l'expérience HSQC (Figure 111.4). Les valeurs des
déplacements chimiques de ce proton et de son carbone, caractéristiques de la position
anomérique d’un sucre, permettent de déduire la présence d’une entité glycosidique dans cette
molécule, reliée a I’aglycone par I’intermédiaire d’un atome d’oxygéne. Ce proton ne pouvant

étre que le proton anomérique de ce sucre, nous le noterons H-1'. Nous noterons alors son

carbone porteur C-1".

10

30

1" (31 4,49)

. 70

f1 (ppm)

90

C-1' (8¢ 104,7)
as ;110

— 1130
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)

Figure 111.4. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1

L’analyse approfondie du spectre proton avec notamment les valeurs des constantes de
couplage relevées dans les signaux des protons de la partie sucre, permet d’attribuer tous les
autres signaux de cette entité a leurs protons respectifs, notamment :

e Le doublet de doublets a o1 3,24 (J = 9,0 et 7,4 Hz) au proton H-2'

e Letripleta 3,38 (J =9,0 Hz) au proton H-3’

e Letriplet a 3,31 (J = 9,0 Hz) partiellement recouvert par le signal du méthanol
résiduel, au proton H-4'

e Le multiplet a 3,53 au proton H-5'

e Le doublet de doublets a 4,22 (J = 11,8 et 5,0 Hz) au proton H-6'b
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e Le doublet de doublets a 4.47 (J = 11,8 et 2,5 Hz), chevauchant le signal de

H-1" et d’un autre proton de la molécule, est attribué au proton H-6'a

Ces données mettent en évidence la présence d'un motif O-B-glucopyranosyle. En
effet, la configuration P est déduite de la valeur de I’interaction de couplage (7,4 Hz) entre
H-1" et H-2' invoquant des orientations axiales de ces deux protons. Le fait que cette entité
soit de type glucopyranosyle est déduit des valeurs des interactions de couplage (9 Hz) entre

les protons H-2'/H-3" et H-3'/H-4" mettant en évidence leurs orientations axiales.

H-17 N
' I He
l’H-6 a H-6'b i !'
| | H-5" | '4\'
' ~ ,, ' 3
— -I | —’:l"l". ., o ) \ _’..".k“/} ,\M s ’l'{_‘
4.5 4.0 3.5 3.0

f1. (ppmMm)

Figure 111.5. Etalement du Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1

Les résonances RMN 3C de leurs carbones attachés ont pu étre confirmés sans
ambiguité par l'analyse du spectre relatif a I'expérience HSQC (Figure 111.6). On releve en
effet :

e LeC-2"adc 75,0 ppm
e LeC-3"adc 78,0 ppm
o LeC-4"adc 71,4 ppm
e LeC-5adc 74,8 ppm
e LeC-6'adc 64,4 ppm
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H-6'a/C-6' H-6'b/C-6' H-57/C.5' H-47C-4'

= l v

- - i

H-2"/C-2’
N H-3"/C-3'

—_ = _ _O —_— = =

Figure 111.6. Etalement du Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du compose B-1

Le déplacement chimique relativement haut de C-6' a dc 64,4 est en faveur d’une
acylation de cette position. Un examen approfondi du spectre HMBC (Figure 111.7) permet de
relever une corrélation entre les protons du méthyle résonnant a 1 2,07 ppm (8¢ 20,3 ppm) et
le carbone du carbonyle résonnant a 6¢c 172,0 ppm. Cette corrélation est en faveur de la
présence d’un groupe acétyle dans cette molécule. Vu la valeur du déplacement chimique (¢

172,0 ppm) du carbone de son carbonyle, il est clair qu’il s’agit d’un groupement acétate.

- 150
CHIC=O ¥ (sc 172,0) |

170

50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5
f2 (ppm)

Figure 111.7. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1
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Sur la base de ces données, une fonction acétate est localisée en C-6' de l'unité p-
glucopyranosyle montrant ainsi la présence du groupement O-(6'-acetyl-p-glucopyranoside)

comme substituant dans le composé B-1 (Figure 111.8).

Figure 111.8. Groupement O-(6'-acetyl-p-glucopyranoside) present dans le compose B-1

Connaissant la formule moléculaire C23H32010 du composé B-1, qui doit donc contenir
8 insaturations, on en déduit que le groupement R de formule brute Ci5H1903 renferme 6
degrés d’insaturation. Par ailleurs, le spectre proton montre un groupement méthine oxygéné
résonnant a o+ 4,15 (t, J = 9,8 Hz) corrélant sur le spectre HSQC au carbone dont la résonance
est localisée a 6c 80,7 ppm. Les valeurs des déplacements chimiques de ces deux noyaux sont
caractéristiques d’un CH de fermeture d’une lactone sesquiterpénique. Cette idée est
confortée par la présence d’un groupement méthyle résonnant a én 1,43 (d, J = 7,0 Hz) et

correlant sur le spectre HSQC au carbone résonnant a 6¢c 16,1 ppm (Figure 111.9).

(6n 1,43) \l/

%
(8 4,15) (3¢ 16,1)
%
(5¢ 80,7)

Figure 111.9. Etalements du Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1
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Sur le spectre HMBC, les protons de ce méthyle montrent une tache de correlation
avec le carbone d’un carbonyle dont le déplacement chimique 6¢ 180,0 ppm confirme bien la
présence d’une y-lactone ici a, B-saturée. En nous référant a la numérotation adoptée pour les
squelettes des lactones sesquiterpéniques, nous pouvons a ce stade noter le carbone de ce
carbonyle C-12 et le carbone de ce méthyle C-13. Vu la multiplicité du signal de ce méthyle
(d, J =7 Hz) en RMN H, on en déduit que la position C-11 est un méthine. Sur le spectre
HMBC, on releve en effet, une petite tache de corrélation entre le carbone du carbonyle de la

lactone et le proton résonnant a 6+ 2,74 (dq, J = 9 ; 7 Hz) que nous pouvons noter H-11.

On releve alors, grace au spectre HSQC, la resonance du C-11 a oc 42,0 ppm. Cette
attribution est confirmée par le spectre HMBC qui montre une correlation entre ce carbone C-
11 et les protons Hz-13. Toujours sur le spectre HMBC, les protons Hz-13 montrent une tache
de corrélation avec le carbone d’un groupement méthine resonant a é¢ 55,1 ppm et que nous
pouvons attribuer sans ambiguité au C-7 (Figure 111.9), le signal de son proton H-7 est relevé

a OH 2,24 (m) sur le spectre proton.

\ (H-13/C-11)
v
(H-13/C-7)
(H11c12) Ve
(6n 1,43)
) (H-13/C-12)

Figure 111.10. Etalements du Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-1

Toujours sur le spectre relatif & 1’expérience HMBC, H-7 montre entre autres, deux

taches de corrélation, la premiére avec le carbone du méthine de fermeture de la lactone [dc
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80,7 ; én 4,15 (t, J = 9,8 Hz)] et la seconde avec le carbone d’un autre méthine oxygéné
résonnant a dc 85,2 ppm [6n 3,80 (m)] (Figure 111.11). Ces données permettent d’avancer les

hypothéses suivantes :

a) Ces deux méthines sont attribués respectivement aux C-6 et C-8 ou aux C-8 et C-6

selon le point de fermeture de cette lactone sesquiterpénique (en C-6 ou en C-8).

b) D’apres la formule brute de ce composé B-1 (C23H32010) et sachant, comme reporté
plus haut, que son squelette sesquiterpénique porte le substituant O-(6'-acetyl-p-
glucopyranoside), on peut aisement déduire que ce squelette sesquiterpénique porte un
deuxiéme substituant et qui ne peut étre qu’un groupement hydroxyle. La présence de ce
groupement hydroxyle est mise en évidence par la présence d’un autre méthine oxygéné (dc

73,4 ppm ; 614,51 ppm (tl, J = 9,8 Hz).

c) Suite a cette analyse, il devient évident que le substituant O-(6'-acetyl-p-
glucopyranoside) est porté par le méthine dont le carbone résonne a 6¢ 85,2 ppm vu la valeur
de son déplacement chimique. Bien entendu, a ce stade de notre analyse ce méthine peut étre
soit la position C-6 (si cette lactone est fermée en C-8) soit la position C-8 (si cette lactone est
fermée en C-6). Cette hypothése est d’ailleurs claire sur le spectre HMBC ou I’on reléve une
correlation nette entre le proton anomérique du sucre et le carbone du méthine résonnant 6¢
85,2 ppm (Figure 111.11).

(H-17/C-8)
(6n 2,24)

(H-7/C-6)

(H-7/C-8)

Figure 111.11. Etalements du Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1
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Les figures suivantes (Figure 111.12;13) montre les différentes corrélations

précedentes pour les deux cas possibles (fermeture de la lactone en C-6 et en C-8).

CK\ >
6?

Corrélation HSQC

Corrélation HMBC

Figure 111.12. Corrélations HMBC et HSQC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-1
(Lactone fermée en C-6)

N
N

ol aS

Corrélation HSQC

Corrélation HMBC

Figure 111.13. Corrélations HMBC et HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1

(Lactone fermée en C-8)

Par ailleurs, les spectres RMN 'H et HSQC, de ce composé montrent des signaux
indiquant la présence de deux groupements exométhylénes, le premier a 61 5,33 (1H, sl) et
5,29 (1H, sl) ; 6c 110,2 ppm et le second a én 5,07 (2H, s) ; dc 115,8 ppm. (Figure 111.14).
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l l (5¢ 110,2)

(H-15/C-15) (8c 115,8)
e

(H-14/C-14)

Figure 111.14. Etalement du Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-1

Grace au spectre HMBC, les résonances des carbones éthyléniques quaternaires
délimitant ces deux doubles liaisons exocycliques sont relevées a dc 154,0 et 145,2 ppm,
respectivement. Sachant que la position C-13 du squelette sesquiterpénique de cette molécule
est un méthyle, il est clair que ces deux exomethylenes ne peuvent étre que les positions C-14
et C-15. Rappelons a cet effet que la double liaison correspondant a I’exométhyléne C-14 est
délimitée par le carbone C-10 (quaternaire ethylénique, bien entendu) et que la double liaison
correspondant a 1’exométhyléne C-15 est délimitée par le carbone C-4 (également quaternaire
ethylénique).

A ce stade de notre discussion et en matiére de degrés d’insaturation, nous en avons
consommeées 6 (les deux doubles exocycliques, le cycle et le carbonyle de la y-lactone et le
cycle et le carbonyle du groupement O-(6'-acetyl-B-glucopyranoside)) des 8 attendues dans ce
composé. Autrement dit, il nous en reste 2 a localiser dans cette structure.

Un réexamen des spectres proton et HSQC, permet de relever la présence de :

a) 2 groupements méthylénes dont les carbones sont hybridés sp® et les protons
diastéréotopiques. Les protons du premier méthyléne résonnent a 6y 1,71 (m) et 2,23 (m); la
résonance de leur carbone est relevée a 6c 39,0 ppm. Les protons du deuxieme méthyléne
résonnent a on 2,45 (dd, J = 13,4 ; 6.9 Hz) et 2,84 (m) ; la résonance de leur carbone est

relevée a ¢ 42,6 ppm.
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b) 3 groupements méthines dont les carbones sont hybridés sp3. Le premier est oxygéné
d’apres les valeurs des déplacements chimiques de son proton (61 4,51 (tl, J = 9,8 Hz) et de
son carbone (6c 73,4 ppm)), comme reporté plus haut, on peut dire que ce groupement est en
fait un hydroxyméthine. Le deuxiéme et le troisieme non oxygénés donne les résonances a on
2,83 (m) et 8¢ 51,0 ppm pour le deuxieme et a 1 2,95 (g, J = 8,6 Hz) et 6c 44,4 ppm, pour le

troisieme (Figure 111.15).

(81 2,83)
(8r 2,45) (8 1,71)
(81 4,51) o
T (51 2,84) "o
(8c 73,4) (5 39.0) -
(8n 2,95) (8¢ 44,4) (§c 42,6)
(8¢ 51,0)

Figure 111.15. Etalements du Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-1

Il est évident que tous ces groupements font partie du squelette sesquiterpénique du
composé B-1 vu le nombre d’atomes de carbone qu’il renferme. Les deux insaturations
restantes et I’absence de doubles liaisons autres que les deux doubles liaisons exocycyliques
précédemment signalées indiquent que nous sommes en présence dun squelette
sesquiterpénique bicyclique. Cette donnée élimine les quatre types de germacranolides, le
type élémanolide, le type xanthanolide et le type seco-pseudoguaianolide dont les squelettes
sesquiterpéniques sont monocycliques. Les types eudesmanolide, pseudoguaianolide et
eremophilanolide, seront également éliminés vu la présence des doubles liaisons exocycliques
C-10 = C-14 et C-4 = C-15, dans notre composé. On peut également éliminer le type

cadinanolide vu la présence d’un proton au point de fermeture de notre lactone.

Ainsi notre analyse converge vers une lactone sesquiterpénique de type guaianolide
(Fischer, 1990) (Figure 111.16).
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Figure 111.16. Principaux types de squelettes de lactones sesquiterpéniques ici 12,6-lactonisés

Le composé B-1 est donc un guaianolide, bien entendu, il peut étre 12,6- ou 12, 8-
lactonisé. Pour trancher concernant le point de fermeture du cycle lactonique de ce composg,
nous avons réexaminé le spectre HMBC et relevé des corrélations entre le carbone du méthine
[6c 85,2 ; 61 3,80 (m)] portant le groupement O-6'-acetyl-B-glucopyranoside et les protons du
groupement méthyléne résonnant a 6+ 2,45 (dd, J = 13,4 ; 6.9 Hz) et 2,84 (m), (6c 42,6 ppm).
Cette observation suffit pour attribuer ce méthine a la position C-8 et ce méthyléne a la
position C-9 vu la structure d’un guaianolide et en déduire de ce fait que le méthine de
fermeture du cycle lactonique sera le C-6. Cette hypothese est renforcée par les corrélations
observées sur le spectre HMBC, entre ce carbone et les protons des deux groupements
méthines résonnant & o4 2,83 (M) ; ¢ 51,0 ppm et a 612,95 (g, J = 8,6 Hz ; 6c 44,4 ppm) en
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plus de la corrélation avec le H-7, précedemment signalée. Les protons de ces deux méthines
sont attribués aux protons H-5 et H-1, respectivement. Ces attributions sont confimées par les
corrélations repérées sur le spectre HMBC entre le C-1 (6c 44,4 ppm) et les protons H-9a (dn
2,84) et H-9b (o1 2,45) (m) (Figure 111.17).

(61 2,95) || (51 2,83) (8 2,24)
C-1/H-9a C-1/H-9b
(6H 2,45)
(81 2,84)
) C-6/H-5 C-6/H-7 \
e
C-6/H-1 <
C-8/H-9a C-8/H-9b

Figure 111.17. Etalement du Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-1

Sur le méme spectre HMBC, on releve également une tache de corrélation entre le
carbone C-1 et les protons du methyléne de la double liaison exocyclique (61 5,07 (2H, s) ;
dc 115,8 ppm). Cette observation permet d’attribuer cet exométhyléne a la position C-14. La
résonance du carbone quaternaire ethylénique délimitant cette double liaison soit le C-10 est
relevée a dc 145,2 ppm grace a sa corrélation avec H-1. Ceci confirme les données que nous
avons avancées plus haut. Il est évident que le deuxiéeme exométhylene présent dans ce
composé est attribuable a la position C-15 (8¢ 110,2 ppm), le carbone C-4 sera attribué a la
résonance a 6c 154,0 ppm. Ces attributions sont également justifiées par les corrélations
observées entre le C-5 (6¢ 51,0) et les protons H-15a et H-15b sur le spectre HMBC. Toujours
sur le spectre HMBC, une corrélation est observée entre le carbone de 1’hydroxyméthine (8¢
73,4 ppm) précedemment annoncé et les protons H-15a et H-15b, cette donnée permet
d’attribuer le carbone de cet hydroxyméthine a la position C-3. Il ne nous reste plus qu’a

attribuer le groupement methyléne restant [6n 1,71 (m) et 2,23 (m) ; d¢c 39,0 ppm] a la
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position C-2. Ceci est en accord avec la corrélation entre C-2 et le proton H-1 relevée sur le
spectre HMBC (Figure 111.18).

C-10/H-1 l
< -
C-1/H-14
C-5/H-15
l C-2/H-1
C-3/H-15

Figure 111.18. Etalements du Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-1

Toutes ces données permettent de proposer pour le compose B-1, la structure

représentée dans la figure 111.19.

Figure 111.19. Structure partielle du composé B-1

La stéréochimie des centres asymétriques de la partie aglycone est établie comme

suit :
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e L’orientation § de H-6 est déduite de la multiplicité de son signal (triplet), et de la valeur
de ses interactions de couplage avec ses deux voisins H-5 et H-7 (J = 9,8 Hz), cette
donnée impose des orientations o H-5 et o H-7.

e L’orientation  de H-8 est déduite de la valeur de la largeur a mi-hauteur (environ 20 Hz)
de son signal indiquant des interactions axiale-axiale o H-7/H-8 et H-8/a. H-9.

e L’orientation o de H-1 est déduite de la valeur de son interaction de couplage avec H-5
(8,6 Hz), a noter que H-1 et H-5 appartiennent a un cycle a 5 chainons.

e L’orientation 3 du groupement hydroxyle en C-3 est déduite de la valeur du déplacement
chimique du carbone C-3 (6¢ 73,4 ppm) (Yang et al. 2008 ; Shimizu et al. 1988). En fait,
la valeur du déplacement chimique C-3 est rapportée plus élevée pour la méme classe de
molécules avec un groupe 3a-hydroxy (Li et Jia 1989).

e [L’orientation 3 de H-11 est déduite de la valeur de sa constante de couplage (9 Hz) avec

le proton o H-7.

La combinaison de I’ensemble des résultats de cette analyse meéne a la structure
représentée dans la figure 111.20. C’est une molécule nouvelle, nous la reportons pour la
premiere  fois dans la littérature sous le nom de  3B-hydroxy-114,13-

dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-(6'-acetyl-p-D-glucopyranoside).

Figure 111.20. Structure du composé B-1:

3B-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-(6"-acetyl-p-D-
glucopyranoside)
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Les résultats de I’analyse des spectres de RMN sont reportés dans le tableau I11.1

Tableau I11.1. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-1

Position & 'H (ppm)  Integration, 8 13C (ppm)* HMBC (ppm)
multiplicité, J (Hz)

1 2,95 (1H, g, J = 8,6) 44,4 C-2, C-5, C-6, C-14, C-10

2a 2,23 (1H, m) 39,0 C-4,C-5

2b 1,71 (1H, m) 39,0 C-3, C-10

3 4,51 (1H, tl, J=9,8) 73,4 -

4 - - 154,0 -

5 2,83 (1H, m) 51,0 C-1, C-6, C-4

6 4,15 (1H,t, J=9,8) 80,7 C-8

7 2,24 (1H, m) 55,1 C-13, C-5, C-6, C-8

8 3,80 (1H, m) 85,2 -

9a 2,84 (1H, m) 42,6 C-8

9b 2,45 (1H, dd, J=13,4-6,9) 42,6 C-1, C-7, C-8, C-14, C-10

10 - - 145,2 -

11 2,74 (1H, m) 42,0 C-12

12 - - 180,0 -

13 1,43 (3H,d,J=7,0) 16,1 C-11, C-7, C-12

14 5,07 (2H, s) 115,8 C-9, C-1

15a 5,33 (2H, sl 110,2 C-5, C-3

15b 5,29 (2H, sl 110,2 C-5, C-3

1’ 4,49 (AH, d,J=7,4) 104,7 C-8

2/ 3,24 (1H, dd, J =9,0-7,4) 75,0 C-1

RY 3,38 (AH,t,J=9,0) 78,0 Cc-4', C-2'

4' 3,31 1H,t,J=9,0 71,4 C-2', C-%

5’ 3,53 1IH, m 74,8 -

6'a 4.47 1H, dd, J=11,8:;2,5 64,4 -

6'b 4,22 (1H, dd, J=11,8-5,0) 64,4 -

CcO - - 172,0 -

CHs 2.07 (3H, s) 20,3 C=0

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMIBC
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11.2. Détermination structurale du composé B-2

L’examen des spectres RMN *H (Figure 111.21) et HSQC (Figure 111.22) de ce composé

B-2 montre qu’il est en tout point similaire a celui du composé B-1.

5 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (pom)

Figure 111.21. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-2
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:10
130
¥ ) '50

70

f1 (ppm)

190
= 1110
130

50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f2 (bbm)

Figure 111.22. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-2

La seule différence remarquable au premier abord est la disparition du signal du
methyle de la fonction acétate indiquant que I’hydroxyle en C-6' du groupement O-f-
glucopyranosyle n’est pas acétylé dans ce composé. En effet, I’examen du spectre HSQC
(Figure 111.24) montre que les protons H-6'a [61 3,90 (dd, J = 11,8 ; 2,5 Hz)] et H-6'b [6n 3,72
(dd, J=11,8; 5,0 Hz)] corrélent avec le carbone résonnant a éc 62,4 (C-6"). Cette valeur est en
parfait accord avec un C-6' hydroxyle.

La combinaison des données des spectres proton et HSQC permet sans aucune
ambiguité d’attribuer tous les protons et les carbones de ’entité sucre qui n’est autre qu’un
groupement O-B-glucopyranosyle. En effet, on releéve les signaux de la position anomérique a
5n 4,49 (d, J = 7,4, H-1') et 5¢ 104,8 (C-1).

Les signaux des autres protons et leurs carbones correspondants apparaissent a o 3,24
(dd, J=9,0;7,4; H-2") et ¢ 75,0 ; C-2") ;813,38 (t, J=9,0; H-3") et 5c 78,0 ; C-3') ; &1 3,31
(t, 3=9,0; H-4") et 5c 71,4 ; C-4") ; 3,32 (m ; H-5") et 8¢ 77,7 ; C-5'). L’idée que la diminution
du déplacement chimique de C-6' de ce composé par rapport a celui du composé B-1 (62,4

contre 64,4 ppm) indique que le OH-6' n’est pas acétylé dans ce composé est confortée par
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I’augmentation du deplacement chimique du C-5' dans ce composé (77,5 contre 74,8 ppm) (Li
et al. 2007).

H-5'
H-4'
H-1' H-3
] " H-2'
( H-6'a H-6' J 1,
- ‘ ‘ ' ‘_.—'\*_* L = _N » . “. , ,"J
a.s ' =2 .0 ' = — = <P

f1 depprmy)

Figure 111.23. Etalement du Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-2

l'l ) _ . = ‘l‘ -’- -
H-6'a/C-6' H-6'b/C-6' |, .
— [ H-4//C-4' H-;'/C-Z'
SRS — ﬂ \
H-1'/C-1' H-3'/C-3' H-5'/C-5'
—_ _ = ) - _O : = _ = ) =

Figure 111.24. Etalement du Spectre HSQC (MeOH-d4) du composé B-2
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Cette analyse permet de conclure que le composé B-2 est le 3B-hydroxy-11§,13-

dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-p-D-glucopyranoside (Figure 111.25).

Figure 111.25. Structure du composé B-2 :

3B-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-p-D-glucopyranoside

Les résultats de I’analyse des spectres de RMN sont reportés dans la tableau 111.2

Tableau 111.2. Données relatives aux spectres RMN H, HSQC et HMBC du composé B-2

Position

2a

o N oo o1 A W

%9a
9b
10
11

& 'H (ppm)

2,95
2,23
1,71
4,51
2,83
4,15
2,23
3,82
2,84
2,45

2,75

Intégration,
multiplicité, J (Hz)
(1H, g, J=8,6)
(1H, m)

(1H, m)
(1H,t,J=9,8)
(1H, m)
(1H,t,J=9,38)
(1H, m)

(1H, m)

(1H, m)

(1H, dd, J = 13,4; 6,9)

(1H, m)

d 1°C (ppm)*

44,3
39,0
39,0
73,4
154,0
51,0
80,7
55,1
85,5
42,6
42,6
145,2
42,1
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Tableau I11.2. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-2

Position

12
13
14
15a
15b
1
2
3/
4’
5
6'a
6'b

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMBC

d 'H (ppm)

1,43
5,07
SESS
5,30
4,49
3,24
3,38
3,31
3,32
3,90
3,72

(Suite)
Intégration,
multiplicité, J (Hz)
(3H,d,J=7,0)
(2H, s)

(1H, sl)

(1H, sl)

(1H, d, J=7,4)

(1H, dd, J=19,0; 7,4)
(1H,t,J=9,0)
(1H,t,J=9,0)

(1H, m)

(1H, dd, J = 11,8; 2,5)
(1H, dd, J = 11,8; 5,0)

11.3. Détermination structurale du composé A-3

d °C (ppm)*

180,0
16,1
115,7
110,2
110,2
104,8
75,0
78,0
71,4
77
62,4
62,4

Ce produit se présente sous forme de cristaux solubles dans le méthanol. Ce composé

a une fluorescence noire sous lampe UV a 254 nm et une couleur rose apres révélation par

I’acide sulfurique.
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Les spectres RMN 'H (Figure 111.26) et HSQC (Figure 111.27) enregistrés dans le
méthanol-d4, permettent de remarquer une similitude avec ceux du composé B-1 et cela en ce
qui concerne la partie aglycone de B-1. En effet en examinant les spectres RMN *H et HSQC
on remarque 1’absence du groupement O-(6’-acetyl-B-D-glucopyranoside) et tout autre entité

sucre. Ces observations indiquent que ce composé est une aglycone de type sesquiterpene

lactone.

Figure 111.26. Spectre RMN *H (600 MHz, MeOH-d,) du composé A-3
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Figure 111.27. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-3

Figure 111.28. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3
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Figure 111.29. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-3

En effet, 1’analyse simultannée des spectres RMN H (Figure 111.29), HSQC
(Figure 111.30) et HMBC (Figure 111.31) permet de relever la présence d’un signal sous forme
d’un triplet relatif & un groupement méthine oxygéné résonnant a én 4,10 (J = 9,9 Hz)
correlant sur le spectre HSQC au carbone dont la résonance est localisée a 6¢ 80,7 ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques de ces deux noyaux sont caractéristiques du CH de
fermeture de cette lactone sesquiterpénique. Cette idée est confortée par la présence d’un
groupement méthyle résonnant a én 1,37 (d, J = 7,0 Hz) et corrélant sur le spectre HSQC au
carbone résonnant a éc 15,3 ppm (Figure 111.30). Sur le spectre HMBC (Figure 111.31), les
protons de ce méthyle montrent une tache de correlation avec le carbone d’un carbonyle dont
le déplacement chimique dc 180,1 ppm confirme bien la présence d’une y-lactone ici a, B-
saturée. En nous référant a la numérotation adoptée pour les squelettes des lactones
sesquiterpéniques, nous pouvons a ce stade numeroter le carbone de ce carbonyle C-12 et le

carbone de ce méthyle C-13.
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H-13

on 4,10

Figure 111.30. Etalement du spectre RMN *H (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-3

on 4,10
H-13/C-13

oc 80,7

Figure 111.31. Etalement du spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-3
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on 1,37

H-13/C-12

oc 180,1

Figure 111.32. Etalement du spectre HMBC (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3

Le spectre COSY montre une tache de corrélation entre les protons Hs-13 et le proton
d’un méthine résonnant a ox 2,65 sous forme d’un multiplet ; ce proton est de ce fait,
attribuable a H-11. La résonance du C-11 est relevée a dc 42,4. Sachant que dans les
squelettes sesquiterpéniques, le carbone C-11 est relié au C-7 ; grace au spectre COSY, le
signal du proton H-7 est alors relevé a 61 2,09 (q ; J = 9,9 Hz), la résonance du carbone C-7
est alors localisée a oc 56,8. Sur le spectre COSY, H-7 montre des taches de corrélation avec
les protons de deux groupements méthines, celui de la fermeture de la y-lactone 61 4,10 (t, J
= 9,9 Hz ; 8¢ 80,7) et un autre oxygéné d’apres la valeur de son déplacement chimique on
3,69 (multiplet ; d¢c 75,6) ; il est clair que ces méthines sont attribuables aux positions C-6 et
C-8 selon le point de fermeture du cycle lactonique. Le spectre COSY, montre également que
le proton de fermeture de cette lactone sesquiterpénique corréle avec le proton d’un
groupement méthine résonnant a én 2,87 (ddl ; J =9,9; 8,4 Hz ; 6¢ 50,3) lequel corréle a son
tour avec le proton d’un autre méthine résonnant a o 2,96 (q ; J = 8,4 Hz ; 6c 44,2). Sur le
spectre HMBC (Figure 111.35), le carbone de ce dernier méthine (3¢ 44,2) montre des taches
de corrélation avec les protons d’un groupement exométhyléne résonnant sous forme de

singulets a 6+ 5,01 et &n 5,06 (d¢ 114,2) et le carbone du méthine a &¢ 50,3 montre des taches

100



Chapitre II1 Résultats et discussions

de corrélation avec les protons d’un autre groupement exométhyléne résonnant sous forme de
singulets a én 5,28 et 61 5,31 (6¢c 109,6). Comme nous sommes en présence d’une lactone et
sachant comme reporté plus haut, que la position C-13 est un méthyle, il est évident que les
deux groupements exométhylenes précedemment cités représentent les positions C-14 et C-15
et délimitent les deux doubles liaisons exocycliques C-10 = C-14 et C-4 = C-15. Ces données
permettent de déduire aisemment qu’il s’agit d’une lactone sesquiterpénique de type
guaianolide et indiquent clairement que le carbone de fermeture de cette lactone est le C-6,
que le carbone résonnant a ¢ 50,3 est le C-5, que le carbone résonnant a éc 44, 2 est le C-1,
que le carbone résonnant a dc 114,2 est le C-14 et que le carbone résonnant a 6¢ 109,6 est le
C-15. On reléve alors gréace au spectre HMBC (Figure 111.34), les résonances de C-10 et C-4 a
dc 145,3 et 153,0, respectivement.

H-14

H-15
H-6
H-5 H-7

H-1
H-11

Figure 111.33. Etalement du spectre RMN *H (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3
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- H-YC-1 | Havc-11

H-6/C-6

H-5/C-5
H-14/C-14

H-15/C-1
5/C-15 H-7/C-7

Figure 111.34. Etalements du spectre HSQC (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3

H-14a/C-1J/ lH-14b/C-1
H-15a/C-5 H-15b/C-5

H-14a/C-10 H-14b/C-10

H-15a/C-4 H-15/C-4

Figure 111.35. Etalement du spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-3
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Hs-13/H-11 <—

H-6/H-5

H-5/H-1

H-7/H-8
H-7/H-6

Figure 111.36. Etalement du spectre COSY (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3

A ce stade de notre analyse et vu les indications précedemment reportées on peut
attribuer sans ambiguité le proton du méthine résonnant a o 3,69 ppm (d¢ 75,6) a la position
C-8. Sur le spectre COSY (Figure 111.36), on reléve une tache de corrélation entre le proton H-
8 et les deux protons d’un méthyléne résonnant a oy 2,19 (dd, J = 12,8 ; 8,0 Hz) et 612,73 (dd,
J=12,8;5,0 Hz) (3¢ 46,4 ppm) que nous attribuons & H-9b et H-9a respectivement.

Toujours sur le spectre COSY (Figure 111.36), le proton H-1 montre des corrélations
avec les deux protons d’un méthyléne résonnant a 6y 1,71 (ddd ; J = 13,2 ; 8,4 ; 7,8 Hz) et dn
2,27 (ddd, J =13,2; 8,4 ; 7.8 Hz) (3¢ 39,5 ppm) que nous pouvons attribuer a H-2b et H-2a
respectivement.

Un dernier recours au spectre COSY (Figure 111.37) permet de relever des corrélations
de H-2b et H-2a avec le proton d’un groupement méthine résonnant a 644,51 (t; J =7,8 Hz ;
dc 73,8). Il est évident que ce proton est attribuabe a H-3 et son carbone au C-3. Cette
attribution est supportée par les corrélations relevées entre C-3 et les protons H-15b (6n 5,28)
et H-15a (61 5,31).
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Les valeurs des déplacement chimiques des carbones C-8 (dc 75,6) et C-3 (6¢c 73,8) et
I’absence d’autres signaux hydrocarbonés sur les spectres de ce composé imposent la

présence de groupements hydroxyles en ces deux positions.

H-1/)—\L—2b

H-8/H-9b  H-1/H-2a

H-8/H-9a

<« <
H-2a/H-3 H-2b/H-3

Figure 111.37. Etalement du spectre COSY (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-3

Toutes ces données permettent de proposer pour le composé A-3, la structure

représentée dans la figure 111.38.

Figure 111.38. Structure partielle du composé A-3
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La stéréochimie des centres asymétriques est établie comme suit :

L’orientation 3 de H-6 est déduite de la multiplicité de son signal (triplet), et de la valeur
de ses interactions de couplage avec ses deux voisins H-5 et H-7 (J = 9,8 Hz), cette
donnée impose des orientations o H-5 et a0 H-7.

L’orientation 3 de H-8 est déduite de la valeur de la constante de couplage (J = 9,9 Hz)
entre H-7 et H-8, vu que H-7 admet une orientation o.

L’orientation o de H-1 est déduite de la valeur de son interaction de couplage avec H-5
(8,6 Hz), a noter que H-1 et H-5 appartiennent a un cycle a 5 chainons.

L’orientation 3 du groupement hydroxyle en C-3 est deduite de la valeur du déplacement
chimique du carbone C-3 (6¢ 73,8 ppm) (Yang et al. 2008 ; Shimizu et al. 1988). En fait,
la valeur du déplacement chimique C-3 est repportée plus élevee pour la méme classe de
molécules avec un groupe 3a-hydroxy (Li et Jia 1989).

L’orientation 3 de H-11 est déduite de la valeur de sa constante de couplage (9,9 Hz)
avec le proton o H-7.

La combinaison de I’ensemble des résultats de cette analyse méne a la structure

représentee dans la figure 111.39.

Figure 111.39. Structure du composé A-3 :
11p,13-dihydrodeacylcynaropicrin
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Tableau I11.3. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé A-3

Position 8 'H
(ppm)

1 2,96
2a 2,27
2b 1,71
3 4,51
4 -

5 2,87
6 4,10
7 2,09
8 3,69
%9a 2,73
9b 2,19
10 -

11 2,65
12 -

13 1,37
l4a 5,06
14b 5,01
15a 5,31
15b 5,28

Intégration,
multiplicité, J
(Hz)

(AH, q,J=8,4)
(1H, ddd, J =
13,2; 8,4; 7,8)
(1H, ddd, J =
13,2; 8,4; 7,8)
(1H,t,3=7,8)
(1H, ddl, J=9,9;
8,4)
(1H,t,J=9,9)
(AH, g,J=9,9)
(1H, m)

(1H, dd, J=12,8;
5,0)

(1H, dd, J=12,8;
8,0)

(1H, m)
(3H,d,J=7,0)
(1H, s)

(1H, s)

(1H, s)

(1H, s)

3 BC
(ppm)*

44,2

BSOS
BSOS
73,8

153,0

50,3

80,7
56,8
75,6
46,4

46,4
145,3
42,4

180,1
15,3

114,2
114,2
109,6

109,6

HMBC (ppm)

C-2, C-9, C-5,
C-3, C-6, C-14,
C-10,C-4

C-1, C-5, C-3,
C-14, C-10
C-1, C-3, C-10,
C-4

C-2, C-1, C-15,
C-4

C-2, C-1, C-7,
C-3, C-6, C-15,
C-10, C-4

C-1, C-5, C-7,
C-8,C-4

C-13, C-11, C-8,
C-6

C-11, C-7, C-10

C-1, C-7, C-8,
C-14, C-10
C-1, C-7, C-8,
C-14, C-10

C-13, C-7, C-8,
C-12

C-11, C-7,C-12

C-2,C-1, C-9, C-
5, C-8, C-10
C-2, C-1, C-9,
C-5, C-8, C-10
C-2, C-1, C-5,
C-3,C-6,C-4
C-2, C-1, C-5,
C-3,C-6,C-4

COSY (ppm)

H-2a, H-2b,
H-5

H-2b, H-1, H-3
H-2a, H-1, H-3

H-2a, H-2b,
H-15a, H-15b

H-1, H-6,
H-15a, H-15b

H-7, H-5
H-11, H-8, H-6
H-7, H-9a,
H-9b

H-9b, H-8

H-9a, H-8

H-13, H-7
H-11
H-1, H-14b

H-9a, H-14a

H-5, H-3,
H-15b
H-5, H-3,
H-15a

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMBC.
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11.4. Détermination structurale du composé A-4

Les spectres RMN *H (Figure 111.40), HSQC (Figure 111.41), HMBC (Figure 111.42) et
COSY (Figure 111.43) enregistrés dans le méthanol-ds, , montrent des similitudes avec ceux du
composé A-3, permettant de déduire une structure de lactone sesquiterpénique de type

guaianolide.

Figure 111.40. Spectre RMN *H (600 MHz, MeOH-d,) du composé A-4
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Figure 111.41. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-4

Figure 111.42. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-4
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Figure 111.43. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-4

Sur le spectre  RMN H (Figure 111.44), la seule différence remarquable est la
disparition du signal du methyle représentant la position C-13 (Hs-13) résonnant a én 1,37
ppm (dans le composé A-3) et I’apparition d’un multiplet d’intégration 2H résonnant a oy 6,19
ppm et corrélant sur le spectre HSQC (Figure 111.44) au carbone dont la résonance est
localisée a oc 122,7 ppm. Ces données sont en faveur de la présence d’un troisieme

groupement exométhylene sur le squelette de ce guaianolide.

0nH 6,19
on 6,19
0c122,7

Figure 111.44. Etalements du spectre RMN *H, HSQC (600 MHz, MeOH-d,;) du composé A-4
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Il est évident que ce groupement exométhyléne représente la position C-13 et indique
donc une double liaison exocyclique entre C-11 et C-13. Gréce au spectre HMBC (Figure
111.45), la résonance du C-11 (carbone quaternaire éthylénique) est relevée a 6¢ 140,2 ppm vu
ses corrélations nettes avec les protons H>-13. Cette hypotheése est amplement confirmée par
les corrélations observées entre ces protons et le carbone du carbonyle résonnant a d¢c 171,6
qui ne peut étre que le C-12 de ce guaianolide. L’abaissement du déplacement chimique du
carbone du carbonyle de cette y-lactone, par rapport a ceux des composes précédents, est en
parfait accord avec la présence de la double liaison exocyclique entre C-11 et C-13, indiquant

une y-lactone a,-insaturée.

H-13/C-11

H-13/C-12

Figure 111.45. Etalement du spectre HMBC (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-4.

Les deux autres doubles liaisons exocycliques de ce guaianolide sont toujours
présentes et sont facilement attribuées par I’analyse des spectres RMN *H, HSQC et HMBC
(Figures 111. 46,47) qui montrent la présence d’un premier groupement exométhyléne a on
5,43 (1H, sl) et o1 5,33 (1H, sl); dc 111,5 ppm dont les protons correlent sur le spectre
HMBC avec le carbone ethylénique quaternaire résonnant a oc 153,7 ppm. Toujours sur le
spectre HMBC, les protons de ce groupement exométhyléne montre des taches de corrélations

avec le carbone C-6 (carbone de fermeture de ce guaianolide oc 80,4) et le carbone C-5 (oc
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51,5) dont I’attribution a été facilitée par le spectre COSY (Figure 111.48) ou I’on reléve une
tache de corrélation entre son proton H-5 (dn 2,89 ; multiplet) et le proton H-6 (on 4,19 (dd ; J
= 10,6 ; 8,9 Hz). Ces observations permettent de placer cette double liaison exocyclique entre
C-4 (8¢ 153,7) et C-15 [6¢ 111,5; 6H 5,43 (sl ; H-15a) et o1 5,33 (sl ; H-15b)]. 1l est clair que
la double liaison exocyclique restante est celle entre les carbones C-10 (6¢c 144,4) et C-14 [oc
116,8 ;815,12 (d ; J=1,6 ; H-14a) ; et 61 5,00 (d ; J = 1,8 ; H-14b)].

Un réexamen du spectre HMBC (Figure 111.47) a permis de relever également des
taches de corrélation entre les protons H2-14 et les carbones résonnant a éc 42,3 (groupement
méthyléne) ; 45,5 (groupement méthine) et 72,7 ppm (groupement méthine), attribuables aux
positions C-9; C-1 et C-8 respectivement. Ces données confirment la fermeture de la
y—lactone en C-6 et I’hydroxylation de la position C-8. Ce spectre a permis également de
relever en plus des taches de corrélation entre les protons H>-15 et les carbones résonnant a dc
51,5 (C-5) et 6¢c 80,4 (C-6) ; des taches de corrélation entre ces protons H»-15 et le carbone
résonnant a 6c 73,7 ppm, attribuable de ce fait, a la position C-3, permettant ainsi de conclure

I’hydroxylation de la position C-3.

H-14b

H-15b H-14a

H-15a

H-15a,b/C-15

H-14a,b/C-14

Figure 111.46. Etalements des spectres RMN *H, HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé A-4.
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l l J V' H-14a,b/C-9
%
H-15a,b/C-5 H-14a,b/C-1
¢ ¢ ¢ ¢ H-14a,b/C-8
H-15a,b/C-3
H-15a,b/C-6
H-14a,b/C-10
H-15a,b/C-4

Figure 111.47. Etalement du spectre HMBC (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-4.

on 2,89

H-5/H-6

on 4,19

Figure 111.48. Etalement du spectre COSY (600 MHz, MeOH-ds) du composé A-4.
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L’ensemble des résultats de cette analyse confronté aux résultats des analyses

structurales des composés précédents, converge vers la structure représentée dans la figure

[11.49. 11 s’agit de la desacylcynaropicrine (Choi et al. 2005). La stéréochimie des centres

chiraux a été définie de la méme maniére que pour les composés précédents.

Figure 111.49. Structure du composé A-4 :

Desacylcynaropicrine

Les résultats de ’analyse des spectres de RMN sont reportés dans le tableau 111.4.

Tableau 111.4. Données relatives aux spectres RMN H, HSQC, HMBC et COSY du

Position

2a

2b

o H
(ppm)

2,99

2,14
1,74
4,52

2,89

Intégration,
multiplicité, J
(Hz)

(1H, ddd, J =
11,2:9,0:7,2)

(1H, dt, J = 12,6;
7.2)

(1H, ddd, J =
12,6; 11,4; 9,0)

(1H, m)

(1H,m)

composé A-4

o 3C
(ppm)*

45,5
39,7

39,7

73,7
153,7

51,5

HMBC (ppm)

C-2, C-9, C-5,
C-3, C-6, C-14,
C-10, C-4

C-1, C-5, C-3,
C-10, C-4

C-1, C-5, C-3,
C-10, C-4

C-2, C-1, C-5,
C-6, C-15, C-4

C-2, C-1, C-7,
C-3, C-6, C-15,
C-10, C-4

COSY (ppm)

H-2a, H-1, H-3

H-2b, H-2a,
H-15b, H-15a

H-1, H-6,
H-15b, H-15a
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Tableau I11.4. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC, HMBC et COSY du

Position

9a

9b

10
11
12

13

l4a

14b

15a

15b

(ppm)

4,19
2,91
3,90
2,70

2,29

6,19
5,12
5,00
5,43

5,33

composé A-4. (Suite)

Intégration,
multiplicité, J
(H2)

(1H, dd,J=106;
8,9)

(1H, m)

(1H,ddd, J=9,5;
51;4,2)

(1H, dd, J = 13,8;
51)

(1H,dd, J=138;
4,2)

(2H, m)
(1H, d, J = 1,6)
(1H, d, J = 1,8)
(1H, sl)

(1H, sl)

3 BC
(Ppm)*

80,4
51,5
72,7
42,3

42,3

144,4
140,2
171,6

1227
116,8
116,8
111,5

111,5

HMBC (ppm)

C-1, C-5, C-7,
C-8,C-4

C-9, C-5, C-§,
C-6, C-13, C-11

C-7,C-11, C-10

C-1, C-7, C-8,
C-14, C-10
C-1, C-7, C-§,
C-14, C-10

C-7, C-8§, C-11,
C-12

C-2, C-9, C-1,
C-5, C-§, C-10
C-2, C-9, C-1,
C-5, C-§, C-10

C-5,C-3,C-6,C-4

C-5,C-3,C-6,C-4

11.5. Détermination structurale du composé B-5

COSY (ppm)

H-5, H-7

H-8, H-6

H-7, H-9b,
H-9a

H-9b, H-8

H-9a, H-8

H-13, H-7

H-7

H-14b

H-9b, H-9a, H-

1l4a

H-5, H-3,
H-15b
H-5, H-3,
H-15a
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Les spectres RMN H (Figure 111.50), HSQC (Figure 111.51) et HMBC (Figure 111.52)
enregistrées dans le méthanol-ds, permettent de remarquer une similitude avec ceux du
composé A-4, ce qui révele une lactone sesquiterpénique de type guaianolide, avec trois
doubles liaisons exocycliques en positions (C-10 — C-14) ; (C-4 — C-15) et (C-11 — C-13).

Figure 111.50. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-5

Figure 111.51. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-5
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Comme pour les composés précédents, les corrélations observées sur le spectre HMBC
permettent de conclure que le squelette de ce guaianolide est fermé en C-6 et B-hydroxylé en
C-3 (8¢ 74,1 ppm).

Figure 111.52. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-5

En plus de I’ensemble des signaux caractéristiques de la structure élucidée pour le
composé A-4 (desacylcynaropicrine) ; on remarque I’apparition de deux singulets
d’intégration 1H chacun a 61 6,00 ppm et 61 6,34 ppm et qui corrélent, sur le spectre HSQC
(Figure 111.55), avec le méme carbone 6¢c 126,0 ppm attribuables de ce fait aux protons d’un
méthyléne d’une double liaison, vu leurs déplacements chimiques.

Sur le spectre HMBC (Figure 111.56), ces protons montrent des taches de corrélation,
avec un carbone résonnant a oc 141,3 ppm qui ne peut étre que le carbone éthylénique
quaternaire délimitant cette double liaison, et le carbone d’un groupement méthyléne
résonnant a 6c 61,5 ppm (o1 4,34 ; 2H ; m). La valeur du deplacement chimique du carbone
de ce groupement et I’absence d’autres groupements hydrocarbonés sur le spectre proton de
ce composé, indiquent qu’il s’agit d’un groupement hydroxyméthyleéne. Par ailleurs et
toujours sur le spectre HMBC, les protons du méthyléne éthylénique précédemment cité,
montrent des taches de corrélations avec le carbone du carbonyle résonnant a dc 166,0 ppm.

La valeur du déplacement du carbone de ce carbonyle indique qu’il s’agit d’un carbonyle
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d’ester conjugué confirmant ainsi le voisinage de ce carbonyle et de la double liaison
précédemment évoquée. On releve également, une tache de corrélation entre le carbone de ce
carbonyle et les proton du groupement hydroxyméthyléne. Toutes ces données rassemblées,
meénent a la présence du groupement hydroxymethylacrylate (Figure 111.53) comme chaine

latérale sur le squelette sesquiterpénique de ce guaianolide.

Figure 111.53. Groupement hydroxymethylacrylate présent dans le composé B-5

Il est évident que ce groupement est placé sur un carbone oxygéné du squelette
guaianolide. Sachant ce guaianolide comporte trois oxymethines qui sont celui de la
fermeture de la y-lactone, celui de la position C-3 tous deux précédemment évoques, et celui
de la position C-8 (6¢ 75,5) dont la résonance du proton H-8 est relevée on 5,18 ppm. Cette
augmentation du déplacement chimique du proton H-8 par rapport aux composés précedents,
témoigne d’une acylation de cet oxymethine. En effet, sur le spectre HMBC (Figure 111.56),
on remarque une petite tache de corrélation entre H-8 et le carbone du carbonyle du

groupement hydroxymethylacrylate.
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H,-4'
Y
H3a s
H-15b H-14a
H-13a _ H-14b
H-13b H.154
;8

Figure 111.54. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-5

H-1

3a,b/C—l%

H-15

C-15

H-8/C

v
%
Hz-4'/C-4"(3¢ 61,5)

H-14a,b/C-14

H-3'a,b/C-3"(5¢c 126,0)

Figure 111.55. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-5
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H-3'a,b/C-4'

H-4'/C-3' <«
H-3 a,b/C-2 H-4'/C-2’

\ \ H-3"a,b/C-1'

_ H-4"/C-1'

(M
~Hsic-1’

Figure 111.56. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-5

Toutes ces données permettent de proposer pour le compose B-5, la structure

représentee dans la figure 111.57. 11 s’agit de la cynaropicrine (Choi et al. 2005).

Les résultats de ’analyse des spectres de RMN sont reportés dans le tableau I11.5.

Figure 111.57. Structure du composé B-5 :

Cynaropicrine
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Tableau I11.5. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-5

Position

2a

o o1 b~ W

9a

9b

10
11
12
13b
13a
1l4a
14b
15a
15b
1
2
3'a
3'b
4’

8 'H
(ppm)

3,04

2,12
1,77
4,53

2,93
4,38

3,32
5,18

2,76

2,44

6,16
5,68
5,19
4,95
5,47
Sl

6,34
6,00
4,34

Intégration,
multiplicité, J
(H2)

(1H, m)

(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)

(1H,tl, J = 10,3)

(1H, dd, J = 10,3,
8,9)

(1H, m)
(1H, m)

(1H, dd, J = 14,6;
5,1)
(1H, dd, J = 14,6;
3,2)

(1H, d, J=34)
(1H, d, J=3,0)
(1H, sl)
(1H, sl)
(1H, sl)
(1H, sl)

(1H, dI, J = 1.1)
(1H, dI, J = 1.4)
(2H, m)

8 C

(ppm)*

46,3

39,9
39,9
74,1
154,0
52,0

80,5

48,8
75,5

37,7

37,7

144,0
139,1
170,8
122,5
122,5
118,2
118,2
112,8
112,8
166,0
1413
126,0
126,0
61,5

HMBC (ppm)

C-9, C-2, C-5, C-3, C-6, C-14,
C-10

C-1, C-5, C-3, C-10, C-4

C-1, C-3,C-10

C-2, C-6, C-15,C-4

C-2, C-1, C-7, C-3, C-6, C-15, C-4
C-7,C-8,C-4

C-5, C-8, C-6, C-13, C-11
C-7, C-9, C-10, C-1"

C-1, C-7,C-8, C-14, C-10

C-1, C-7,C-8, C-6, C-14, C-10

C-7,C-11,C-12
C-7,C-12

C-2,C-9, C-1, C-8, C-10
C-2, C-9, C-1, C-8, C-10
C-5,C-3,C-4
C-5,C-3,C-4

C-4, C-2, C-I"

C-4, C-2, C-I"

C-3', C-2', C-I'
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11.6. Détermination structurale du composé B-6

Les spectres RMN *H (Figure 111.58), HSQC (Figure 111.59) et HMBC (Figure 111.60)
enregistrés dans le méthanol-ds, montrent que ce composé B-6 n’est pas aussi pur que les
précedents, cependant ces spectres montrent une grande similitude avec ceux du composé B-
5. L’ensemble des signaux du squelette du guaianolide sont présents, avec en particulier les
trois doubles liaisons exocycliques en positions (C-10 — C-14) ; (C-4 — C-15) et (C-11 - C-
13).

Figure 111.58. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-6
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Figure 111.59. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-6

Figure 111.60. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-6
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La position C-3 est toujours hydroxylée. Comme dans le composé B-5, la position C-8
est substituée. L’examen attentif de I’ensemle de ces spectres montre que la seule différence
entre ces deux composés réside dans le substituant porté par C-8. En effet, on remarque la
disparition de la double liaison et I’apparition d’un groupement méthyle dont les protons
résonnent a dx 1,21 ppm (d ; J = 7,1 Hz, 8¢ 13,4 ppm) et d’un méthine dont le proton résonne
a on 2,75 ppm (multiplet ; 6c 43,8 ppm).

Sur le spectre HMBC, on reléve une tache de corrélation entre les protons du
groupement méthyle et le carbone du carbonyle dont la résonance est repérée a 6¢c 176,1 ppm.
Le carbone de ce carbonyle montre également une tache de corrélation avec les protons du
groupement hydroxyméthyléne résonnant a & 3,73 ppm (multiplet ; 8¢ 65,0 ppm).

Ces données sont donc en faveur de I’hydrogénation de la double liaison du
groupement hydroxymethylacrylate dans ce composé. Cette observation est amplement
confirmée par I’augmentation de déplacement chimique du carbone du carbonyle (8¢ 176,1
ppm pour ce composé B-6 contre d¢ 166,0 ppm pour le composé B-5) indiquant la disparition
de la conjugaison du carbonyle dans le composé B-6.

Ces resultats menent a la présence du groupement O-(-3-hydroxy-2-methylpropionate)
en position C-8 avec une orientation o comme tous les groupements en C-8 des autres
guaianolides vu ’orientation 3 de H-8.

La présence de ce groupement en C-8 est largement justifiée par I’augmentation des
déplacements chimiques de H-8 (n 5,14 (multiplet) et C-8 (3¢ 75,1)). Concernant le
substituant, d'apres les résultats de la littérature, le centre chiral numéroté 2 de ce groupement
est de configuration (S) (Marco et al. 1992).
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H-4'(6H 1,21)
H-8
(61 5,14) \

H-2'(8n 2,75)

H-3"(8n 3,73) l

Figure 111.61. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-6

20
f2(ppm)

M6 2ser
H-4'/C-4'(6c 13,4)
-
3
D [ =
- . . ' ’
dpo © _H-2/C-2(5c 438)
H-3'/C-3'(6c 65,0)
=< =
H-8/C-8(3c75,1) ©
5:0 4:5 4‘0 25 20 1.5 1.0

f1 (ppm)

Figure 111.62. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-6
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H-4'/C-2'(5c43,8) <———
H-4'/C-3'(5¢65,0) '«

H-4'/C-1"(8¢ 176,1)

H-3'/C-1'(6c 176,1)

Figure 111.63. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-6

Toutes ces données permettent de proposer pour le compose B-6, la structure
représentee dans la figure 111.64. 11 s’agit de la deacylcynaropicrine 8-O-[(S)-3-hydroxy-2-
methylpropionate] (Marco et al. 1992).

Figure 111.64. Structure du composé B-6 :

Deacylcynaropicrine 8-O-[(S)-3-hydroxy-2-methylpropionate]
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Les résultats de I’analyse des spectres de RMN sont reportés dans le tableau I11.6.

Tableau I11.6. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-6

Position

2a

o N o o1 B~ W

%9a
9b
10
11
12
13a
13b
14a
14b
15a
15b
1
2
3
4’

8 'H
(ppm)

3,03
2,11
1,77
4,53
2,92
4,35
3,23
5,14
2,75
2,42

6,16
5,89
5,18
4,95
5,47
5,36

2,75
3,73
1,21

Intégration,
multiplicité, J
(H2)

(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H,m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)

(1H,d, J=33)
(1H, d, J=3,0)
(1H, sl)
(1H, sl)
(1H, s)
(1H, s)
(1H, m)
(2H, m)
(3H,d,J=7,1)

8 1°C
(ppm)*
46,0
39,8
39,8
73,4
154,0
51,8
80,1
47,9
75,1
37,1
37,1
144,0
139,1
171,6
122,9
122,9
117,8
117,8
112,7
112,7
176,1
43,8
65,0
13,4

HMBC (ppm)

C-2, C-5,C-6
C-4
C-1,C3

C-2,C-1,C-6,C-4

C-7,C-12
C-12

C-9,C-1
C-9,C-1
C-5,C-3,C-4
C-5,C-3,C-4
C-1

C-2', C-3', C-I'
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I1.7. Détermination structurale du composé B-7

L’examen du spectre RMN *H (Figure I11.65) et le spectre relatif a 1’expérience HSQC
(Figure 111.66), enregistrés dans le MeOH-ds4 sur un spectrométre opérant a 400 MHz, montre
la présence de signaux caractéristiques d’un mégastigmane notamment la présence de 2
méthyles résonnant sous forme de singulets a dn 1,04 ppm (6c 27,1 ppm) et o1 1,06 ppm (dc
27,6 ppm).

Figure 111.65. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-7
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Figure 111.66. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-7

Figure 111.67. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds4) du composé B-7
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Sur le spectre HMBC (Figure 111.70) les protons de I’'un corrélent avec le carbone de
’autre et vis-versa. Cette observation indique qu’ils sont géminés ; vu leurs multiplicités, leur
carbone porteur est quaternaire.

Nous attribuons la position C-1 a ce carbone quaternaire dont la résonance est relevée
a dc 36,5 ppm grace a ses corrélations HMBC avec les protons de ces deux méthyles que nous
attribuons alors aux positions C-12 et C-11, respectivement, conformement a la numérotation
adoptée pour les squelettes de type mégastigmane.

Toujours sur le spectre HMBC, les protons de ces 2 méthyles corrélent avec le carbone
d’un groupement CH> résonnant a 6¢c 47,7 ppm ; cela indique que ce CH> est relié au carbone
C-1, nous pouvons alors attribuer la position C-2 au carbone de ce méthyléne.

Grace au spectre HSQC (Figure 111.69), on remarque que les protons portés par C-2
résonnent sous forme d’un systeme AM indiquant leur nature diastéréotopique et I’absence de
protons en position C-3. on reléve en effet, le signal de H-2a & 2.46 (d, J = 16,8) et le signal
de H-2b a 84 2,07 (1H, d, J = 16,8).

H-2a H-2b

Figure 111.68. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-7
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Figure 111.69. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-7

Sur le spectre HMBC (Figure 111.70), les proton H-2a et H-2b montrent des
corrélations en 2J avec le carbone résonnant a 8¢ 201.6 ppm. Ce déplacement chimique est
en faveur de la présence d’une fonction cétone conjuguée. Cette donnée permet de placer un
carbonyle en C-3 et une double liaison entre C-4 et C-5.

La présence de cette double liaison et sachant que dans le squelette mégastigmane le
carbone C-5 est relié au C-6 et est substitué par le carbone C-13, il apparait clairement que le
carbone C-5 est quaternaire et éthylénique. On releve en effet, sur le spectre proton, un
doublet a &4 1,97 ppm (J = 1,2 Hz) d’intégration 3H ne pouvant correspondre qu’a un
méthyle occupant la position C-5 vu les corrélations de ses protons avec le carbone
éthylénique quaternaire résonnant a dc 165.8 ne pouvant étre que le C-5, et le carbone du
méthine oléfinique résonnant a 6¢c 125,7 ppm (31 5,91 ppm, sl) attribuable au C-4.

Sur le spectre HSQC, la résonance du C-13 est localisée a ¢ 23,2 ppm. Toujours sur
le spectre HMBC, les protons Hsz-13 montre une tache de corrélation avec le carbone du
groupement méthine résonnant a oc 56,6 ppm que I’on peut attribuer sans ambiguité au

carbone C-6. Le signal de H-6 est relevé a on 2,71 ppm (d, J = 9,1 Hz). Sur le méme spectre,
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le carbone C-6 montre des taches de corrélation avec les protons Hs-11 et Hs-12, confirmant

ainsi le jonction C-6 — C-1.

H-22/C-3 H-11-12/C-12-11\
H-11-12/C-1_,
H-2b/C-6 H-13/C-6 H-11-12/C-2—>
H-ll-lZ/C-?
H-13/C-4
H-13/C-5
H-2a/C-3 H-2b/C-3

Figure 111.70. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-7

A ce stade de notre analyse, nous attendons I’entité représentée dans la figure 111.71
dans le composé B-7.

H,C CH,

12

4 13 CHS

Figure 111.71. Entité 1 présente dans le composé B-7

Toujours sur le spectre HMBC (Figure 111.74), on releve des taches de corrélation
entre H-6 et les carbones de deux groupements CH éthyléniques résonnant a d¢ 128,4 ppm [on
5,68 ppm (dd ; J=15,5; 9,1 Hz)] et & dc 137,6 ppm [on 5,81 ppm (dd ; J = 15,5; 6,4 Hz)].

Ces données indiquent que le squelette de ce mégastigmane comporte une double liaison entre
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les carbones C-7 et C-8. D’aprés les valeurs des constantes rélevées dans les signaux de H-7
et H-8, la double liaison entre C-7 et H-8 est de configuration trans, ceci d’une part. D’autre
part, la valeur (9,1 Hz) de la constante de couplage relevée dans le signal de H-6 suffit
amplement pour attribuer le C-7 et le H-7 aux signaux a dc 128,4 ppm et &4 5,68 ppm (dd ; J
=15,5; 9,1 Hz) et le C-8 et le H-8 aux signaux a dc 137,6 ppm et o4 5,81 ppm (dd ; J =
15,5; 6,4 Hz).

Un retour vers le spectre HMBC permet de relever des taches de corrélation entre le
carbone résonnant a 6c 76,4 ppm et les protons d’un groupement méthyle résonnant a 6y 1,32
(d, J =6,0 Hz) . &¢c 20,3, dont le signal des protons est partiellement recouvert par ceux de la

graisse de contamination du solvant.

Connaissant la structure du squellette mégastigmane, il est clair que le groupement

oxymethine represente la position C-9 et le groupement méthyle représente la position C-10.

H-10
(3 1,32)

H-4
H-8 H-6

H-7

Figure 111.72. Etalements du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-7
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oH 1,3% 5 203

H-10/C-10
H-6/C-6

H-9/C-9

H-4/C+4

H-7/C-7
H-8/C-8

Figure 111.73. Etalements du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-7

H-6/C-2

H-10/C-9
H-6/C-7

H-10/C-8
H-6/C-8
H-6/C-5

Figure 111.74. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-7
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A ce stade de notre analyse, il apparait clairement que le composé B-7 est substitué en

position C-9 par un groupement OR (Figure 111.75).

Figure 111.75. Stucture partielle du composé B-7

En plus des signaux attribués aux noyaux du squelette mégastigmane , les spectres
proton (Figure 111.76) et HSQC (Figure 111.77) du compose B-7 montrent un ensemble de

signaux caractéristiques d’ un hexose notamment :

o Le signal & o1 4,38 ppm sous forme d’un doublet (J = 7,8 Hz), sur le spectre HSQC, ce
proton corréle avec le carbone résonnant a 6¢c 102,0 ppm. Les valeurs des déplacements
chimiques de ces deux noyaux et la valeur de I’interaction de couplage relevée dans le
signal de ce proton indiquent qu’il s’agit de la position anomérique d’un groupement O-

B-glycoside. Nous noterons ces deux noyaux H-1"et C-1".

o Deux signaux d’intégration 1H chacun a dn 3,87 ppm (dI; J = 11,8 Hz) et a 61 3,69 ppm
(dd; J = 11,8; 5,3 Hz). Les deux protons correspondant a ces deux signaux qui sont
portés par le carbone résonnant a oc 62,2 ppm. Ces noyaux sont attribuables

respectivement & H-6'a, H-6'b et C-6".

o Des signaux a :
- 0n 3,21 ppm (1H ; dd ; J =8,1; 7,8 Hz) ; ce proton porté par le carbone résonnant a
dc 74,8 ppm, est attribuable a H-2'.
- On 3,35 ppm (signal recouvert par celui du méthanol résiduel) ; ce proton porté par

le carbone résonnant a ¢ 77,6 ppm est attribuable a H-3'
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- on 3,33 ppm (signal partiellement recouvert par celui du méthanol résiduel) ; ce
proton porté par le carbone résonnant a 6c 71,1 ppm est attribuable a H-4'

- 0n 3,34 ppm (signal recouvert par celui du méthanol résiduel) ; ce proton porté par
le carbone résonnant a ¢ 77,5 ppm est attribuable a H-5'

H-3'
H-4'
H-5'

H-1' H-6'a

H-6'b H-2

Figure 111.76. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-7

H-6'a/C-6' H-6'D/C-6'  H-4'/C-4'
H-2'/C-2!

/
H-3"/C-3" HEC-S'

H-1'/C-1’

Figure 111.77. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-7
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L’ensemble de tous ces signaux converge vers le présence d’un groupement O-f3-
glycopyranoside en position C-9 du mégastigmane. Les valeurs des déplacements chimiques
des atomes de carbone de cette entité sucre, sont en faveur d’un groupement O-f3-

glucopyranoside (Agrawal 1992).

Ainsi ce mégastigmane (3-oxo a-ionol) porte un groupement p-D-glucopyranosyle. En
réexaminant le spectre HMBC (Figure 111.78), on reléve une tache de corrélation entre le
proton anomérique et le carbone du méthine oxygéné (dc 76,4 ppm) correspondant a la

position C-9 du squelette mégastigmane.

H-1"/C-9 Corrélati(_)ns du
glucoside

H-2/C-1’

O

Figure 111.78. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-7

Cette derniére observation permet de finir la détermination de la structure du composé

B-7, en placant un groupement O-B-D-glucopyranosyle en C-9 (Figure 111.79).
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Figure 111.79. Stucture plane du composé B-7

La stéréochimie des centres chiraux C-6 et C-9 est déduite (6R, 9R) grace aux valeurs
des déplacements chimique des noyaux prées du centre asymétrique C-9 notamment ceux des
positions 7, 8, 9 et 10 (Pabst et al. 1992). Cette analyse a permis de conclure que le compose
B-7 est le (6R, 9R)-3-0x0-a-ionol-B-D-glucopyranoside (Pabst et al. 1992) (Figure 111.80).

Figure 111.80. Structure du composé B-7 :

(6R, 9R)-3-0x0-a-ionol-p-D-glucopyranoside

L’ensemble des données spectroscopiques est regroupé dans le tableau I11.7.
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Tableau I11.7. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-7

Position & 'H (ppm)
1 -

2a 2,46
2b 2,07
3 -

4 5,91
5 -

6 2,71
7 5,68
8 5,81
9 4,43
10 1,32
11 1,06
12 1,04
13 1,97
1’ 4,38
2! 3,21
R kel 3,35
4 * 3,33
5r** 3,34
6'a 3,87
6'b 3,69

Intégration,
multiplicité, J (Hz)

(1H, d, J = 16,8)
(1H, d, J = 16,8)

(1H, sl)

(1H,d, J=9,1)

(1H, dd, J=15,5;9,1)
(1H, dd, J=15,5; 6,4)
(1H, m)

(3H, d, J=3,0)

(3H, s)

(3H, s)
(3H,d,J=1,2)
(1H,d, J=7,8)

(1H, dd, J=8,1;7,8)

(1H, m)
(1H, dd, J = 11,8; 5,3)

& 1°C (ppm)*

36,5
47,7
47,7
201,6
125,7
165,8
56,6
128,4
137,6
76,4
20,3
27,6
27,1
23,2
102,0
74,8
71,6
71,1
71,5
62,2
62,2

HMBC (ppm)

C-11, C-12,C-1,C-3
C-6, C-3
C-2,C-7,C-8,C-5
C-9, C-8
C-1,C-2,C-6
C-1,C-2,C-6
C-6,C-4,C-5

C-9

C-1

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMBC.

** Recouvert par le signal du méthanol résiduel.
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11.8. Détermination structurale du composé B-8

L’examen des spectres RMN*H (Figure 111.81), HSQC (Figure 111.82) et HMBC
(Figure 111.83) enregistrés dans le Me-OH-ds sur un spectrometre opérant a 400 MHz
montrent des groupes de signaux assez similaires a ceux du composé précédent (composé
B-7) laissant envisager un mégastigmane glycoside. En effet, en ce qui concerne le groupe de

signaux appartenant au squelette mégastigmane on releve :

o Deux singulets d’intégration 3H chacun a ox 1,19 ppm (8¢ 37,1) et on 1,40 ppm (6¢c
29,6) indiquant la présence de deux méthyles. Comme pour le composé précédent, le
spectre HMBC (Figure 111.86), montre que les protons de 1'un corrélent avec le
carbone de l’autre et vis-versa. Cette observation indique qu’ils sont géminés ; vu
leurs multiplicités, leur carbone porteur est quaternaire. Nous attribuons alors, la
position C-1 a ce carbone quaternaire dont la résonance est relevée a ¢ 36,4 ppm
grace a ses corrélations HMBC avec les protons de ces deux méthyles que nous

attribuons alors aux positions C-12 et C-11, respectivement.
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Figure 111.81. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé B-8

Figure 111.82. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-8

140



Chapitre II1 Résultats et discussions

Figure 111.83. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-8

o Deux multiplets a 61 1,36 et 1,94 ppm d’intégration 1H chacun, portés par le méme
carbone résonnant a oc 49,5 ppm indiquant la présence d’un premier groupement
méthyléene. Sur le spectre HMBC le carbone de ce méthylene, correle avec les protons
des 2 méthyles Hs-12 et Hs-11, cette observation indique que ce méthyléne est relié au
carbone C-1, nous pouvons alors lui attribuer la position C-2 et noter que 6c-2 = 49,5

ppm, OH-20 = 1,36 et on-2a = 1,94 ppm.

o Par ailleurs et toujours sur le spectre HMBC, les protons des 2 méthyles Hz-12 et Hs-
11, correlent avec le carbone quaternaire éthylénique résonnant a dc 118,3 ppm ne
pouvant étre attribué qu’au carbone C-6. On reléve également une corrélation entre ce
carbone C-6 et le proton d’un méthine résonnant a 34 5,92 ppm (singulet) (¢ 100,8
ppm) ne pouvant étre attribué qu’a H-7 et son carbone porteur au C-7. D’aprés les
déplacements chimiques de ces deux noyaux, il est clair que la position C-7 est
¢thylénique, ce qui implique la présence d’une double liaison entre C-6 et C-7.
L’attribution du C-7 et non du C-5 a la résonance a 6c 100,8 ppm, repose sur la fait

que connaissant la stucture des mégastigmanes, le C-5 ne peut pas étre un méthine
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¢thylénique vu qu’en plus de ses liaisons avec le C-6 et le C-4, il doit porté le carbone
C-13.

o Un réexamen du spectre HMBC, permet de constater que C-6 corréle avec les protons
du groupement méthyle résonnant a 6x 1,50 ppm (6c 26,3 ppm). Ce methyle ne peut
étre que le CHs-13. Cette attribution permet grace aux corrélations HMBC de Hz-13,
de relever la résonance de C-5 a ¢ 78,1 ppm (carbone quaternaire oxygéné, vu la
valeur de son déplacement chimique) et la résonance de C-4 a dc 47,5 (groupement
méthyléne dont les protons resonnent sous forme de deux multiplets a o+ 1,38 (H-4b)

et §2.51 (H-4a).

H-12

H-11

H-10 H-4b
H-13

H-2a

H-4a H-2b

Figure 111.84. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-8
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H-13/C-13
< 4
H-10/C-10 4 -
H-11/C-11 <
H-12/C-12
H-4b/C-4
H-4a/C-4 H-2a/C-2 H-2b/C-2

Figure 111.85. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-8

o Sur le spectre proton on releve un singulet correspondant a un goupement méthyle
dont les protons résonnent a o 2,23 ppm et corrélent sur le spectre HSQC au carbone
résonnant a oc 26,3 ppm. Comme nous sommes en présence d’un composé de type
mégastigmane et qu’au stade actuel de notre analyse seul le méthyle CHs-10 n’a été ni
signalé ni attribué, il est évident que nous sommes en présence de ce méthyle (CHs-
10). Sur le spectre HMBC, les protons Hz-10 montrent des corrélations avec les
carbones des fonctions cétones résonnants a 6¢ 201,0 (C-9) et 214.0 (C-8). A noter que
la tache de corrélation entre H3z-10 et C-8 est trés faible alors que celle entre Hs-10 et

C-9 est trés intense.

143



Chapitre II1 Résultats et discussions

H-11/C-12 H-12/C-11_
2 H-12/C-1>
H-13/C-4 HAL/C.
H-11/C-2 H-12/C-2
H-13/C-5
H-13/C-6 H-11/C-6 H-12/C-6

Figure 111.86. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-8

En plus des signaux décrits, les spectres de ce composé B-8, montrent un ensemble de

signaux caractéristiques d’un hexose, notamment :

e le signal a o1 4,55 ppm sous forme d’un doublet (J = 7,7 Hz) porté par un carbone
résonnant a oc 98,2 ppm, attribuable au proton anomérique (H-1") d’un sucre de
configuration f.

e Deux signaux d’intégration 1H chacun, attribuables respectivement a H-6'a et H-6'b a
dn 3,80 et 3,68 ppm sous forme de multiplets portés par un carbone résonnant a dc
62,4 ppm.

e Unensemble de signaux attribuables aux protons du sucre, résonnant a :

- 61 3,18 ppm attribuable & H-2' et porté par le carbone 6¢c 74,8 ppm.
- On 3,38 ppm attribuable a H-3' et porté par le carbone 6¢ 78,0 ppm
- On 3,28 ppm attribuable a H-4' et porté par le carbone 6¢ 71,4 ppm
- dn 3,28 ppm attribuable & H-5" porté par le carbone 6¢c 77,4 ppm
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Ces données sont en faveur de la présence d’un groupement O-B-D-glucopyranoside
sur le squelette mégastigmane de cette molécule. Il est évident que ce groupement est en
position C-5 vu la valeur (78.1 ppm) de son déplacement chmique. Ceci est d’ailleurs bien
confirmé par la corrélation HMBC entre ce carbone C-5 et le proton anomérique du

groupement O-B-D-glucopyranoside.

En faisant le bilan de notre analyse structurale, il nous reste a définir la position C-3
du cycle a 6 chainons du squelette mégastigmane. En effet, on reléve un signal toujours non
attribué consistant en un multiplet d’intégration 1H a 6n 4,35 ppm porté par un carbone

résonnant a 6c 63,3 ppm indiquant un hydroxyméthine comme position C-3.

H-3'
H-4'
H-§'
H-6'a
H-1' H-2'
H-7 H-3 H-6'b

Figure 111.87. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-8
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H-6"/C-6’

&

H-3/C-3
H-2'/C-2’
H-4'/C-4'

H-5/C-5'
y H-1"/C-1' H-3'/C-3'

H-7/C-7

Figure 111.88. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-8

O O

H-1'/C-5 Corrélations du

O sucre

H-7/C-6

H-10/C-9

Figure 111.89. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-8
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L’ensemble des résultats de notre analyse est en parfait accord avec ceux décrivant le

Lippianoside E (Zhang et al. 2015). La structure de cette molécule est représentée dans la
figure 111.90.

Figure 111.90. Structure finale du compose B-8 : lippianoside E

Les données spectrales du produit B-8 regroupees dans le tableau 111.8 sont en accord

avec celles publiées pour cette molécule (Zhang et al. 2015) et nous ont permis d’identifier :

le lippianoside E.

Tableau 111.8. Données relatives aux spectres RMN H, HSQC et HMBC du composé B-8

Position

1 -

2a 1,36
2b 1,94
3 4,35
4a 1,38
4b 2,51
5 =

6 =

7 5,92
8 =

9 -

& 'H (ppm)

Intégrations,
multiplicités J (Hz)

(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)
(1H, m)

d 1°C (ppm)*

36,4
49,5
49,5
63,3
47,5
47,5
78,1
118,3
100,8
214,0
201,0

HMBC (ppm)
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Tableau 111.8. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-8

(Suite)
Position & 'H (ppm) ~ Intégrations, 8 3C (ppm)* HMBC (ppm)
multiplicités J (Hz)
10 2,23 (3H, s) 26,3 C-9
11 1,40 (3H, s) 29,6 C-12,C-1,C-2,C-6
12 1,19 (3H, s) 37,1 C-11,C-1,C-2,C-6
13 1,50 (3H, s) 26,3 C-4,C-5,C-6
1’ 4,55 (1H,d,J=7,7) 98,2 C-5
2/ 3,18 - 74,8 -
3’ 3,38 - 78,0 -
4’ 3,28 - 71,4 -
5' 3,28 - 77,4 -
6'a 3,85 (1H, m) 62,4 -
6'b 3,68 (1H, m) 62,4 -

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMBC

11.9. Détermination structurale du composé B-9

L’examen des spectres RMN *H (Figures 111.91), HSQC (Figures 111.92) ainsi que les
spectres étalés montrent la présence d’un ensemble de signaux caractéristiques d’une entité

sucre. On reléve en effet :

o Un doublet a 6+ 4,30 ppm (1H ; J = 7,8 Hz), (8¢ 104,0 ppm) caractérisant la position
anomérique de ce sucre et indiquant sa configuration 3 et sa jonction a I’aglycone par

I’intermédiaire d’un atome d’oxygene. Ces noyaux seront donc notés H-1" et C-1".
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° Un doublet de doublets (1H ; J =11,9 ; 5,3 Hz) a 61 3,70 ppm et un multiplet a 61 3,90
ppm d’intégration 1H. Ces deux protons portés par le carbone résonnant a dc 62,4 ppm
sont attribuables a H-6'b et H-6'a respectivement. Leur carbone sera noté C-6'.

o Un doublet de doublets (J =8,9; 7,8 Hz) a dn 3,20 ppm d’intégration 1H attribuable
a H-2’ vu la valeur de la constante de couplage 7,8 Hz qui ne peut résulter que de son
interaction avec H-1'. La résonance du carbone C-2' est alors relevée a 6c 74,8 ppm.

. Des signaux partiellement recouverts par le signal du méthanol résiduel a 6n 3,30 ;
3,38 et 3,38 ppm portés par les carbones dc 77,7 ; 71,2 et 77.8 ppm relatifs aux protons
H-3', H-4' et H-5' respectivement.

Figure 111.91. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-9
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Figure 111.92. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-9

Figure 111.93. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-9
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Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce sucre qui est donc un
hexose sont en faveur d’un groupement O-B-D-glucopyranosyle [Agrawal 1992]. On retiendra
donc, que cette molécule renferme un groupement O-B-D-glucopyranosyle.

Sur le spectre HMBC, on reléve une corrélation nette entre le proton anomérique H-1’
du groupement O-B-D-glucopyranosyle et le carbone d’un methyléne résonnant a d¢ 69,9 ppm
; cette observation indique que I’aglycone du composé B-9 est substituée par I’entité sucre en
cette position que nous noterons C-1. Les deux protons portés par C-1 résonnent a on 3,58
(1H, dt, 3 =9,3, 7,3, H-1b), 3,90 (1H, m, H-1a). Toujours sur le spectre HMBC, le carbone C-
1 montre une corrélation avec les protons d’un groupement méthyléne résonnant sous forme
d’un quadruplet large a o 2,41 (J = 7,0 Hz). La valeur (7,0 Hz) de la constante de couplage
relevée dans ce signal étant trés proche d’une des constantes de couplage (7,3 Hz) relevées
dans le signal de H-1b indique que les protons de ce méthylene sont en position vicinale par
rapport & H-1b, en d’autres termes, il s’agit ici d’une corrélation HMBC en 2J . Nous

attribuerons, ce methyléne a la position C-2. La résonance du carbone C-2 est relevée a oc

28,3 ppm.
H-3’
H-4'
H-5’
H-1’ f \
H-6'a H-2

H-1a

H-2/
\ / H-6'b H-1b

Figure 111.94. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d;) du composé B-9
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H2m2$<47

-6'a/C-6' H-6'b/C-6'
H-6'a/C-6"V _
5 N
H-1a/C-1 H-1b/C-1
Corrélations du
sucre
H-1'/C-1'

Figure 111.95. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-9

Le spectre HMBC montre également que les protons H-1a et H>-2 correlent avec le
carbone d’un méthine oléfinique résonnant a 6¢ 125,6 ppm, il est évident que ce carbone ne
peut étre attribué qu’a la position C-3. Le signal de H-3 est relevé a 1 5,42 ppm sous forme
d’un multiplet. Le signal du carbone C-4 délimitant cette double liaison est repéré a dc 134,1
ppm, il s’agit d’un autre méthine oléfinique dont le proton noté H-4 résonne a 5,49 ppm sous
forme d’un multiplet. A noter que les déplacements chimiques de H-3 et H-4 étant trées
proches, leurs signaux montrent un effet de toit. On peut néanmoins relever dans les deux
signaux une constante de couplage de 10,8 Hz entre H-3 et H-4 indiquant une configuration
(2) de la double liaison entre C-3 et C-4. Un réexamen du spectre HMBC permet de relever
des correélations entre C-4 et les protons isochrones du méthyléne résonnant a 64 2,11 ppm
sous forme d’un quadruplet large (J = 7,5 Hz ) et les protons d’un groupement méthyle
résonnant a ox 1,00 ppm sous forme d’un triplet (J = 7,5). Ces observations indiquent
clairement que le groupement méthyléne représente la position C-5 et le groupement méthyle
représente la position C-6. Les résonnances des carbones C-5 et C-6 sont relevées a dc 21,1 et

14,1 ppm, respectivement.
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H-6

Hep4 H-3

Figure 111.96. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-9

on 5,42
! 1
811 5,49 on 1,00
dc 125,6
<« dc141 <—
H-3/C-3 dn 2,11
H-6/C-6
dc 134,1
H-4/C-4 6c 21

H-5/C-5

Figure 111.97. Etalement du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-9
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H-5/C-6
H-6/C-5
Corrélation
du glucoside
H-1'/C-1 O H-2/C-1
H-1/C-1" H-2'/C-1’
H-1/C-3 H-2/C-3 H-5/C-3
H-6/C-4

H-2/C-4  H-5/C-4

Figure 111.98. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-9

Les résultats spectroscopiques de cette analyse menent, a la structure du composé B-9
. (2)-3-hexenyl-O-B-D-glucopyranoside (Moon et al. 1996) (Figure 111.99).

Figure 111.99. Structure finale du composé B-9 :

(2)-3-hexenyl-O-p-D-glucopyranoside

L’ensembles des données spectroscopiques sont regroupées dans le tableau suivant :
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Tableau I11.9. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-9

Position

5!
6'a
6'b

d 'H (ppm)

3,90
3,58
2,41
5,42
5,49
2,11
1,00
4,30
3,20
3,38
3,28
3,28
3,85
3,68

Intégrations,
multiplicités, J (Hz)

(1H, m)
(1H, dt, J=9,3;7,3)

(2H, ql, J=7,0)
(1H, m)

(1H, m)
(2H,ql, J=7,5)
(3H,t,J=7,5)
(1H,d, J=7,8)

(1H,dd, J=8,9; 7,8)

(1H, m)
(1H, dd, J=11,9;5,3)

d °C (ppm)*

69,9
69,9
28,3
125,6
134,1
21,1
14,1
104,1
74,8
71,7
71,2
77,8
62,4
62,4

HMBC (ppm)

C-1,C-3
C-1,C-3,C-4
C-3,C4
C-5,C4

C-1

C-1, C-3

*§ 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMBC

11.10. Détermination structurale du compose A-10
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Ce composé se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol et a une
fluorescence noir violet sous lumiére de Wood (A = 365 nm) laissant envisager une structure

flavonique de types flavone ou flavonol 3-OR.

L’examen du spectre RMN *H (Figure 111.100) ainsi que le spectre étalé (Figure
[11.101) montrent la présence de signaux caractéristiques d’un flavonoide de type flavone que

’on peut identifier par :

. un singulet d’intégration 1H a on 6,56 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la
structure de type flavone.

o deux doublets d’intégration 1H, le premier a o1 6,23 ppm, le second & 6n 6,46 ppm
avec une constante de couplage J = 2,1 Hz (couplage méta), attribuables a H-6 et H-8

respectivement, indiquant ainsi un noyau A disubstitué en position C-5 et C-7.

Figure 111.100. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé A-10
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o trois protons aromatiques sous forme de :
- un doublet d’intégration 1H a 6n 6,92 ppm avec une constante de couplage J = 8,6
Hz, indiquant un couplage ortho, attribuable a H-5".
- un doublet d’intégration 1H a én 7,40 ppm avec une constante de couplage J = 2,2
Hz, attribuable a H-2'.
du composé A-10
-un doublet de doublets d’intégration 1H a on 7,42 ppm (J = 8,6 ; 2,2 Hz), attribuable

a H-6', indiquant ainsi un noyau B disubstitué en position C-3’ et C-4'.

H-2! H-3

I H-5'

Figure 111.101. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d,) du composé A-10

L’ensemble des données spectrales de RMN *H indique que le composé A-10 est une

flavone : 3°,4°,5,7-tetrahydroxyflavone connue sous le nom de lutéoline (Figure 111.102).
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Figure 111.102. Structure du composé A-10 : lutéoline

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau I11.10.

Tableau 111.10. Données relatives au spectre RMN *H du composé A-10

Position & *H (ppm)

S
6
8
2
5
6’

6,56
6,23
6,46
7,40
6,92
7,42

Intégration, multitplicité, J (Hz)

(1H, s)

(1H,d, J=21)
(1H,d, J=21)
(1H,d, J=272)

(1H, d, J = 8,6)

(1H, dd, J=8,6;2,2)

11.11. Détermination structurale du compose B-11
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Ce composé se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol et a
une fluorescence noir violet sous lumiére de Wood (A = 365 nm) laissant envisager une

flavone.

Le spectre RMN H (Figure 111.103) ainsi que le spectre étalé (Figure 111.104)
permettent d’observer des signaux entre 6 et 8 ppm caractéristiques des noyaux aromatiques
d’un flavonoide, ainsi que I’apparition de signaux entre 3,36 ppm et 5,10 ppm caractéristiques

d’une entité sucre. On reléve en effet,

o deux doublets d’intégration 2H chacun, le premier a 6+ 7,92 ppm et le second a 6H 6,94
ppm avec une constante de couplage J = 8,8 Hz due a un couplage ortho, attribués aux
protons H-2'" et H-6', H-3" et H-5' respectivement, indiquant un noyau B parasubstitué.

o deux doublets d’intégration 1H chacun a don 6,52 ppm et 6n 6,89 ppm avec une
constante de couplage J = 2,0 Hz due a un couplage méta, attribués aux protons H-6 et
H-8 respectivement, indiquant un noyau A substitué dans les positions 5 et 7.

o un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a dn 6,67 ppm attribuable au
proton H-3.
o des signaux caractéristiques des protons du sucre a :

- 0H 3,36 ppm, 3,57 ppm, 3,66 ppm, et 3,90 ppm attribuables aux protons H-4", H-2",
H-3" et H-5", respectivement

- 01 4,08 ppm, un doublet de doublets d’intégration 1H (J = 11,5; 6,0 Hz) et on 4,17
ppm un autre doublet de doublets d’intégration 1H (J = 11,5 ; 4,4 Hz), attribuables a
H-6"b et

H-6"a respectivement.

- 81 5,10 ppm, un signal sous forme d’un doublet (J ~ 7 Hz) partiellement recouvert
par le signal de I’eau de contamination du méthanol-ds, attribuable au proton

anomérique H-1"".
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Figure 111.103. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-11

H-2'+ H-6'

l H-3~+H-5" H-3

\ H-8 H-6

H-1"

Protons du
glucoside

Figure 111.104. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d;) du composé B-11
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A ce stade de notre analyse, il apparait clairement que nous sommes en présence de
I’apigénine substituée par un groupement O-B-glycopyranoside. Il ne nous reste plus qu’a
déterminer la nature de notre sucre et localiser ce substituant qui sera soit en C-5, soit en C-7

soit en C-4’ du squelette de notre aglycone 1’apigénine.

La nature du sucre présent dans cette molécule a été déterminée par hydrolyse acide.
En effet, dans un tube a essai, un échantillon de 3 a 5 mg de ce produit est additionné d’une
solution d’acide chlorhydrique 6% (environ 10 mL) et chauffé dans un bain-marie pendant 45
minutes. Aprés refroidissement, la solution est extraite a 1’éther éthylique. La phase organique
contenant I’aglycone est séchée puis évaporée et conservée pour vérifier au besoin sa
structure. La phase aqueuse est concentrée et co-chromatographiée avec des sucres
authentiques. Dans notre cas, le Rs relevé pour ce sucre était parfaitement identique a celui du

glucose.

La position du groupement O-B-glucopyranoside sur le squelette apigénine a été mise
en évidence par I’enregistrement et 1’analyse de la série spectrale UV-Vis. En effet, I’étude de
la série spectrale UV (Figure 111.103) montre :

e Le maximum d’absorption de la bande I a 333 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

e [’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +
48 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse (effet hyperchrome) indique la présence
d’un OH libre en position 4.

e L'absence d’une nouvelle bande dans ce méme spectre entre 320-335 nm révele
I'absence d’un OH libre en position 7.

e L'absence de déplacement bathochrome de la bande Il en présence de NaOAc
confirme l'absence d’un OH libre en position 7.

e Le déplacement bathochrome de la bande | enregistré dans le milieu (MeOH+AICI53)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AA = + 49 nm) indique la présence d’un
OH libre en 5.

e L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres AlCl3
+ HCI et AICls, laisse prévoir ’absence d’un systéme ortho dihydroxylé sur le cycle B. Ceci
est confirmé par le spectre en présence de NaOAc et d’acide borique (H3BO3) qui ne montre

aucun déplacement bathochrome de la bande I.
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A T’issue de cette analyse, il est clair que le groupement O-f-glucopyranoside est en

position C-7.

Absorbance

Absorbance

Absorbance

0,3
o \] ¢ O H
jme M e OH+NaOH
e e OH+NaOH+5min

0,2

0,1

0.0—710 300 750 700

Longueur d'onde (nm)
0,20
MeOH
MeOH+AICI3
MeOH+AICI3+HCI|

0,15

0,10

0,05

0.00—77 300 350 700

Longueur d'onde (nm)
0.3
MeOH
MeOH+NaOAc
MeOH+NaOAc+H3BO3
0.2
0.1
0.0—>77 300 350 300

Longueur d'onde (nm)

Figure 111.105. Série spectrale UV du composé B-11
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Tableau 111.11. Donnees de la série UV-Vis du composé B-11

Réactifs Bande | Autres bande Bande Il Commentaires
flavone ou
MeOH 333 / 267 flavonol
substitué en 3
+NaOH 381 / 270 OH libre en 4'
+NaOH+5min 381 / 270 Stable
+AICl3 382 / 273 Pas de ortho di-
OH sur le cycle B
+AICI3/HCI 382 / 271 OHen5
+NaOAc 389 307 265 Absence OH en 7
Pas de ortho di-
+NaOAc/H3:BOs; 337 / 265 OHsur Bet A

Ces données permettent d’établir la structure de 1’apigénine -7-O-$- glucopyranoside
(Figure 111.106). 11 s’agit d’une flavone, plus précisemment un hétéroside, isolée
antérieurement de Centaurea furfuracea (Akkal et al. 2003). Cette molécule est isolée pour

la premiere fois de I’espéce Volutaria lippii.

Figure 111.106. Structure du composé B-11 :

apigenine-7-O-B-glucopyranoside
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L’ensemble de ces données relatives au spectre RMN H est reporté dans le tableau 111.12.

Tableau 111.12. Données relatives au spectre RMN *H du composé B-11

Position & *H (ppm) Intégration, multiplicité, J (Hz)
3 6,67 (1H, s)

6 6,52 (1H, d, J=2,0)

8 6,89 (1H, d, J=2,0)
2'et6’ 7,92 (2H, d, J=8,8)
3'et5 694 (2H, d, J=8,8)

1" 5,10 (1H,d, J~7)

2" 3,57 (1H)

3" 3,66 (1H)

4" 3,36 (1H)

5 3,90 (1H)

6''a 4,17 (1H,dd,J=11,5;4,4)
6''b 4,08 (1H,dd,J=11,5;6,0)

11.12. Détermination structurale du composé A-12

Le composé A-12 donne une fluorescence bleue sous lampe de Wood (A = 365 nm),

suggérant une structure d’un acide phénolique.
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Le spectre RMN 'H (Figures 111.107,108) montre des signaux caractéristiques d’un

noyau aromatique tri-substitué dans les positions 1, 3 et 4, avec notamment :

. Un singulet d’intégration 3H résonnant a én 3,78 ppm indiquant un groupement
methoxyle.

o Un doublet & 81 6,79 ppm (J = 8,0 Hz ;1H) et un singulet large a 61 7,05 ppm (1H)
attribuables a H-5 et H-2 respectivement.

. Un doublet large a 6+ 6,96 ppm (J = 8,0 Hz ; 1H) attribuable a H-6.

o Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a o1 6,28 ppm (J = 15,9 Hz) et le
second a &n 7,56 ppm (J = 15,9 Hz), les valeurs des déplacements chimiques et des
constantes de couplage de ces noyaux indiquent clairement la présence d'une double
liaison éthylénique de configuration trans dans la molécule. Ce systéeme de spins est
caractéristique des groupements de type cinnamique rencontres dans les acides

phénoliques.

Figure 111.107. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé A-12
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O-CHjs;
H-2

H-6
H-5

H-8
H-7

Figure 111.108. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé A-12

L’ensembles de ces données spectrales, et par comparaison avec la littérature, montre

qu’il s’agit de I’acide férulique (Sajjadi et al. 2012).

Figure 111.109. Structure du composé A-12 :

acide férulique
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L’ensemble des données RMN, est reporté dans le tableau 111.13.

Tableau 111.13. Données relatives au spectre RMN H du composé A-12

Position

O-CHs
2

5
6
7
8

8 'H (ppm)

3,78
7,05
6,79
6,96
7,56
6,28

Intégration, multiplité, J (Hz)

(3H,9)

(1H, sl)

(1H, d, J=8,0)
(1H, dl, J = 8,0)
(1H, d, J=15,9)
(1H, d, J=15,9)

11.13. Détermination structurale du composé A-13

Le composé A-13 donne, également, une fluorescence bleue sous lumiére de Wood (A

= 365 nm), suggérant une structure d’acide phénolique.

Le spectre RMN H (Figures 111.110,111) montre une similitude avec celui du produit

A-12 en remarquant I’absence du pic du groupement méthoxyle, des signaux caracteristiques

d’un noyau aromatique tri-substitué dans les positions 1, 3 et 4, avec notamment :

o Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier & o1 6,79 ppm dont la constante de

couplage (J = 8,2 Hz) est caractéristique d’un couplage ortho, et I’autre a én 7,05 ppm

dont la constante de couplage (J = 1,8 Hz) est caractéristique d’un couplage méta,

attribuables de ce fait a H-5 et H-2 respectivement.
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o Un doublet dédoublé d’intégration 1H, & 6n 6,94 ppm ou I’on reléve des constantes de
couplage (J = 8,2 ; 1,8 Hz) caractéristiques de couplages (ortho et méta), attribuable
de a H-6.

o Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 61 6,24 ppm et le second a on

7,51 ppm, montrant une constante de couplage (J = 15,9 Hz) caractéristique d’un
couplage entre deux protons d’une double liaison de configuration trans. Ces protons

sont attribuables de ce fait, a H-8 et H-7 respectivement.

Figure 111.110. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé A-13
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H-2 H-5

H-7 H-8

H-6

Figure 111.111. Etalement du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé A-13

L’ensembles de ces données spectrales, et par comparaison avec la littérature, montre

qu’il s’agit de I’acide cafeique (Lemoui et al. 2018) (Figure 111.112).

Figure 111.112. Structure du composé A-13 :

acide caféique
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L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau I11.14.

Tableau I11.14. Données relatives au spectre RMN *H du composé A-13

Position & H (ppm)

7,05
6,79
6,94
7,51
6,24

o ~N o o1 DN

Intégrations, multiplicités, J
(H2)

(1H,d,J=18)
(1H,d, J=8,2)
(1H,dd, J=82;1,8)
(1H, d, J = 15,9)
(1H, d, J = 15,9)

11.14. Détermination structurale du compose B-14

HSQC (Figure I111.114)

L’examen du spectre RMN *H (Figure 111.113) et le spectre relatif a ’expérience

(400 MHz, MeOH-da)

caractéristiques d’un noyau aromatique mono-substitué dont :

montrent la présence de signaux

Un signal d’intégration 2H a o1 7,45 ppm sous forme d’un doublet large (J = 7,1 Hz),

attribuables aux protons H-2 et H-6. Sur le spectre HSQC, la résonance commune des

carbones C-2 et C-6 est relevée a 6c 128,9 ppm,

Un triplet large d’intégration 1H a on 7,31 ppm (J = 7,1 Hz) attribuable & H-4, le

signal du carbone C-4 est localysé a 8¢ 128,5 ppm,

Un signal d’intégration 2H a 6n 7,36 ppm sous forme d’un triplet (J = 7,1 Hz)

attribuable aux protons H-3 et H-5. Sur le spectre HSQC, la résonance commune des

carbones C-3 et C-5 est relevée a 6c 128,8 ppm,
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. Deux doublets d’intégration 1H chacun et formant un systeme AM a on 4,70 ppm et
dn 4,96 ppm (J = 11,8 Hz). Ces deux protons sont portés par le méme carbone
résonnant a dc 71,5 ppm, ce qui est attendu vu la valeur de leur interaction de
couplage. Vu les valeurs de leurs déplacements chimiques, il s’agit d’un groupement
methylene oxygéné CH»-O. Sur le spectre HMBC, les protons de ce méthyléne montre
des taches de corrélation avec les carbones C-2 et C-6 du noyau aromatique, cette
corrélation permet de placer ce groupement oxyméthyléne en C-1 de ce noyau
aromatique dont la résonance est localisée a dc 138,6 ppm grace a I’analyse de ce
spectre HMBC. Ces deux protons seront alors notés H-7b et H-7a, respectivement et
leur carbone porteur C-7.

Figure 111.113. Spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-ds) du composé B-14
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Figure 111.114. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-14

Figure 111.115. Spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d.) du composé B-14
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Par ailleurs les spectres proton et HSQC montrent :

Un doublet a 81 4,38 ppm d’intégration 1H (J = 7,7 Hz) corrélant sur le spectre HSQC
au carbone résonnant a dc 103,0 ppm, orientant vers la présence d’une entité sucre
dans cette molécule, ou ce méthine serait la position anomérique (6n-1- 4,38 et dc.1-
103,0). A ce stade, vu les valeurs des déplacements chimiques des noyaux de la
position anomérique et vu la valeur de la constante de couplage relevée dans le signal
de H-1', on en déduit la présence d’un groupement —O-f-glycosidique. Ce groupement
sera attaché au methyléne précedemment annoncé (C-7), vu la corrélation présente sur
le spectre HMBC, entre C-1' et les protons H-7a et H-7b.

Deux doublets de doublets d’intégration 1H chacun a én 3,72 ppm (J = 11,9 ; 5,4 Hz)
et dn 3,93 ppm (J = 11,9 ; 1,8 Hz) ppm attribuables a H-6'b et H-6'a, respectivement.
On reléve la résonance du carbone C-6" de ce substituant sucre a 6c 62,5 ppm.

Un ensemble de multiplets dans I’intervalle 61 3,20 — 3,40 ppm attribuable aux
protons H-2', H-3', H-4', H-5' portes par des carbones résonnant a 6c 74,8 ;77,8 ; 71,3
et 77,7 ppm respectivement. Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de
cette entité sucre sont en parfait accord avec un sucre de type glucopyranoside
(Agrawal 1992).

H-7a H-1' H-5'

H-7b I-—I
H-6"a

H-6'b
H-4

Figure 111.116. Etalements du spectre RMN *H (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-14
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L’entité sucre attendue en position C-7 de cette molécule est donc un groupement :

-O-B-glucopyranoside.

C-3/H-3
C-5/ H-\E

C-2/H-2
C-6/H-6

C-4/H-4

C-6'/H-6'a C-6'/H-6'b
C-7/H-7b
Corrélations
C-7/H-7a du glucoside
C-1'/H-1'

Figure 111.117. Etalements du spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-14

H-2,6/C-7

H-3,5/C-2
H-4/C-2

H-3,5/C-1

H-1 /C-7
H-7a/C-1"
H-7a/C-2,6 H-7b/C-2,6
H-7a/C-1 H-7b/C-1

Figure 111.118. Etalement du spectre HMBC (400 MHz, MeOH-d4) du composé B-14
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Les corrélations HMBC H vers C sont présentées dans la figure 111.119.

Y

o f

Figure 111.119. Corrélations HMBC H vers C (MeOH-d4) du composé B-14

L’ensemble des données spectroscopiques est regroupé dans le tableau 111.15

Tableau 111.15. Données relatives aux spectres RMN *H, HSQC et HMBC du composé B-14

Position & 'H (ppm) Intégration,

1
2¢etb6
3etds
4

7a
7b

1

2

3

4’

5
6'a
6'b

7,45
7,36
7,31
4,96
4,70
4,38
3,27
3,38
3,33
3,30
3,93
3,72

multiplicité, J (Hz)
(2H, dI, J=7,1)
(2H,t,J=171)
(1H, tl, J=7,1)
(1H, d, J = 11,8)
(1H, d, J = 11,8)
(1H,d, J=7.7)

(1H, dd, J=11,9:; 1,8)
(1H, dd, J = 11,9 ; 5,4)

138,6
128,9
128,8
128,5
71,5
71,5
103,0
74,8
77,8
71,3
77
62,5
62,5

8 °C (ppm)* HMBC (ppm)

C-7,C-3etC-5
C-4,C-2¢et C-6,C-1
C-3etC-5 C-2et C-6
C-1',C-2 et C-6, C-1
C-1',C-2et C-6, C-1
C-7

C-1

* § 13C (ppm) obtenus par la combinaison des données des spectres HSQC et HMIBC
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Les données spectrales que nous avons obtenues menent a la molécule : phenyl-
methyl-O- B-D-Glucopyranoside (Ghosh et al. 2015) (Figure 111.120)

Figure 111.120. Structure finale du composé B-14 :
phenyl-methyl-O-p-D-Glucopyranoside

11.15. Conclusion

Les résultats de I’activité antioxydante portée sur les extraits n-butanol et acétate
d’éthyle de I’espéce Volutaria lippii nous ont encouragé a réaliser leur étude phytochimique
qui a conduit a ’isolement de 20 composés dont 14 ont été identifiés. Leur identification a éte
réalisée par la combinaison des données des expériences de RMN 1D et 2D (*H, COSY,
HSQC, HMBC), UV-Vis, la spectrométrie de masse avec ionisation par electrospray (-) [ESI-

MS (-)], et par comparaison avec les données de la littérature.
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Conclusion genérale

L’évaluation de I’activité antioxydante des trois extraits CHCIlz, AcOEt et n-BuOH
dérivés de I’extrait hydroalcoolique brut des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Volutaria
lippii (Asteraceae) par différentes méthodes (test du radical DPPH, test du radical cation
I’ABTS, test de blanchiment du B-caroténe et test de la capacité antioxydante par réduction de
cuivre CUPRAC) a montré que les extraits acétate d'éthyle et n-butanol possedent les

meilleures activités.

L’investigation phytochimique de ces extraits (acétate d'éthyle et n-butanol) a permis
d'isoler 20 produits par des techniques chromatographiques notamment la chromatographie
sur colonne (CC), la chromatographie sur couche mince (CCM) et la chromatographie liquide
a haute performance (CLHP). Parmi les composés isoles et purifiés, 14 appartenant a

différentes classes chimiques ont été caractérisés et décrits. Il s’agit de :

v 5 composés 1solés de I’extrait acétate d’éthyle :
e 11p,13-dihydrodeacylcynaropicrine
e Desacylcynaropicrine (isolée pour la 1ere fois de I’espéce Volutaria lippii)
e Luteoline
e Acide férulique (isolé pour la 1ére fois de I’espece Volutaria lippii)
e Acide caféique (isolé pour la lere fois de I’espéce Volutaria lippii)
v 9 composés isolés de I’extrait n-butanol :
e 3B-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-(6'-acetyl)-p-glucopyranoside
(molécule nouvelle, isolée et décrite pour la 1 fois dans la littérature)
e 3p-hydroxy-11g,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-B-glucopyranoside
(isolée pour la 1ére fois de I’espéce Volutaria lippii)
e Cynaropicrine
e Deacylcynaropicrine 8-O-[(S)-3-hydroxy-2-methylpropionate] (isolée pour la 1lére
fois de I’espéce Volutaria lippii)
e (6R,9R)-3-0x0-a-ionol-B-D-glucopyranoside (isolé pour la lére fois de 1’espéce
Volutaria lippii)
e Lippianoside E
e (2)-3-hexenyl B-D-glucopyranoside (isolé pour la lére fois de I’espéce Volutaria

lippii)
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e Apigenin-7-O-glucoside (isolée pour la 1ére fois de I’espece Volutaria lippii)
e Phenyl-methyl-O-p-D-Glucopyranoside (isolé pour la 1lére fois de [I’espece

Volutaria lippii)

Les structures de toutes ces molécules ont été determinées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, COSY, HSQC, HMBC), UV-Vis, la
spectrométrie de masse avec ionisation par electrospray (-) [ESI-MS (-)], et par comparaison

avec les données de la littérature.

Nos résultats confirment bien la richesse et la diversité des espéces des genres
Volutaria et Centaurea en métabolites secondaires, et sont bien en accord avec les travaux

antérieurement publiés sur ces deux genres.

Ces travaux ont fait ’objet d’une publication internationale dans une revue de
catégorie A, deux communications internationales et une nationale dans des congres de

specialité.
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Résumeé

Ce travail concerne 1’étude de I’espece Volutaria lippii syn. Centaurea lippii,
appartenant a la famille Asteraceae ; une plante de la flore algérienne qui a fait 1’objet de trés

peu d’études antérieures.

Notre travail a commencé par la macération des parties aériennes (feuilles et fleurs)
dans le méthanol & 70%, suivie de filtration, de concentration et de dilution a I’eau distillée.
La solution obtenue a été soumise a des affrontements successifs par des solvants de polarité
croissante pour donner les extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol, dont les
polyphénols et les flavonoides totaux ont été quantifiés par les méthodes colorimétriques. Ces
tests ont montré que I’extrait acétate d’éthyle a la plus forte teneur suivi par I’extrait n-
butanol. En second lieu nous avons procédé a I’évaluation de leur activité antioxydante par les
tests de piégeage du radical DPPH et du radical cation I’ABTS, le test de blanchiment du -
caroténe et enfin le test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC). Le

meilleur résultat a été obtenu pour I’extrait acétate d’éthyle suivi de 1’extrait n-butanol.

Les résultats des analyses quantitatives et de I’évaluation de I’activité antioxydante de
ces extraits, nous ont encourages a procéder au fractionnement des extraits acétate d’éthyle et
n-butanol, cette étape a été réalisée sur colonne de gel de silice 60. Les fractions obtenues ont
été purifiees par chromatographie sur plaques préparatives de gel de silice et par HPLC semi-
préparative en phase inverse munie de détecteurs UV-Vis et IR. Ces expérimentations nous

ont permis I’isolement et la purification de vingt composés.

La détermination structurale de quatorze des composés isolés et purifiés a été
réalisée par la combinaison des techniques d’analyses spectroscopiques : RMN !H, HSQC,

HMBC et COSY, de spectrométrie de masse et de spectrophotométrie UV-Vis. Il s’agit de :

o Six lactones sesquiterpéniques dont une nouvelle et que nous décrivons pour la
premiere fois dans la littérature : 3B-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-
O-(6'-acetyl-B-glucopyranoside), trois décrites pour la premiére fois pour 1’espéce
Volutaria  lippii :  (3p-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-f-
glucopyranoside, desacylcynaropicrine, deacylcynaropicrine 8-O-[(S)-3-hydroxy-2-
methylpropionate]) et deux déja reportées pour cette espéce, 11p,13-

dihydrodeacylcynaropicrine et cynaropicrine.



J Deux mégastigmanes : décrits pour la premiére fois pour I’espéce Volutaria lippii,
(6R,9R)-3-0x0-a-ionol-p-D-glucopyranoside et lippianoside E

o Deux flavonoides : dont un est décrit pour la premiére fois pour ’espéce Volutaria
lippii (apigénine-7-O-glucoside) et la lutéoline

o Deux acides phénoliques : décrits pour la premicre fois pour I’espece Volutaria lippii
Acide caféique et acide férulique

. Un alcene glucosylé : décrit pour la premiére fois pour I’espéce Volutaria lippii (Z2)-3-
hexenyl O-p-D-glucopyranoside

. Un dérivé aromatique glucosylé : décrit pour la premiére fois pour ’espéce Volutaria

lippii (phenyl-methyl-O-B-D-glucopyranoside)

Mots clés : Volutaria lippii (L.); Activités antioxydantes; Analyses spectroscopiques ;

Lactones sesquiterpéniques ; Flavonoides.



Summary

This work concerns the study of the species Volutaria lippii syn. Centaurea lippii,
belonging to the Asteraceae family; a plant of the Algerian flora which has been the subject of

very few previous studies.

Our work began with the maceration of the aerial parts (leaves and flowers) in 70%
methanol, followed by filtration, concentration and dilution with distilled water. The solution
obtained was subjected to successive extractions with solvents of increasing polarity to give
the chloroform, ethyl acetate and n-butanol extracts, whose polyphenols and total flavonoids
were quantified by colorimetric methods. These tests showed that the ethyl acetate extract has
the highest content followed by the n-butanol extract. Secondly we proceeded to the
evaluation of their antioxidant activity by the scavenging tests of the DPPH radical and the
cation radical ABTS, the bleaching test of B-carotene and finally the test of cupric reducing
antioxidant capacity (CUPRAC). The best result was obtained for the ethyl acetate extract

followed by the n-butanol extract.

The results of the quantitative analyses and the evaluation of the antioxidant activity of
these extracts, encouraged us to proceed with the fractionation of the ethyl acetate and n-
butanol extracts, this step was carried out on columns of silica gel 60. The fractions obtained
were purified by chromatography on preparative silica gel plates and by semi-preparative
HPLC in reverse phase equipped with UV-Vis and IR detectors. These experiments allowed

us to isolate and purify twenty compounds.

The structural determination of fourteen of the isolated and purified compounds was carried
out by combining spectroscopic analysis techniques: 1H NMR, HSQC, HMBC and COSY,

mass spectrometry and UV-Vis spectrophotometry. These compounds were:

e Six sesquiterpene lactones including a new one that we describe for the first time in the
literature: 3B-hydroxy-11p,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-(6'-acetyl-p-
glucopyranoside), three described for the first time for the species Volutaria lippii: (3B-
hydroxy-11,13-dihydrodehydrocostuslactone 8a-O-B-glucopyranoside,
desacylcynaropicrin, deacylcynaropicrin 8-O-[(S)-3-hydroxy-2-methylpropionate]) and two

already reported for this species, 113,13-dihydrodeacylcynaropicrin and cynaropicrin.



e Two megastigmanes: described for the first time for the species Volutaria lippii,
(6R,9R)-3-0x0-a-ionol-p-D-glucopyranoside and lippianoside E

e Two flavonoids: one of which is described for the first time for the species Volutaria
lippii (apigenin-7-O-glucoside) and luteolin

e Two phenolic acids: described for the first time for the species Volutaria lippii, caffeic
acid and ferulic acid

e A glucosylated alkene: described for the first time for the species Volutaria lippii, (Z)-3-
hexenyl O-B-D-glucopyranoside)

e A glucosylated aromatic derivative: described for the first time for the species

Volutaria lippii, phenyl-methyl-O-p-D-Glucopyranoside

Key words: Volutaria lippii (L.); Antioxidant activities; Spectroscopic analyses;

Sesquiterpene lactones; Flavonoids.
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