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Conclusion générale

Le but principal de notre travail est d’isoler et d’identifier les métabolites secondaires
de type flavonoides notamment les isoflavonoides de deux espéces du genre Genista, G.

saharae Coss. & Dur. et G. ferox Poirret, appartenant a la flore algérienne.

Notre choix pour ces deux espéces est justifié par le fait qu’elles sont toutes les deux
endémiques et riches en composés phénoliques notamment les isoflavonoides connus pour

leurs activités biologiques diverses.

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes des deux espéces, concentration
et affrontement au CHCl;, AcOEt et n-butanol successivement, nous avons soumis les divers
extraits organiques obtenus a la batterie chromatographique notamment la chromatographie
sur colonne de gel de silice, sur plaques préparatives de gel de silice et de polyamide, et sur
papier Whatman III. Les structures des produits isolés ont ét¢ déterminées par la
combinaison des différentes méthodes spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-Visible,
la RMN et ses séquences, bidimensionnelle COSY IH—IH, XHCOR, COLOC ainsi que la

spectrométrie de masse IE et FAB.

L’étude phytochimique menée sur G. saharae a permis 1’obtention de 24 produits purs.
Parmi lesquels nous avons établi a I’heure actuelle la structure de neuf.
Il s’agit de :
» cinq isoflavones dont trois C-glucosylées, une de ces isoflavones, d’une
originalité absolue a fait I’objet d’une publication internationale.
» trois flavones.

> Un flavonol.

L’étude phytochimique menée sur G. ferox a permis 1’isolement et la détermination
structurale de la composante semi-polaire :
» du phytol,
» du B-sitostérol
» de trois flavones

» d’une isoflavone.
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De la composante polaire, nous avons pu obtenir treize produits a 1’état pur.

Les résultats obtenus montrent que ces deux espéces sont riches en composés
phénoliques notamment les isoflavones (génistéine et ses dérivés) dont de nombreuses
publications scientifiques soulignent des propriétés biologiques remarquables (anticancéreux

et spécialement phytooestrogene...).
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INTRODUCTION GENERALE :

Depuis les temps les plus reculés, I’Homme a utilisé des plantes, d’abord pour se
nourrir, puis pour se soigner. Aprés de nombreux tatonnements successifs au cours des
siecles, une premiere distinction a pu étre faite entre plantes comestibles et plantes toxiques.
Au cours du temps, d’autres constatations ont permis de sélectionner des plantes pour
soigner des maladies et d’autres plantes pour soigner d’autres maladies. Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes comme
source essentielle de médicaments. Jusqu'au début du XX°™ siécle, presque tous les

médicaments étaient d'origine végétale.

De nos jours, de trés nombreuses plantes sont utilisées par une majorité des habitants
du globe en médecine traditionnelle de facon empirique (pas de bases scientifiques,
"simplement” I'observation au cours des siecles). Les plantes (entieres ou parties) ayant une
activité thérapeutique reconnue, sont inscrites & la Pharmacopée (registre officiel
précisant la définition et le contrble des matiéres premieres utilisées a des fins

thérapeutiques). Certaines plantes citées en pharmacopée sont utilisées en :

% phytothérapie (plantes entieres ou parties de plantes, ex. tisanes),

< aromathérapie (huiles essentielles ou essences),

¢ gemmothérapie (bourgeons),

% homéopathie (la plupart des médicaments homéopathiques),

+ allopathie (présence d'extraits végétaux dans certaines spécialités, molécules actives

extraites de plantes...).

Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les
plantes sont extrémement complexes du point de vue de leur composition chimique. On
estime qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents, dont quelques-
uns seulement (ou parfois un seul) sont responsables de I’effet thérapeutique ou de I’effet
toxique [1]. Il est donc indispensable de connaitre les principes actifs des plantes
medicinales afin d’étudier leur efficacite, leur mode d’action et bien entendu leurs effets

secondaires sur la santé humaine.



Dans le cadre de la recherche de molécules nouvelles d’origine végétale a activites
biologiques, plusieurs critéres sont pris en considération, le plus utilisé reste leur emploi en

medecine traditionnelle et populaire.

Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est trés long et nécessite un
travail d’équipes pluridisciplinaires (botanistes, chimistes, ethnologues etc....), le travail de
phytochimiste concerne essentiellement I’isolement, la purification et enfin la détermination

structurale du produit isolé, et c’est dans cet axe que notre contribution peut s’inscrire.

Le régne végétal avec ses 400.000 a 500.000 espéces représente une source inépuisable
de molécules actives, et le potentiel des plantes comme source de nouveaux médicaments

reste immense.

La flore Algérienne avec ses 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques
dont 15% endémiques [2], reste trés peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le

plan pharmacologique.

Le genre Genista appartient a la famille des légumineuses (fabales), sous famille des
papilionacées (fabacées), tribu des genistées (genisteae) a fait I’objet de nombreuses études
phytochimiques. Ces travaux ont permis I’isolement de plusieurs types de produits dont les
plus majoritaires sont les alcaloides [3-6], et les composés phénoliques notamment les

flavonoides et les isoflavonoides [7-10].

Le sol algérien compte 16 especes de ce genre dont 11 endémiques [2], nos
investigations bibliographiques, ont montré que trés peu d’études phytochimiques ont été
mené sur ces especes, c’est ce qui nous a encouragé a entreprendre ce travail a la recherche

de nouvelles molécules a activité biologique potentielle.

Les composés phénoliques sont largement présents dans le régne végétal. Parmi eux,
les flavonoides et les isoflavonoides forment une catégorie importante, aux propriétés

multiples.

Ces composés issus du métabolisme secondaire font I’objet de nombreuses recherches
orientées en particulier sur la connaissance de leurs structures chimiques et de leurs

propriétés thérapeutiques.



Ce travail s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche lancé par notre laboratoire
qui a pour but I’étude systématique des espéces du genre Genista et consiste en I’extraction,
I’isolement et I’identification des meétabolites secondaires notamment les flavonoides et les
isoflavonoides.

La présentation de nos travaux peut étre répartie comme suit :

Une premiére partie, bibliographique, Comportant deux chapitres dont :

> Le premier consacré a une présentation botanique de la famille des légumineuses
(fabales), au genre Genista, aux travaux phytochimiques antérieurs relatifs aux
métabolites secondaires les plus courants, reporte également les résultats relatifs aux
activités biologiques et toxiques de ces plantes.

» Le deuxiéme consacré a I’étude bibliographique des métabolites secondaires
(flavonoides et isoflavonoides), les différents squelettes flavoniques, leur biogenése,
leur diversité structurale et leur intérét thérapeutique, reporte également toutes les
démarches et les méthodes nécessaire a la séparation, la purification et
I’établissement de structures de cette famille de substances naturelles.

Une deuxiéme partie, expérimentale, consacrée a la présentation de nos travaux personnels,
comporte :
» Le troisieme chapitre qui consiste en la présentation des techniques d’isolement, et de
purification des flavonoides et isoflavonoides des deux especes étudiées: Genista
saharae Coss. & Dur. et Genista ferox Poirret.

» Le quatrieme chapitre qui renferme la discussion des résultats obtenus.

Enfin une conclusion genérale.
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I[-1- LA FAMILLE DES LEGUMINEUSES

I-1-1 : GENERALITES:

L’origine de cette famille se trouve chez les rosacées a gousse appelées par les
premiers botanistes ‘légume” d’ou le nom donné a la famille [1]. Elles ont des feuilles
simples ou composées, ordinairement alternes et stipulées, les fleurs sont du type 5 avec 2
verticilles d’étamines mais un seul carpelle qui donnera une gousse bivalve ou légume |2,
3].

L’immense famille des légumineuses, communément appelées fabales [4] est souvent
considérée comme un ordre indépendant. C’est aprés, les composées et les orchidées, la
famille la plus importante du régne végétal, on y compte 700 genres et 17.000 espéces

environ, répandus dans le monde entier [3].

I-1-2 : CLASSIFICATION:

En fait, les spécialistes s’accordent a classer cette superfamille en trois groupes se
rejoignant sur le principe et ne s’entendant pas sur le rang taxinomique a donner a ces
groupes, certains font de I’ensemble une famille “ Leguminosae juss.” ou “ Fabales ” et le
divise en trois sous familles “ Caesalpinioideae, Mimosoideae et papilionoideae ==
Faboideae ”, d’autres font de ces trois groupes des familles “Caesalpiniaceae,
Mimosaceae et Fabaceae ” [5]:

» Les deux premicres (Caesalpiniaceae et Mimosaceae) : regroupent surtout des
buissons et des arbres tropicaux et sub-tropicaux comme: Mimosa, Acacia.

» La troisiéme (Fabaceae) : compte surtout des plantes herbacées, cosmopolites, elle
est particulierement bien représentée dans les zones tempérées comme: Tréefles, pois,

haricots,... etc. Cette dernicre fait I’objet de notre présente étude.

I-1-2-1: La sous famille des papilionacées ou fabacées :

C’est une sous famille exceptionnellement homogene, trés reconnaissable a ’aspect de
ces feuilles alternes, stipulées et composées pennées ; a celui de ses fleurs, a corolle dite en
“papillon” d’ou son nom “ papilionacées ”, les dix étamines sont souvent soudées, et les

graines sont dépourvues d’albumen [1- 3].



Les fabacées (papilionacées) constituent la sous-famille la plus nombreuse avec 350
genres et 10.400 especes environ [5, 6]. Elle est subdivisée en nombreuses tribus d’apres la
nature de I’androcée, les caractéres des gousses, des feuilles, etc. Ces tribus sont a leur tour

subdivisées en plusieurs genres.

I-1-3 : IMPORTANCE ECONOMIQUE DES FABACEES:

La vaste sous famille des fabacées regroupe de nombreuses plantes utiles recevant des

applications industrielles, alimentaires ou encore ornementales [7].

L’intérét agronomique des fabacées provient en premier lieu de leur aptitude a
s’associer a des bactéries du sol (Rhizobiacées), spécialement la bactérie « Rhizobium
leguminosafum », pour former des organes symbiotiques racinaires ‘nodules” au sein
desquels ces bactéries transforment 1’azote atmosphérique en une forme assimilable
par la plante, graice a quoi, les fabacées peuvent produire en abondance des protéines
végétales méme en 1’absence de fertilisation azotée. Pour cela, elles sont dites plantes

améliorantes [8, 9].

L’intérét alimentaire découle du fait que les fabacées constituent une source tres
importante de protéines et lipides et rentrent dans 1’alimentation humaine et animale [1, 10] :
» Protéagineux tels que le Pois (Pisum), la Féverole (Faba), le Haricot (Phoscolus), le
Pois chiche (Cicer) et les Lentilles (Ervum).
> Oléo protéagineux comme le Soja (Soja) et I’ Arachide (Arachis).
> Fourrages tels que les Luzernes (Medicago), le Sainfoin (Onobrychis) et le Trefle
(Trifolium).

L’intérét industriel résulte du fait que beaucoup d’especes de cette famille fournissent
des produits industriels tels que le Soja qui est utilisé a grande échelle dans 1’¢levage
industriel, les Derris et les Lonchocarpus qui donnent les roténoides insecticides [1].

On peut citer comme exemple les Derris, dont I’espéce Derris elliptica Benth. est

utilisée contre les parasites des animaux domestiques, des habitations et des végétaux [11].

D’autres especes produisent des substances colorantes, et d’autres sont utilisées en
parfumerie comme Pterocarpus santallinus [12]. Certaines espéces sont ornementales tels

que le Robinier, faux Acacia, Cytise, Glycine, ... etc. [6].



L’intérét pharmaceutique des fabacées est a son tour trés important vu le nombre élevé

d’espéces figurant dans les pharmacopées et donnant de nombreux produits utilisables en

thérapeutique [11-19].

I-1-4 : PLANTES MEDICINALES ET UTILISATION
THERAPEUTIQUE :

Beaucoup d’espéces de fabacées ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en

médecine

traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’especes

de treés grande importance alimentaire et ayant des propriétés médicinales : [13, 14].

*
L X4

X/
L X4

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

Trigonella foenum graecum (fenugrec) : Son nom vernaculaire halba. C’est une
plante herbacée originaire du Proche Orient, aujourd’hui largement cultivée. Le
fenugrec est utilisé dans le traitement des plaies, diarrhées, acné, déshydratation,
anémie, bronchite, rhumatismes, maux d'estomac, hypertension artérielle,
constipation. Cette plante est également consommée comme fortifiante par les
femmes aprés I'accouchement. Les graines ont des propriétés nutritives
importantes et des effets hypocholestérolémiants, elles sont traditionnellement
utilisées comme stimulant de I’appétit et pour la prise de poids.

Cicer arietinum (pois chiche) : Le pois chiche a des propriétés stimulantes, il
peut aussi soigner les plaies, la diarrhée et 1'acné.

Vicia faba (féve) : Les graines en usage interne soignent les gastralgies et le
pyrosis, en usage externe elles sont machées puis appliquées localement pour
soigner les abces.

Les lentilles sont utilisées pour soigner les briilures.

Ceratonia siligua dont le nom vernaculaire est « Kharrouba» (graine de
caroube), cette espece est connue pour ces propriétés antidiarrhétiques et
émollients.

Arachis hypogaea L. (Arachide) : ’huile d’Arachide est utilis¢é comme solvant
médicamenteux. Il a également des propriétés vitaminiques P : action
antihémorragique au niveau des capillaires [11].

Glycine soja Siebold et Zucc.: c’est une espéce de trés grande richesse en
protides. Pour cette raison, la farine de Soja est un ¢lément diététique intéressant

et entre dans la constitution de milieux de culture destinés a la production



d’antibiotiques. L’huile de Soja d’une trés grande importance économique est

utilisée en thérapeutique pour 1’alimentation parentérale [11].

Par ailleurs, on peut signaler que beaucoup d’autres especes non alimentaires ont des

applications médicales telles que :

X/
L X4

X/
L X4

Mucuna pruriens: il existe peu d’emplois traditionnels de cette plante,
cependant : - Des trichomes, ont été isolées la sérotonine et surtout la mucunaine,
enzyme libérant de 1’histamine et responsable de I’action urticante [15].

- Des graines, ont été obtenues plusieurs bases indoliques en particulier la L-
DOPA (dihydroxyphénylalanine) qui permet de soigner la maladie de Parkinson
et des maladies mentales [16]. Par ailleurs, ces graines ont montré une activité
hypoglycémiante et hypocholestérolémiante [17].

Pterocarpus soyauxii : Le décocté d’écorces est recommandé dans tous les cas de
dysenterie (diarrhée), dans certaines affections des voies respiratoires et pour
guérir les plaies en usage externe [12].

Crotolaria podocarpa D. C.: L’infusé de la partie aérienne est prescrit contre les
affections génitales [18].

Melilot : C’est une plante herbacée commune dans toute I’Europe. Deux especes
du mélilot sont trés abondantes, le Melilotus alba a fleurs blanches et le Melilotus
officinalis a fleurs jaunes (schéma I-1). L’extrait de mélilot a des propriétés
thérapeutiques, il diminue 1’cedéme et augmente le débit veineux et lymphatique,
il est indiqué pour améliorer les symptomes dans les cas des phlébites et autres
troubles circulatoires. Il est aussi utilis¢é pour le soulagement des crises
d’hémorroides [19].

En médecine traditionnelle, on attribue au mélilot des propriétés diurétiques,

antispasmodiques et antiseptiques des voies urinaires [19].



Melilotus alba Melilotus officinalis

Schéma I-1 : Photos des deux espéces de Méllilot

I-1-5 : TOXICITE DE CERIAINES FABACEES :

Un nombre non négligeable de fabacées est toxique et il est important de noter que son
ordre comporte plus de 16000 espéces dangereuses [5]. Apres avoir cité quelques espéces
d’intérét thérapeutique, il serait utile d’attirer I’attention sur un certain nombre d’espéces
dangereuses. Les parties le plus souvent incriminées dans les empoisonnements sont les
graines ou sont accumulés les principes toxiques.

% Physostigma venenosum : (féve de Calabar) (schéma I-2), elle est spontanée en
Afrique occidentale et est utilisée par les habitants locaux comme poison d’épreuve.
Le principal principe actif de cette espéce est la physostigmine 1 ou ésérine isolée
dés 1864. C’est un inhibiteur réversible des cholinestérases. Elle empéche la
destruction de I’acétylcholine et se comporte comme un parasympathomimétique
provoquant bradycardie, hypotension et autres effets comme vertiges, convulsions,

paralysie respiratoire [20].

Cependant la physostigmine reste intéressante dans la myasthénie et dans les soins a
donner aux malades empoisonnés par les organophosphates. Il a été reporté que la prise par
voie orale ou intraveineuse de physostigmine redonnait la mémoire aux patients atteints de

la maladie d’ Alzheimer [21].



X/
°

X/
L X4

Physostigmine ou ésérine isolée

de Physostigma venenosum

Tephrosia vogelii : elle est utilisée comme poison de péche. Les feuilles, les gousses
et les graines sont grossiérement pilées et jetées dans les cours d’eau préalablement
barrés. Les poissons meurent et remontent a la surface. Possédant des propriétés
insecticides, elle est utilisée pour la désinfection des animaux domestiques et les
habitations [22].

Certaines especes du genre Coronilles, sont toxiques a certains moments de leur
développement. Spontanément, le bétail évite de les consommer a ces périodes [3].
Le mélilot, déja cité, pour ses propriétés thérapeutiques devient toxique a de trés
fortes doses, il provoque divers troubles et se montre émétique. Lorsque le mélilot
moisit, la coumarine se transforme en dicoumarol, substance toxique utilisée pour

tuer les rats et les souris par hémorragie interne [23].
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I-1-6 : LES METABOLITES SECONDAIRES LES
PLUS COURANTS CHEZ LES FABACEES :

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que la majorité d’études
phytochimiques effectuées sur un nombre important d’especes de la famille des fabacées
certifie la richesse ainsi que la diversité structurale de ces derniéres en métabolites
secondaires tels que: les alcaloides [24-26], les coumarines [27], les composés
phénoliques de type flavonique et isoflavonique [28-35], et en petites quantités les
stéroides [36] et les saponosides [37].

Pour notre part, nous allons parler des métabolites secondaires les plus distribués dans
les différentes espeéces de la famille et qui sont les alcaloides, les coumarines, les

flavonoides et les isoflavonoides, ainsi que de leurs rdoles pharmacologiques.

I-1-6 - 1- Les alcaloides :

Le terme alcaloide a été introduit au début du XIX®™ siécle par Meisner [4]. Ce sont
des substances organiques d’origine naturelle (le plus souvent végétale), renfermant de
I’azote, généralement incorporé dans un systéme hétérocyclique. La plupart ont des
propriétés basiques. Il existe plusieurs types d’alcaloides, certains ont de structures trés

simples, d’autres de structures beaucoup plus complexes.

D’une manic¢re générale, les alcaloides sont des substances particuliérement
intéressantes pour leurs activités pharmacologiques trés variées ainsi que par leur
toxicité [38- 40]. Ils agissent en tant que :

% Dépresseurs au niveau du systéme nerveux central (morphine, scopolamine)

>

¢ Stimulants (caféine, strychnine)

L)

X/
o

Anesthésiques locaux (cocaine)
% Ganglioplégiques (spartéine, nicotine)

L)

» Parasympathomimétique (physostigmine ou €sérine, pilocarpine).

L)

Concernant la famille des fabacées, la production d’alcaloides est orientée vers trois

types :
- Alcaloides pyrrolizidiniques issus de Crotalaria spp.

11



- Alcaloides indolizidiniques extraits des genres : Astragalus, Oxytropis, Swainsona.
- Alcaloides quinolozidiniques qui caractérisent un grand nombre de genres de cette

famille tels que : Anagyrus, Cytisus, Genista, Laburnum, Lupinus, Spartium, etc. [5].

Ces alcaloides sont responsables, dans un certain nombre de cas de 1’activité et / ou de
la toxicité de ces especes. Dans ce qui suit nous allons citer certaines especes de la famille
de fabacées contenant des alcaloides.

¢ Diverses espéces de Crotalaria sont toxiques par la présence d’alcaloides
pyrrolizidiniques comme la pyrrolizidine 2, la supinidine 3, qui provoquent des
intoxications marquées par la toxicité hépatique et pulmonaire [41].
% Genét a balais, Cytisus scoparius L. Link., (Schéma I-3), cette espéce est une source
de la (-) spartéine 4, alcaloide quinolizidinique ganglioplégique et analeptique
cardiaque. Les autres alcaloides sont la lupanine 5 et ses dérivés ainsi que
I’ammodendrine 6 et ses dérivés [27].
% Cytise : (Cytisus laburnum L = Laburnumanagyroides Med) toutes les parties de la
plante renferment des alcaloides quinolizidiniques. Les graines sont caractérisées

par la présence majoritaire de la cytisine 7 a c6té de I’anagyrine 8 et I’ammodendrine

6 qui sont le plus souvent responsables d’intoxications [7].

Schéma I-3 : Photo de Cytisus scoparius

®,

%+ Lupins, Lupinus spp. (schéma I-4) : plusieurs espéces de ce genre renferment
dans leurs organes, surtout dans les graines, des alcaloides quinolizidiniques
tels que : la lupinine 9, la lupanine 5, I’anagyrine 8 [42]. De nombreuses
especes de Lupins doivent leur toxicité a I’anagyrine 8, alcaloide responsable
d’une activité tératogene chez les bovins [43].

12



Fleurs de Lupinus Lupinus angustifolius

Schéma I-4 : Photo de Lupinus

OH

Schéma I-5 : Structures chimiques de quelques alcaloides isolés de certaines espéces
de la famille des fabacées.
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1-1-6 - 2- Les coumarines :

Le nom de coumarine vient de « coumarou », nom vernaculaire de la “ féve Tonka ”
qui est le fruit d’un arbre de la Guyane (Dipteryx odorata Willd, syn. Coumarouna odorata
Aubl., Fabaceae). De ce fruit fiit isolée en 1820 pour la premiere fois une substance

cristalline odorante appelée coumarine 10 [44].

Les coumarines, des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7-
cinnamiques [4]. Elles existent sous forme libre ou encore liées a des sucres (hétérosides).
La coumarine et ses dérivés ont des actions photo biologiques [44], bactériostatiques et anti

fongiques [45- 47], comme ils ont un effet anti-oedémateux [48].

Toutes les especes de mélilot renferment — surtout dans les jeunes feuilles — du
mélilotoside 11, acide facilement hydrolysable par des enzymes pour donner la coumarine.
En cas de contamination par des champignons, les mélilots produisent un produit susceptible
d’étre métabolisé en un composé anticoagulant, le dicoumarol 12. C’est d’ailleurs a partir du
modele de ce composé végétal qu’on synthétise actuellement les anticoagulants

coumariniques utilisés en médecine [4, 49].

OH OH
O-glc C
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I-1-6 - 3- Les flavonoides et les isoflavonoides :

L’une des particularités importantes de la famille des fabacées est la production
des métabolites secondaires spécifiques appelés isoflavonoides impliqués dans la
signalisation symbiotique, dans les réactions de défense et présentant un grand intérét
pharmaceutique [50].

Ce sont des substances polyphénoliques d’une diversité structurale importante. Dans
ce qui suit nous allons nous limités a citer quelques exemples de flavonoides et

d’isoflavonoides isolés d’espéces de cette famille.

Tableau N° I-1: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés d’espéces

de la famille des fabacées.

Nom de Nom du produit isolé N° de Réf.

I’espéce structure

7-O-[B-D-apiofuranosyl-(1—5)-B-D-

Dalbergia | apiofuranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranoside] 13a
SisSOU | biochanine A 1 28
7-O-[B-D-apiofuranosyl-(1—5)-B-D- 13b
glucopyranoside] tectorégénine
7--O-B-glucoside 6’-methoxy-3’,4’- 14a
methylénedioxyisoflavone.
Retama 7-O-B-glucoside génistéine By | 2
sphaerocarpa —
Boissier "7 _5_p-glucoside daidzéine 14c
3-O-[B-D-glucosyl (1—2)- B-D-galactoside] 15a
kaempférol.
3-O-[B-D-glucosyl (1—2)- B-D-galactoside]
Trigonella | 7.0_g.D-glucoside kaempférol. 18
foenum- 15 %

3-O-[B-D-glucosyl (1>2)(6°’-O-acetyl)-B-D-

15¢c
graecum galactoside] 7-O-p-D-glucoside kaempférol o

3-O-[B-D-glucosyl (1—>2)-B-D-galactoside]

7-O-B-D-glucoside quercétine
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Tableau N°I-1: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés d’espéces

de la famille des fabacées (suite).

Nom de Nom du produit isolé N° de Réf.
I’espece structure
8-C-B-D-glucopyranoside génisteine 16a
Lupinus luteus | 8_C-B-D-glucopyranoside orobol = 16b .
8-C-glucopyranoside 4’-O-
glucopyranoside génistéine 1
5-methoxy 4’ ,7-di-O-glucopyranoside 175
Lupinus luteus | génistéine 7 | | 32
8-C-B-D-glucopyranoside génisteine 17c
7-O-glucopyranoside génistéine 17d
4’ ,7-di-O-glucopyranoside génistéine 17e
2’-hydroxy 7-O- glucopyranoside 8-C-
B-D-glucopyranoside génistéine 18
Lupinus 7-O-B-D-glucopyranoside génistéine 18b
polyphyllus 4’ 7-di-O-glucopyranoside génistéine 19¢
xarborens 8 |~ | 33
4’-O-glucopyranoside génistéine 18d
2’-hydroxy génistéine 18s
2’-hydroxy7-0-B-D-glucopyranoside 18
génistéine
2’, 5’ diméthoxy genistéine 19a
8-C-geranyl 4’-méthoxy génistéine 19b
Dalbergia 7-hydroxy 4’-methoxy isoflavone 19 19c 34
olivari 5, 7-dihydroxy 4’-methoxy isoflavone o 19d
4°, 5, 7-trihydroxyisoflavone 19e
5, 8-dihydroxy 4’-methoxy-6, 7- 208
Spartium methyléne dioxyisoflavone -
: 20 35
junceum 4’, 5, 8-trihydroxy 7-O-a-L-
rhamnopyranoside flavone 200
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GluO

16a | 16b

R1 R» R3
15| H glu-(1—-2)gal H
15b | glu glu-(1—2)gal H
15c | glu glu(1-2) H
(6>’0—Ac)gal
15d | glu glu-(1—2)gal OH

Schéma I-6 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
certaines especes de la famille des fabacées
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Ri | R | Rs | Rq
l17a | H H | glu | glu
17b [CH; | glu | H | glu
17c | H H | glu| H
17d | H | glu | H H
17e | H [ glu | H | glu

R, R,
19c H CH,
19d | OH | CHs
19¢ | OH H

Schéma 1-6 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
certaines espéces de la famille des fabacées (suite).
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[-2- LE GENRE GENISTA

I-2-1: INTRODUCTION :

Parmi les 700 genres de la famille des fabacées, en Algérie on trouve environ 53
genres et 337 espeéces [2]. Pour notre part, nous nous sommes intéressés dans ce travail au
genre Genista qui compte environ 150 espéces réparties en Europe et en région
méditerranéenne [51]. D’apres la bibliographie, ce genre montre une richesse en composés

phénoliques, notamment les isoflavonoides connus pour leurs activités biologiques diverses.

1-2-2 : GENERALITES :

Le genre Genista a été décrit pour la premicre fois par LINNE en 1753, il appartient a
la famille des légumineuses (fabales), sous-famille des papilionacées (fabacées) et a la tribu
des génistées [51].

Quezel et Santa en 1963 comptent pour ce genre 16 especes en Algérie dont 11

endémiques [2].

1-2-3 : DESCRIPTION DU GENRE :

Calice a 5 segments, les deux supérieurs libres ou soudés, les trois inférieurs formant
une lévre a 3 dents profondes, rarement calice campanulé a 5 dents subégales. Carcéne
oblongue, droite ou presque, biggibeuse latéralement. Etendard étroit, 10 étamines
monadelphes en tube non fondu, 5 longues et 5 courtes. Stigmate oblique. Gousse
déhiscente, variable. Arbrisseaux épineux ou parfois aphylles et junciformes. Feuilles 1-3

folioles, stipulées ou non, graines non arillées [2].

1-2-4 : DISTRIBUTION ET AIRE GEOGRAPHIQUE :

Le genre Genista est largement distribu¢ dans le bassin méditerranéen, en Europe et en
Afrique du nord (Libye, Tunisie, Algérie et Maroc). En Algérie, il est localis¢ dans la

région est et sud est et au grand Sahara [52].
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[-2-5 : CARACTERE CHIMIQUE DU GENRE
GENISTA :

D’apres 1’étude bibliographique que nous avons menée, les travaux phytochimiques
effectués sur le genre Genista ont permis essentiecllement 1’isolement d’alcaloides [53-56],
et de flavonoides notamment les isoflavonoides [57- 60]. Le tableau I-2 rassemble un

nombre d’espéces du genre Genista et leur contenu flavonique, les structures respectives

sont données dans le schéma I-7.

Tableau N°1-2: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes

espéces du genre Genista.

Nom de I’espéce Nom du composé isolé N"dela Réf.
structure
Génistéine 2la
Isoprunétine 21b
Wighteone 21c
Génistine 21d
Génisteone 21e

G. ephedroides | 8-C-glucoside génistéine 21 | 21f | 57
Alpinumisoflavone 21qg
Hydroxyalpinumisoflavone 21h
Apigénine 21i
Ephedroidine 21§
Isokaempféride 21k
8-C-glucosode génistéine 22a

G. cinerea 22 58
6-C-glucosode génistéine 22b
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Tableau N°1-2: quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes

espéces du genre Genista (suite).

. L N° de la .
Nom de I’espéce Nom du composé isolé Reéf

structure

Daidzéine 23a

Génistéine 23b
Isoprunétine 23c
7-0-B-D-glucopyranoside genistéine 23d
7-0O-B-D-glucopyranoside isoprunétine 23e

23
7,4’-di-O-B-D-glucopyranoside genistéine == | 23f 59

G. morisii 7,4°-di-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine 239
Lutéoline 23h
7-0-B-D-glucopyranoside lutéoline 23i

Orientine 23]

Vitexine 23k

Eriodictyol 231

Daidzéine 24a

[soprunétine 24b

Isoderrone 24c

Ficuisoflavone 24d

) Dihydroisoderrondiol 24e

G. corcica 24 60

Lutéoline 241

7-0-B- glucoside lutéoline 249

4’-0-B-glucoside luteoline 24h

Toxifoline 24i
5-methoxytoxifoline 24
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21a-21f

Schéma I-7 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes especes du genre Genista.

R:

R
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24e

Schéma I-7 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes especes du genre Genista (suite).
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Schéma I-7 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes espéces du genre Genista (suite).

1-2-6 : INTERET BIOLOGIQUE DU GENRE GENISTA :

La recherche bibliographique menée sur I’intérét biologique des espeéces du genre
Genista montre peu d’investigations réalisées dans ce domaine. Par ailleurs, ces travaux ont
pu mettre en évidence quelques intéréts pharmacologiques dont on peut citer :

- Une ¢étude faite par Harionov (1988) [61], qui a montré :
e que les extraits flavoniques des deux plantes médicinales, G. tinctoria et G.
sessilifolia ne sont pas toxiques a des doses <2000 mg/Kg.
e Aucune action oestrogénique ni androgénique n’a pu étre mis en évidence pour une
dose de 100 mg/Kg.
¢ le mélange flavonique de G. sessilifolia a une forte action anabolique et anti-

inflammatoire alors que celui de G. tinctoria ne montre aucune action.

- Une autre étude réalisée par Korpachov et ses collaborateurs (1995) [62] sur la fonction de
la thyroide a pu montré que 1’extrait flavonique de 1’espéce médicinale G. tinctoria
provoque une augmentation de la thyroxine de 19 a 31% chez les rats sains pour une dose

de 20 a 60 mg/Kg et garde un niveau normal chez les rats hypothyroidiens.
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II- 1-FLAVONOIDES ET ISOFLAVONOIDES

II-1- 1-GENERALITES:

- Les flavonoides : Cette catégorie de substances naturelles forme une grande partie
des métabolites secondaires d’un grand nombre de variétés de plantes supérieures. Ce sont
des composés naturels appartenant & la famille des polyphénols, formant ainsi I’ensemble
des substances les plus répandues. Ils possédent une diversité structurale trés importante. En

effet, plus de 6500 structures ont été identifiees [1].

Ces diverses structures se rencontrent aussi bien sous la forme libre (aglycone) que

sous forme de glycosides. Ils jouent un réle important dans la protection des plantes [2].

La structure chimique des flavonoides est basée principalement sur un squelette de 15
atomes de carbone constitué de deux noyaux benzéniques A et B reliés par une chaine en Cs
[3] (schéma I1-1).

/
B |
~
<)

Schéma 11-1: squelette de base des flavonoides

- Les isoflavonoides : Ils forment une sous classe tres large et trés distinguée des
flavonoides, toutes les molécules de ce groupe sont caractérisées par un squelette de 15
atomes de carbone comme les flavonoides mais réarrangé selon un motif 1, 2-
diphénylpropanique [4]. La distribution des isoflavonoides dans le regne végétal est trés
restreinte, elle est presque spécifique a la famille des fabales (légumineuses), sous famille

des fabacées (papilionacées) [4 - 6].

II-1-2- CLASSIFICATION :

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré
d’oxydation du cycle pyranique central (la chaine en Cj) [7], le noyau B est relié a

I’hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4 (schéma 11-2):
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Schéma 11-2 : différentes positions du cycle B sur I’hétérocycle C.

% Dans la position 2, le flavonoide est appelé flavane.

X/
L X4

= Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le flavonoide est
appelé flavanone.

= Si la liaison C,-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé
est nommé flavone.

= Si ce dernier est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est

désigné par le nom de flavonol.

4

Flavane o) Flavanone

OH

38

o  Flavone

Flavonol

Schéma 11-3 : structures de base de principaux types de flavonoides

Dans la position 3, le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.
= Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé

est désigné par le nom isoflavanol.
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Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement carbonyle, le composé

est appelé isoflavanone.

Si la liaison C,-C; dans le squelette de I’isoflavanone est insaturée le

composé est nommeé isoflavone.

Cr
I

Isoflavane Isoflavanone
® O C O
1

Isoflavanol Isoflavone

J

OH

Schéma 11-4 : structures de base de principaux types d’isoflavonoides

Parmi ces différents types de composés isoflavoniques, les plus distribués dans le
regne vegetal sont les isoflavones. Ces derniers peuvent étre classés en une douzaine de
types structuraux différenciés par leur degré d’oxydation et par I’existence d’hétérocycles
complémentaires. Diverses structures d’isoflavones ont été isolées d’un nombre important

d’espéces de la famille des fabacees [8].

+¢+ Dans la position 4 avec un carbonyle en C-2 et une insaturation entre C-3 et C-4, le

composé est dit néoflavone, ce type de composés est également appelé 4-aryl
coumarine. Il a été isolé de plusieurs espéces de la famille des fabacées [9], comme
exemple on peut citer quelques néoflavonoides isolés de Dalbergia volubilis
(fabacées) [10] :

- 25a: 3’, 7-dihydroxy-4’-méthoxy 4—phenyl-2H-1-benzopyrane-2-one.

- 25b: 37, 7-dihydroxy-4’, 5-diméthoxy 4—phenyl-2H-1-benzopyrane-2-one.

- 25¢c: 6-formyl-3’, 7-dihydroxy 4’, 5-diméthoxy 4—phenyl-2H-1-benzopyrane-2-one.
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Ri | R,
25a | H H
250 | H | OCHj,
25¢ | CHO | OCHs

Schéma 11-5 : quelques structures de néoflavonoides isolés de I’espéce
Dalbergia volubilis (fabacées).

Par ailleurs, selon le degré d’hybridation des carbones de la chaine en C-3 et le
mécanisme de cyclisation de cette chaine, on distingue d’autres squelettes flavoniques telles
que les chalcones, les dihydrochalcones et les aurones.

Le schéma I1-6 résume les différents groupes et sous groupes dérivés des flavonoides.

Schéma 11-6: Représentation des principaux groupes de flavonoides.
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I1-1-3- LA BIOSYNTHESE :

Les connaissances actuelles sur la biosynthése et la production des flavonoides
catalysée par des enzymes proviennent de plusieurs études réalisées par de nombreux
chercheurs [10-13]. Malgre leur diversité structurale importante, tous les flavonoides

semblent avoir une voie biosynthétique commune.

I1-1-3- 1- BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES :

L’enzyme clé pour la formation du squelette flavonoique est la chalcone synthase
(CHS) qui catalyse I’étape de condensation de trois unités acétate a partir de malolnyl-CoA
avec la 4-coumaroyl-CoA pour donner I’intermédiaire en C15, la 4, 2’, 4’, 6’-
tétrahydroxychalcone [13]. Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthése

des différentes classes de flavonoides.

OH
COOH

3 CH2 -|- CoA-S |

CO-S-CoA @)
4-Coumaroyl-CoA

Malonyl-CoA
\_ J

Chalcone
Synthase (CHS)

OH
HO OH

OH I

4.2' 4' 6'-tetrahydroxychalcone

Schéma 11-7: Voie biosynthétique conduisant aux chalcones.
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Dans les conditions physiologiques normales, la chalcone tend a s’isomériser
spontanément en flavanone. Cette isomérisation est catalysée par I’enzyme chalcone
isomérase (CHI). Des étapes ultérieures, surtout de méthoxylation, de glycosylation et
d’acylation emmeénent les flavonoides a la forme définitive dans laquelle ils se trouvent in

vivo [2].

Le tableau Il-1 rassemble la liste des enzymes impliquées dans les différentes étapes

de biosynthese des flavonoides présentées dans le schéma I11-8.

Tableau I1-1 : Liste des enzymes.

Numéro Abreviations L’enzyme
1 PAL Phénylalanine ammonia-lyase
2 CHS Chalcone synthase
3 CHI Chalcone isomerase
4 FNSI Flavone synthase I
5 FNSII Flavone synthase Il
6 DFR Dihydroflavonol-4-reductase
7 IFS Isoflavone synthase
8 FHT Flavanone-3-hydroxylase
9 ANS Anthocyanine synthase
10 FGT Flavonoid-3-O-glucosyl-transferase
11 FLS Flavonol synthase

35



Schéma 11-8 : Schéma illustrant la biosynthése des flavonoides
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I1-1-3- 2-BIOSYNTHESE DES ISOFLAVONOIDES :

Des progrées remarquables ont été fournis ces quelques dernieres années dans le but
d’élucider la biosynthese des isoflavones [14-18]. Le mécanisme proposé pour la
biosynthése des isoflavonoides forme une branche de la voie biosynthétique des flavonoides.

Les isoflavonoides proviennent de la flavanone intermédiaire centrale « naringénine
(4’, 5, 7-trihydroxyflavanone) dans le cas de la genistéine » et « liquiritigénine (4’, 7-
dihydroxy-flavanone) dans le cas de la daidzéine » qui sont omniprésentes dans les plantes.
Pour entrer dans la voie biosynthétique des isoflavonoides, la flavanone subit en premier lieu
le départ d’un radical hydrogéne a C-3 suivi de la migration du cycle B sous forme
radicalaire de C-2 a C-3 et I’hydroxylation du radical C-2. L’enzyme responsable de cette
transformation est I’isoflavonesynthase (IFS) [19, 20]. Le schéma 11-9 montre les différentes

étapes de formation de la génistéine.

OH
HO OH O
O | Chalcone Isomerase
CHI
OH O OH O
4,?2', 4', 6'-tetrahydroxtchalcone 5,7, 4-trihydroxyflavanone
[ naringénine]
2-Hydroxyisoflavanone NADPH, O,
synthase
Y IFS
HO @] — -
_ HO O.__OH
2-Hydroxyisoflavanone
-
Desydratase
OH (-H,0) OH O
5, 7, 4-trihydroxyisoflavone OH
(genistéine) B 2-hydroxyisoflavanone

Schéma 11-9 : Schéma illustrant le mécanisme réactionnel de la biosyntheése de
la génistéine par catalyse enzymatique [17-20]
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II-1-4- SUBSTITUTION DU SQUELETTE
FLAVONIQUE :

Les substitutions du squelette flavonique sont trés diversifiées, on y trouve notamment
des hydroxylations, des méthoxylations et des glycosylations. Les composés de chaque sous
groupe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants sur les deux

cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire [21].

I1-1-4-1- La O-substitution :
I1-1-4-1a- L’ hydroxylation :

D’une maniére genérale pour les flavones et les flavonols, et d’apres les réactions de
biogenése, les hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau A et I’hydroxyle en position 4’
du noyau B sont considérés comme originaux et existent avant la constitution du noyau
chalcone [22].

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3’ se fera aprés la fermeture de
I’hétérocycle C, c'est-a-dire aprés la formation du squelette chalcone, tandis que la
polyhydroxylation sur le noyau B (les positions 3’, 4’, 5°) se fera par le biais des

enzymes (hydroxylases) [14, 23].
Les positions 2’ et 6” du cycle B sont rarement hydroxylés [24].

Dans le cas des isoflavones, I’hydroxylation de la position 2° du cycle B conduit le
plus souvent en présence des enzymes spécifiques a la formation du ptérocarpane [25].

0
O catalyse
O enzymatique
HO

Isoflavane Pterocarpane

Schéma 11-10 : Transformation de I’isoflavane en pterocarpane
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I1-1-4-16- La méthoxylation :

La fixation du groupement méthyle se fait aprés celle du groupement hydroxyle et
nécessite la présence d’une enzyme (O-methyltransferase) qui joue le réle de transporteur a
partir de la S-adenosyl-methionine (SAM) qui représente le donneur du radical méthyle.

Cette transformation se fera avant la formation du noyau chalcone [14, 26].

Cette réaction de méthylation peut également se faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7,
8), noyau B (carbones 2’, 3’, 4’, 5”) et I’hétérocycle C (carbone 3) aprés la formation du

noyau chalcone dans le cas de flavones et flavonols [14].

Cependant, tres peu de rapports parlent de la relation isoflavone-methyltransferase. Par
ailleurs la méthylation de la position 5 du cycle A et la position 4’ du cycle B dans le cas de
I’isoflavone se fait grace a une enzyme séparée et purifiée par Khouri de I’espece Lupinus
luteus (fabacées) [27], on peut citer a titre d’exemple les deux isoflvones méthoxylés en
positions 4’ et 5 [28, 29].

OCH,
4'-0O-Méthylderrone isolée des 5-O- Méthylderrone isolée des
racines de Euchresia horsfieldii racines de Lupinus luteus

Schéma 11-11 : Exemples d’isoflavones méthoxylées.

I1-1-4-1c- La O-glycosylation :

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique
du sucre (glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose). La O-glycosylation se fait en
présence de I’enzyme Glucosyltransferase et un donneur de sucre comme UDP-Glu (Uridine
diphosphate glucose).

D’une maniere générale, I’hydroxyle de la position 7 constitue le site préférentiel de la
glycosylation dans le cas des flavones alors que dans le cas des flavonols c’est I’hydroxyle
de la position 3 [30].
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I11-1-4-2- La C-substitution :
I1-1-4-2a- La C-méthylation :

Le radical méthyle dans ce type de substitution va se lier directement au cycle

benzénique par une liaison carbone-carbone. Cette liaison est rencontrée en position C-6 ou

en position C-8, ou encore en position C-6 et C-8. L’enzyme catalysant la C-méthylation en

position 6 et / ou en position 8 est toujours inconnue [31].

I1-1-4-26- La C-glycosylation :

Les flavonoides C-glycosylés ne sont pas rares, on y trouve plus de 350 hétérosides
[5]. Dans ce type de composés, le sucre est lié directement au cycle benzénique par une

liaison carbone-carbone. Cette liaison resiste a I’hydrolyse acide [32].

D’une maniére générale, la liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position

C-6 et ou en position C-8.

I1-2- PROPRIETES DES FLAVONOIDES :

Connus pour leurs multiples réles, les composés phénoliques ont attirés I’attention
d’un grand nombre de chercheurs de differentes disciplines (biologistes, chimistes,
pharmaciens et médecins) ces deux dernieres décennies.

Des travaux ont montré que les flavonoides sont associés & de nombreux processus
physiologiques tels que la croissance cellulaire, la dormance des bourgeons, la floraison,
etc...[33, 34]. Un certain type de ces substances est responsable de la coloration des fleurs et
des fruits [35], d’autres dont I’absorption en UV est importante protegent la plante vis-a-vis

des rayons UV-B de la lumiére solaire [36].

D’autres études ont montré que les flavonoides interviennent dans la défense des
plantes comme agents protecteurs contre les invasions microbiennes [37, 38]. Certaines
études ont étendu cet effet a une activité antifongique [39]. Par ailleurs, beaucoup
d’isoflavonoides sont considérés comme des phytoalexines, connues pour leur réponse a

I’attaque microbienne [40].
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Des recherches ultérieures ont montré que la présence d’un type de substances ou d’un
groupe de substances forme un caractere spécifique d’un genre ou d’une famille de plantes
[41]. 1l a été remarqué la présence de certains groupes de flavonoides dans une famille de
plantes bien définie, comme les isoflavones qui caractérisent la famille des fabales, sous
famille des fabacées [42-44]. Cette caractéristique a pousser les botanistes a relier la

distribution de ce type de molécules et la classification systématique de ces plantes [42].

I1-3- INFLUENCE DES FLAVONOIDES SUR LA
SANTE HUMAINE :

De nombreuses études épidémiologiques ont montré qu’une alimentation riche en
polyphénols diminue le risque de cancers, d’affections cardiovasculaires et d’autres maladies
chroniques.

Ces effets sont confirmés dans diverses études :

e En ce qui concerne le cancer, il est établi qu’une consommation réguliére de fruits et
de Iégumes diminue le risque de cancer jusqu’a 50% [45].

e En ce qui concerne les maladies cardiovasculaires, les données relatives a I’influence
des flavonoides restent fragmentaires [46, 47], et les résultats ne sont pas
concluants [48].

e Leur interét comme antioxydants se manifeste egalement dans le domaine de la
protection contre le stress photo-oxydant cutané induit par I’exposition aux rayons

solaires [49].

De plus en plus de travaux tentent a I’heure actuelle de cerner les effets protecteurs de
certains aliments particuliers. C’est ainsi que le thé est I’objet de plusieurs études [50 - 55],

c’est I’une des principales sources d’apport de flavonoides [56].

Parmi les flavonoides dont les activités sont reconnues, on a des flavonols comme la
quercétine, le kaempférol, la myricétine et des flavones comme I’apigénine et la lutéoline.
Ces composés existent dans 28 légumes et 9 fruits dont les pommes, les oignons...etc. [57].

Les isoflavones, sont des molécules qu’on trouve en abondance dans les especes des
l[égumineuses et en particulier dans les grains de Soja [58- 61]. En effet, il a été montré
que 1 g de poudre de soja renferme environ 800 pg de daidzéine et plus de 500 pg de
génistéine [62].
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Des études épidémiologiques sur des femmes chinoises (420 personnes saines et 200
malades ayant le cancer du sein) ont montré qu’une alimentation riche en soja diminue

considérablement les risques d’attaque du cancer du sein [63].

Ces molécules, appelées aussi phyto-oestrogénes, ont fait I’objet de nombreux travaux
de recherche. En effet, des études épidémiologiques ont prouvé I’action de ce type de

molécules sur les risques de certains cancers et maladies du cceur [63, 64].

I1-4- RELATION STRUCTURE-REACTIVITE :
I1-4-1- Cas des flavones et flavonols:

La preuve des effets protecteurs des anti-oxydants est fondée sur diverses etudes. 1l a
été montré que les flavonoides agissent comme des fixateurs de plusieurs especes
oxydantes ; tel que I’anion peroxyde (O), le radical hydroxyle ou les radicaux peroxydes.
Les données de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations entre la
structure chimique du flavonoide et I’activité antioxydante :

e La présence du groupe hydroxyle 3-OH lié¢ a la double liaison C,=Cj;, et son
emplacement adjacent au groupement carbonyle de I’hétérocycle (C) en position C-4
est exigé pour la grande efficacité de I’activité antioxydante [65]. Cette activité
atteint son maximum quand le noyau B est substitué par un systeme
orthodihydroxyle.

e La O-methylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique réduit
I’activité antioxydante des flavonoides [66, 67].

e Les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3’, 4’ participent dans I’inhibition de
la peroxydation lipidique [56].

e La capacité antioxydante des flavonoides revient a leur aptitude a former des chélates
métal-ion, par I’ensemble (3-hydroxy, 4-0xo) ou (5-hydroxy, 4-0xo) [68].

e Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la double liaison C-2=C-3 qui sont des sites
potentiels de réactivité, sont essentiels pour I’activité inhibitrice des flavonoides de

I’enzyme Xanthine oxydase et du radical peroxyde produit par ce dernier [69].
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I1-4-2 : Cas des isoflavones :

Les activités biologiques diverses de la génistéine (4’, 5, 7-trihydroxyisoflavone) ont
fait I’objet de nombreuses études publiées durant les dix derniéres années. La majorité de ces
études ont porté sur les activités pharmacologiques de la génistéine comme inhibiteur de la
thyrosine kinase, des activités chimiopréventives contre les maladies du cancer et les

maladies cardiovasculaires et essentiellement I’activité phytoestrogénique [76, 40].

I1-4-3- Autres activités des polyphénols :

Les polyphénols, métabolites exclusivement d’origine végétale, apparaissent comme
des molécules d’un grand intérét. Ils démontrent des propriétés préventives contre un
nombre important de maladies. En effet, un nombre considérable d’études a mis en évidence
leurs diverses activités : anti-oxydantes ; antiradicalaires [70 - 72], anti-inflammatoires [73,
74], antihypertenseurs [75], anticancéreux [76], antiallergiques [77], antivirales [78], et

activité phytoestrogéne [40].

II-5 L'ETUDE CHIMIQUE DES FLAVONOIDES

II-5-1- EXTRACTION :

Dans la littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composes
phénoliques, notamment les flavonoides [5, 79]. L’une de ces méthodes est adoptée par notre
laboratoire, les étapes essentielles sont :

» Macération répétée du matériel végétal dans une solution hydroalcoolique (méthanol
ou éthanol).

» Extractions successives de type liquide-liquiude par des solvants de polarité
croissante. Les solvants les plus utilisés sont : le dichlorométhane ou le chloroforme
qui permettent I’extraction des aglycones méthoxylés et hydroxylés, I’acétate
d’éthyle qui permet I’extraction des aglycones polyhydroxylés et monoglycosylés, et
en dernier le n-butanol qui accéde aux hétérosides polyglycosylés et aussi les

hétérosides de type C-glycosyle.

> Les extraits obtenus sont ensuite évaporés a sec et pesés pour un éventuel traitement.
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I1-5-2- SEPARATION ET PURIFICATION :

La separation des composés phénoliques est fondée essentiellement sur les différentes

techniques chromatographiques telles que :

> la chromatographie liquide sur colonne (CC) : elle est basée sur I’utilisation d’une
phase stationnaire comme le silicagel, la cellulose ou le polyamide et une phase
mobile constituée par divers systemes de solvants comme éluant. Elle est la plus

utilisée pour la séparation des quantités de mélanges importantes et complexes [80].

> la chromatographie préparative sur papier (CP) : basée sur I’utilisation d’une surface
plane de cellulose considérée comme support maintenant par imprégnation une
phase stationnaire liquide, les systémes de solvants les plus utilisés dans cette
technique sont :
o L’acide acétique 15 et 30 % t constitue le systeme aqueux.
e Len-butanol / Acide acétique/ Eau (BAW) 4 /1/ 5 constitue le systeme
Organique {81].
> la chromatographie préparative sur couche mince (CCM), trés simple et trés rapide,
elle est utilisée aussi bien pour la séparation que pour la purification en utilisant les

diverses phases stationnaires et les systemes de solvants appropriés.

La purification ultime des composés phénoliques isolés se fait généralement sur une

colonne de Sephadex LH20 en utilisant le méthanol comme éluant.

I1-6- ANALYSE STRUCTURALE DES FLAVONOIDES :

I1-6-1- Généralités :

L’identification des structures flavoniques est basée essentiellement sur les différentes
techniques spectroscopiques telles que la résonance magnétique nucléaire (R.M.N.) avec ses
différents modes (*H, *C, DEPT, COSY, etc...), la spectrométrie de masse (SM) avec
différents types d’ionisation: impact éléctronique (IE), ionisation chimique (IC) et
bombardement des atomes accélérés (FAB) ainsi que la spectrophotométrie UV-Visible qui
reste la méthode de choix pour ce type de composés [81, 82,]. Elle donne des indications

importantes sur la nature du flavonoide et son mode de substitution. Toutefois, la
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fluorescence sous lumiere UV et les valeurs de leur Rs dans différents systéemes de solvants

donnent des informations utiles.

I1-6-2- Facteur de retardement et comportement chromatographique :

Ce facteur symbolisé par Ry est défini comme étant le rapport de la distance entre la
tache du produit et I’origine d’une part et la distance entre I’origine et le front de solvant

d’autre part.

La valeur du Ry varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueux), le type
de support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la forme du produit lui-
méme (aglycone ou glycosyle), ainsi que de la disposition des différents substituants sur le
squelette flavonique [80, 81, 83]. Le tableau suivant montre I’influence de la substitution du

squelette flavonique sur la valeur du Ry.

Tableau I1-2 : Larelation entre le R¢ et la structure flavonique.

Structure flavonique R¢

Augmentation des groupes | Rf diminue dans les systemes de solvants organiques

hydroxyles et augmente dans les systemes de solvant aqueux.

Méthylation des hydroxyles | Rf augmente dans les systemes de solvants organiques

et diminue dans les systemes de solvant aqueux.

_ Rs diminue dans les systémes de solvants organiques
Glycosylation .
et augmente dans les systéemes de solvants aqueux.

I1-6-3- La fluorescence sous lumiére de Wood :

L’absorption des substances flavoniques sous lumiére de Wood a la longueur d’onde
de 365 nm donne des renseignements préliminaires sur la structure chimique. Le tableau

suivant montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [81].
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Tableau 11-3 : Relation entre la fluorescence sous lumiere de
Wood et les structures flavoniques.

La fluorescence Les structures possibles

Violette noire Flavones avec 5, 6,7 ou 5,7, 8 trihydroxy flavone
Flavonol avec 3-OR.

Chalcones.

Bleue Flavone ou flavonol sans OH en 5.
Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jaune ou jaune terne | Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente | Isoflavones

Jaune-verte Aurones

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH

I1-6-4- La spectrophotométrie UV-Visible :

C’est la méthode la plus importante pour I’identification des structures flavoniques.
Elle est basée essentiellement sur I’enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique
(méthanol ou éthanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales [84]
(voir figure 11-6).

Absorption de la partie benzoyle Absorption de la partie cinnamoyle
bande 11 bande I

Figure 11-6 : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique
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» Bande 1 : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm, elle est
attribuée a I’absorption du systeme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du
groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc,
des renseignements sur les variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

» Bande Il : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, elle est
attribuée a I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du
groupement carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les variations

structurales du cycle A [80].

Le tableau I1-3 donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelques types de flavonoides.

Tableau 11-3 : Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides.

Tyr;tlea(\j/grc];)qﬂsosé Bande | Bande Il
flavone 320-350 250-270
flavonol 352-385 250-280
flavanone 300-330 245-275
isoflavone 300-330 Ep 245-275

Le maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la
position des groupements hydroxyles ou méthoxyles sur le squelette flavonique.
L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacé le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosyles fait déplacé ce

maximum vers des longueurs d’onde plus faibles [85].

Le spectre méthanolique d’un isoflavonoide est caractérisé par I’apparition de la
bande 1 sous forme d’un épaulement due a I’absence de la conjugaison entre le groupement

carbonyle et le noyau B [81].
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I1-6-4-1- Addition de réactifs (série spectrale UV):

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par addition d’un
certain nombre de réactifs tels que NaOH, NaOAc, AICIl3;, H3;BO3 et HCI. Ces derniers
réagissent avec les groupements hydroxyles par formation de complexes qui se traduira sur
le spectre UV par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes

d’absorption, permettant la localisation des hydroxyles libres sur le squelette flavonique.

I1-6-4- 1a- Spectre en présence de NaOH :

NaOH ou (NaOMe), une base forte, ionise tous les hydroxyles phénoliques du
squelette flavonique. Il en résulte un effet bathochrome sur les deux bandes 1 et 1l. Cet effet
est plus important sur la bande I. Les flavonoides tres hydroxylés sont instables en présence

de ce réactif, particuliérement pour les flavonols ayant un hydroxyle libre en 4°.

Ce déplacement bathochrome suivi d’une variation de I’intensité lumineuse de la
bande | renseigne sur le nombre et la position .des .hydroxyles libres [80]. L’ apparition
d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm par rapport au spectre MeOH, indique I’existence
d’un OH libreen 7.

Cependant, I’effet de NaOH sur les flavones et les flavonols est de détecter les

groupements hydroxyles dans les positions 3 et/ ou 4’ et 7.

Dans le cas des isoflavones hydroxylés sur le noyau A, le spectre montre apres
addition de NaOH un effet bathochrome des deux bandes | et Il. Si I’isoflavone est
orthodihydroxylée en 3’ et 4’ le spectre UV montre une réduction d’intensité avec le temps
[81]

I1-6-4- 16- Spectre en présence de NaOAc :

L’acétate de sodium, NaOAc, base faible ionise les hydroxyles phénoliques les plus
acides de la molécule, soit les groupes 7-OH, 4’-OH et 3-OH.
Un faible déplacement bathochrome de la bande Il des flavones, et des flavonols traduit la
présence d’un hydroxyle libre en 7. Cet effet peut étre perturbé par la présence d’autres

substituants en 6 ou en 8 [81].
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Dans le cas des isoflavones, le NaOAc ionise spécialement le groupement hydroxyle
en position 7 [81], ceci se traduit par un déplacement bathochrome de la bande Il (6-20 nm).

Si ce déplacement n’est pas significatif cela veut dire que le carbone 6 est oxygéné [81].

I1-6-4- 1c- Spectre en présence de NaOAc +H3BOs :

Pour réaliser ce spectre, I’acide borique (H3BOg3) est additionné a I’échantillon en
présence de NaOAc. Ce spectre renseigne sur la présence ou I’absence de systeme
orthodihydroxyle sur le cycle B (3, 4”) ou sur le cycle A (6, 7 ou 7, 8) suite a la formation
des cheélates dont I’effet se manifeste par un déplacement bathochrome de la bande | [81].

I1-6-4- 1d- Spectre en présence de AICG et ACL+HCL :

La présence du chlorure d’aluminium (AICI3) dans la solution méthanolique méne a la
formation de complexes entre les hydroxyles ortho du flavonoide d’une part et les
hydroxyles des positions 3 et 5 et la fonction carbonyle d’autre part. La formation de ces
complexes se traduit par un effet bathochrome de la bande | par rapport au spectre pris dans
le MeOH. Les complexes formés entre AICI; et les groupes ortho dihydroxyles des noyaux
aromatiques A et B sont instables et se décomposent en présence de HCI [85], par contre,
ceux formés entre AICI; et les hydroxyles 5-OH ou 3-OH et la fonction carbonyle sont
stables [86, 87]. Ces effets se manifestent sur le spectre UV par un déplacement
hypsochrome de la bande I. par rapport au spectre aprés addition de AICI; et un déplacement
bathochrome moins important par rapport au spectre dans le MeOH.
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Figure 11-7: Formation des différents types de complexes apres addition de AICI;

et en présence de HCI

I1-6-4-2 L hydrolyse acide des hétérosides :

Cette manipulation concerne dans un premier temps les flavonoides O-glycosylés, elle
renseigne sur la nature du sucre qui peut étre étudié une fois détaché ainsi que celle de
I’aglycone. L’identification du sucre se fait par co-chromatographie avec des solutions

authentiques.
Les hétérosides C-glycosylés résistent a I’hydrolyse acide, cette propriété permet de

différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés.
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I1-6-5- La Spectrométrie de masse :

Cette technique permet la détermination du pic moléculaire des aglycones qui donne
globalement le nombre et la nature des substituants hydroxyles ou méthoxyles [88, 89]
Les pics de fragmentation caractéristiques fournissent des renseignements utiles, notamment
sur les structures de substitution des noyaux A et B [90]. Cette technique connait un
veritable succes dans ce domaine avec le développement de divers mode d’ionisation

permettant I’analyse des structures glycosylés a I’état natif tels que la FAB, et I’électro-

spray.

De nos jours, la spectrométrie de masse trouve diverses applications grace au couplage
avec les technigues chromatographiques. Ces techniques de couplage permettent des

analyses tres rapide et tres rigoureuses.

I1-6-6- La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (R M.N.):

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire trouve un grand emploi pour la
détermination des structures flavoniques [91]. C’est une méthode précise et efficace, mais
nécessite une grande quantité du produit ce qui limite son utilisation par rapport aux autres

méthodes d’analyses.

- La RMN du proton (RMN *H) : elle informe sur I’environnement des différents protons
flavoniques qui résonent généralement entre 6 et 8 ppm elle permet de connaitre [91-95] :
» Laposition et le nombre de divers protons porte par le flavonoide,
» Le nombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique,

» Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.

- La RMN du carbone 13 (RMN 3C) : donne des informations utiles et parfois nécessaires
pour mieux identifier la molécule telles que [80, 95] :
» le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur
environnement,

» la connaissance de type des liaisons —C et / ou —O sucres,
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III-1- ETUDE CHIMIQUE DE GENISTA SAHARAE

II1- 1-1 : Etude bibliographique :

La recherche bibliographique que nous avons menée sur Genista saharae Coss.
& Dur. Section Spartidium Spach (Fabaceae), espéce endémique du Sahara, a montré une
étude sur celle poussant en Algérie montrant sa richesse en alcaloides [1]. Une investigation
de celle poussant en Libye a permis la description de deux isoflavones : la 4’-O-methyl-8-C-
B-D-glucopyranosylgénistéine 28 et la 8-C-pB-D-glucopyranosylgénistéine, dont une nouvelle

28 ainsi que deux alcaloides [2].

II1-1- 2 : Choix du matériel végétal :

Pour notre étude, plusieurs critéres ont guidés notre choix, parmi lesquels :

» L’endémisme de I’espéce G. saharae Coss. & Dur. au Sahara dont le climat et
le type d’écosysteme offrent des caractéristiques et des spécificités non
négligeables a la végétation,

» Notre intérét prononcé au genre Genista pour leur capacité d’accumulation de

molécules a activité biologique potentielle, notamment les isoflavonoides.
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III- 1- 3 : Place dans la systématique :

Embranchement R Spermaphytes

Sous-embranchement ______ |  Angiospermes

Classe —»  Dicotylédones

Ordre 5 Rosales

Famille — »  Légumineuses (Fabales)
Sous-famille __, Papilionacées (Fabacées)
Tribu _ , Genisteae

Genre ., Genista

Espéce __,  Saharae Coss. & Dur.

I11-1- 4 : Description botanique :

D’aprés Quezel et Santa (1963) [3], G. saharae Coss. & Dur. est une plante
endémique du Sahara a calice campanulé a 5 dents courtes subégales, presque glabre. Plante a
longs rameaux cylindriques et dréssées, haute de 1-2 métres. Inflorescence en grappe simple
ou composee, a fleurs trés espacées. Gousse polysperme, comprimée, stipulée, de 25-50 mm

de long. (Voir photo). Son nom vernaculaire « Tellegit ».

III-1- 5 : Répartition géographique :

Elle est commune au Sahara de 1’ Algérie et de la Libye.
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Figure III-1 : Photo de Genista saharae Coss. & Dur.

III-I- 6 : Protocole expérimental :

II1- I- 6-1 : Récolte du matériel végétal :

La plante a été récoltée de la région de Boussaada (sud algérien), au mois de mai 1998.
Aprés séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été

coupées en petits morceaux et pesées (680 g).
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III-I- 6 -2 : Extraction :

La quantité¢ de matériel végétal obtenue (680g) a subit une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 70 : 30 ; v/v) pendant 72 heures. Le premier extrait récupéré
est concentré sous pression réduite et une température modérée (environ 35 °C). La
macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 24

a 48 heures.

Les trois extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution
concentrée obtenue, on ajoute sous agitation magnétique 260 ml d’eau distillée et du
tétraacétate de plomb Pb(OAc)s jusqu’a disparition de la coloration verte au profit d’une
coloration marron. La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour
décantation. Cette décantation permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....
Apres filtration on obtient une solution aqueuse claire. Cette phase aqueuse subit une
extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en

commengant par le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les trois phases organiques récupérées sont séchées avec du Na,SO, anhydre puis
filtrées, concentrées sous pression réduite a sec et pesées. On obtient 4,85 g d’extrait pour la
phase chloroforme, 1,8 g d’extrait pour la phase acétate d’éthyle.

Durant la concentration de la phase n-butanol, nous avons constaté la formation d’un
précipité blanc que nous avons récupéré par filtration (2 g). Le filtrat est concentré pour

donner un extrait n-butanol de 30 g.

L’organigramme N° III-2 montre les différentes étapes du processus d’extraction.
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Maticre végétale
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v e _Filtration
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Figure I11-2 : Protocole d’extraction de G. saharae Coss. & Dur.
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II1-I- 6-3 : Séparation chromatographique :

ITI-I- 6-3a : Séparation et purification des composants de [extrait
chloroforme :

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous
avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée sur
une feuille d’Aluminium, la meilleure séparation obtenue était avec le systeme de solvant

Ether de pétrole/ Acétate d’éthyle (7 :3).

»  Séparation sur colonne :

Cette étape permet une séparation grossiere des molécules selon leur polarité. Le
résultat des tests chromatographiques nous a conduit a utiliser comme systeme d’élution

I’Ether de pétrole / Acétate d’éthyle / Acétone en gradient de polarité.

Une masse d’environ 3,8 g d’extrait chloroforme est déposée sur une colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans de 1’éther de pétrole. L’élution est
réalisée par un gradient de polarité¢ du systeme Ether de pétrole / Acétate d’éthyle / Acétone
en commengant par de 1’é¢ther de pétrole pur et en terminant par de 1’acétone pur avec un
fractionnement tous les 25 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de ’acide sulfurique et chauffées pendant 3

mn a 100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau III-1.
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chloroforme de G. saharae Coss.& Dur.

Tableau III-1: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait

Lot de

N°dela

Systéme d’élution

. . % Ether | % Acétate .
fractions fraction de pétrole | d’éthyle % Acétone
1-19 1 100 0 /
20-55 2 98 2 /
56-99 3 96,5 3,5 /
100-110 4 96 4 /
111-132 5 95,5 4,5 /
133-140 6 95 5 /
141-158 7 90 10 /
159-174 8 85 15 /
175-178 9 80 20 /
179-182 10 80 20 /
183-188 11 80 20 /
189-193 12 80 20 /
194-203 13 75 25 /
204-212 14 75 25 /
213-224 15 75 25 /
225-231 16 70 30 /
232-234 17 70 30 /
235-240 18 70 30 /
241-244 19 60 40 /
245-259 20 60 40 /
260-277 21 50 50 /
278-290 22 40 60 /
291-308 23 30 70 /
309-326 24 20 80 /
327-361 25 20 75 5
362-385 26 20 65 15
386-397 27 20 60 20
398-402 28 20 45 35
403-404 29 20 45 35
405-412 30 0 60 40
413-420 31 0 0 100
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Apres rassemblement selon les résultas du suivi analytique, les fractions sont testées
dans deux systemes différents qui sont : Cyclohexane / AcOEt et CH,Cl, / Acétone avec
différentes proportions. Ces tests nous ont permis de réaliser un second regroupement qui est

présenté dans le tableau II1-2.

Tableau III-2 : Regroupement final des fractions issues de la colonne chromatographique.

de Dextrait chloroforme de G. saharae Coss.& Dur.

N° des | Nom dela
Observations
fractions | fraction

1-3 SCI Graisses et cires
4-9 SC2 M¢élange complexe + chlorophylle

10-12 SC3 Me¢lange complexe

13-14 SC4 M¢lange complexe + chlorophylle

15-16 SC5 M¢élange séparable
17 SC6 M¢élange séparable (non traité car en quantité faible)
18 SC7 Mélange séparable

19-21 SC8 Mélange séparable

22-23 SC9 M¢élange séparable
24 SCI0 M¢élange complexe

25-27 SCI1 Mélange séparable

28-29 SCI2 Mélange séparable (non traité car en quantité faible)
30 SCI3 M¢élange complexe
31 SC14 M¢élange complexe + chlorophylle

Parmi les 14 fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions SC5, SC7,
SC8, SC9 et SC11 a cause soit de leur simplicité soit de leur poids relativement important.
Pour les fractions SC5, SC7, SC8 et SC9 la séparation a été effectuée sur couche mince quant
a la fraction SCI11, nous avons procédé¢ a une autre séparation sur colonne suivie de

purification sur couche mince.
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»  Séparation sur couche mince :

Fraction SCS5 :
La fraction SC5 de masse 21 mg a subit une séparation sur plaque de gel de silice, en
utilisant comme systéme d’élution : Nafta (hexane) / AcOEt (5 :1), les résultats obtenus sont

reportés sur le tableau I11-3.

Tableau III-3 : Résultat de séparation de la fraction SC5

Sous fraction Remarques
SCs1 (1,5 mg), produit pur
SC52 (0,8 mg), produit pur
SC53 (1.6 mg), produit pur de fluorescence orange sous 365 nm

Fraction SC7 :
De masse 12 mg, la fraction SC7 a subit une séparation sur plaque de gel de silice avec
le méme systeme d’¢élution que la fraction SC5 Nafta (hexane) / AcOEt (5 :1), les sous

fractions obtenues sont données dans le tableau I11-4:

Tableau II1-4 : Résultat de séparation de la fraction SC7

Sous fraction Remarques
SC71 (2,4 mg), produit pur de fluorescence violette sous 365 nm
SC72 (1,6 mg), produit pur
SC73 (1,4 mg), mélange de deux produits
SC74 (0,8 mg), mélange de deux produits

Fraction SC8 :
Une quantité de cette fraction de masse 71 mg a subit une séparation sur plaque de gel
de silice, en utilisant comme systéme d’élution : CH,Cl, / Acétone (9 :1), les résultats

obtenus sont rassemblés dans le tableau 111-5
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Tableau III-5: Résultat de séparation de la fraction SC8

Sous fraction Remarques
SC81 (1,3 mg) identique a SC71
SC82 (14,7 mg), produit pur de fluorescence violette sous 365 nm
SC83 (1,7 mg), produit pur
SC84 (5,4 mg), mélange de deux produits
Fraction SC9 :

Nous avons opté pour cette fraction a une premiere séparation sur couche mince de gel
de silice en utilisant comme systéme ¢luant CH,Cl, / Acétone (9 :1), Les résultats obtenus

sont reportées dans le tableau II1-6.

Tableau III-6 : Résultat de séparation de la fraction SC9

Sous fraction Remarques
SCI1 (1,3 mg) = SC82
SC92 (3 mg), produit pur, observable apres révélation
SC93 (1,5 mg), produit pur observable apres révélation.
SC9%4 (10 mg), mélange de deux produits
SC95 (15 mg), mélange.
SC96 (4,3 mg), produit pur de fluorescence jaune sous 365 nm

La sous fraction SC94 a subit une autre séparation sur couche mince de gel de silice
avec le systeme ¢éluant CH,Cly/Acétone (9 :1), pour donner le SC941 (1 mg) produit pur et le
SC942 (5mg) produit pur également.

La sous fraction SC95 a été purifiée sur couche mince avec le méme systéme que
précédemment, aprés trois €lutions successives, nous avons obtenu quatre autres produits qui

sont:
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- Le SC951 identique a SC82 et a SCI1.
- Le SC952 produit pur.

- Le SC953 produit pur a fluorescence violette sous 365 nm.

- Le SC954 produit pur identique a SC96.

Fraction SC11 :

C’est la fraction la plus importante du point de vue masse (165 mg), c’est la raison pour
laquelle nous avons procédé directement a une deuxiéme séparation sur colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) avec le systeme ¢luant CH,Cl, / Acétone en gradient

de polarité. Le tableau III-7 montre les résultats de cette colonne aprés regroupement des pots

selon les tests chromatographiques sur couche mince.

Tableau III-7 : Résultat de la séparation de la fraction SC11

Nom de Systéme éluant
Lot ) Observations
la fraction | % CH,Cl, | % Acétone
1-10 100 0
Me¢élange de produits en tres faible
11-13 SC111 95 5
quantité
14-17 90 10
18-23 90 10 Produit pur observable apres
SC112
24-28 85 15 révélation
29-36 SCI113 80 20 Produit pur correspond a SC954
37-47 75 25 _
Me¢élange de produits en tres faible
48-52 SC114 70 30
quantité
53-58 70 30
59-63 SCI115 50 50 Produit pur
Produit insoluble dans I’acétone
64-70 SC116 70 30
et dans le méthanol
71 SC117 0 100 M¢élange de deux produits

En conclusion, I’extrait chloroforme de 1’espéce G.saharae Coss. & Dur. a permis

I’obtention de 16 produits purs.
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ITI-1- 6-3-b : Séparation et purification des composants de [extrait
acétate d’éthyle :

Une étude chromatographique analytique par CLHP a été réalisée sur cet extrait en
utilisant une colonne Nucléosill C18 ¢luée par un systetme binaire eau / acétonitrile a
diverses proportions (phase inverse) aux valeurs successives 250, 340. La meilleure détection
a ¢té obtenue a la longueur d’onde A = 340 nm et la proportion 70 : 30 pour le systéme

d’¢lution (voir figure I11-3).

Le chromatogramme correspondant montre d’une part un contenu moyen de cet extrait
en compos¢ polaire et d’autre part, que ces composés polaires absorbent bien a la longueur

d’onde utilisée.
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Figure I11-3 : Chromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle de G. saharae Coss. & Dur.
(Conditions chromatographiques : systéme d’¢lution Acétonitrile / Eau 70 :30 ;

lampe de détection A =340 nm)
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Par ailleurs, I’enregistrement des spectres UV des pics : n°l (t, = 3,53 mn), n°2
(t:= 3,90 mn), n°3 (t,= 4,31 mn), n°7 (t.= 6,06 mn) montre que tous ces produits sont du type

flavonique (figure I11-4).
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Figure I11-4 : Spectres UV de quelques pics du chromatogramme de I’extrait

acétate d’éthyle de G. saharae Coss. & Dur.

> Séparation sur colonne :

Le résultat des tests chromatographiques obtenu en vue de la séparation sur colonne de
I’extrait acétate d’éthyle ont conduit a I’utilisation du systéme d’¢lution Cyclohexane /

Acétate d’éthyle / MeOH en gradient de polarité.

Environ 1,5 g d’extrait acétate d’éthyle sont déposés sur une colonne de gel de silice
(70-230 mesh, Merck) préparée dans le mélange cyclohexane / acétate d’éthyle (7 : 3). La

progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau I1I-8.
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Tableau III-8 : Résultat de la séparation par chromatographie sur colonne

de I’extrait acétate d’éthyle de G. saharae Coss. & Dur.

Lot de Systéme d’élution
fractions | % Cyclohexane | % Acétate d’éthyle | % Méthanol
1-19 70 30 /
20-45 60 40 /
46-71 55 45 /
72-96 50 50 /
97-121 40 60 /
122-139 30 70 /
140-163 20 80 /
164-181 10 90 /
182-204 / 100 /
205-232 / 95 5
233-256 / 90 10
257-281 / 85 15
282-308 / 80 20
309-326 / 50 50
327-350 / / 100

Le suivi de la composition des fractions a été effectué¢ par chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumi¢re UV
(254 et 365 nm), puis révélées avec de I’acide sulfurique et chauffées a 100 °C pendant 3 mn.

Les pots de méme composition sont rassemblés, on obtient 13 fractions (voir tableau I11-9).
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Tableau II1-9 : Résultat du rassemblement des fractions de la colonne

de I’extrait Acétate d’éthyle de G. saharae Coss. & Dur.

Pots Fractions Observations

1-27 SA1 Graisses et cires

28-37 SA2 Quantité insuffisante

38-63 SA3 Ce ne sont pas des flavonoides
64-121 SA4 Me¢élange séparable
122-214 SAS M¢élange sé€parable
215-222 SA6 Mélange complexe
223-227 SA7 M¢élange séparable
228-250 SAS Mélange séparable
251-262 SA9 M¢élange complexe
263-286 SA10 Me¢élange séparable
287-294 SA11 Me¢lange complexe
295-326 SA12 M¢élange complexe
327-350 SA13 M¢élange complexe

>  Séparation sur couche mince :

Pour des raisons de quantité, seules les fractions SA4, SAS et SA7 ont été traitées.

Fraction SA4 :

Cette fraction a subit une séparation sur couche mince en utilisant comme systéme
¢luant CHCl3/MeOH dans les proportions 7 :1. Le tableau III-10 montre le résultat de la
séparation :

Tableau III-10 : Résultat de séparation de la fraction SA4

Sous fraction Remarques
SA41 (4,6 mg), mélange de trois produits
SA42 (2,5 mg), mélange de deux produits
SA43 (6 mg), mélange de deux produits
SA44 (1,4 mg), produit pur
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SA45

(2,6 mg), mélange de deux produits

Fraction SAS :

Avec le méme systeme d’élution CHCl:/MeOH (5 :1), nous avons procédé a une

séparation sur plaque CCM avec 3 ¢€lutions successives. Le tableau III-11 montre le résultat

de la séparation :

Tableau III-11 : Résultat de séparation de la fraction SAS

Sous fraction Remarques
SAS1 (0,9 mg), mélange de trois produits
SA52 (2,2 mg), produit pur
SAS3 (1,4 mg), produit pur
SA54 (1,8 mg), mélange de deux produits

Fraction SA7 :

Cette fraction a subit une séparation sur couche mince en utilisant comme systéme

¢luant CHCl3/MeOH dans les proportions 5 :1. Les résultats relatifs a cette séparation sont

rassemblés dans le tableau I11-12

Tableau III-12 : Résultat de séparation de la fraction SA7

Sous fraction Remarques
SA71 (3,1 mg), mélange de trois produits
SA72 (1,9 mg), mélange de deux produits
SA73 (10,4 mg), produit pur
SA74 (2,3 mg), produit pur
SA75 (2,4 mg), mélange de deux produits
SA76 (3,1 mg), mélange de trois produits

Ainsi I’extrait acétate d’éthyle de G. saharae a permis 1’obtention de 5 produits a 1’état

pur et qui sont : SA44, SA52, SA53, SA73, SA74.
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ITI-1- 6-3c : Séparation et purification des composants du précipité de

[extrait n-butanol :

Comme signalé précédemment, au cours de la concentration du précipité n-butanol,
nous avons constaté la formation d’un précipité blanc que nous avons immédiatement
récupéré, filtré et rincé au dichlorométhane additionnée de quelques gouttes de méthanol pour

obtenir un produit pur sous forme d’une poudre blanche (SBO) .

La solution de ringage (CH,Cl, / MeOH) a ¢été concentrée pour donner une masse de
1.1 g. Cette masse a subit une chromatographie sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400
mesh, Merck) en gradient de polarité¢ avec Hexane / ACOEt / MeOH. Les résultats de cette

colonne sont regroupés dans le tableau I1I-13.

Tableau III-13 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la

solution de ringage du précipité n-butanol de G. saharae Coss. & Dur.

Eluant
Pots %Hexane | %AcOEt | Y%aMeOH
1-57 15 80 5

58-78 10 80 10
79-102 15 70 15
103-136 15 65 20
137-161 5 70 25
162-185 0 70 30
186-203 0 50 50

204-244 0 0 100

Le regroupement de ces fractions a ¢été fait sur la base des données de la
chromatographie sur couche mince avec des systemes adéquats. Le tableau I1I-14 résume les

résultats de cette opération.

76



Tableau III-14 : Le résultat du regroupement des fractions issues de la colonne de la

solution de ringage du précipité n-butanol de G. saharae Coss. & Dur.

N° Nom de la
des pots fraction Observations
1-72 SB1 Produit pur
73-100 SB2 Produit pur
101-112 SB3 Produit pur
113-121 SB4 Produit pur
122-210 SB5 M¢élange séparable
211-227 SB6 Me¢élange séparable
228-240 SB7 M¢élange complexe
241-244 SB8 M¢élange complexe

Ainsi cette colonne a permis d’isoler a 1’état pur quatre produits : SB1, SB2, SB3
et SB4. Une co-chromatographie sur couche mince de gel de silice et les spectres de RMN

1H ont permis de constater que SBO et SB4 sont identiques et que SB3 est identique a SA73.

Fractions SB5+SB6 :

Les fractions SB5 et SB6 de faible poids et de composition similaire ont été rassemblées
et chromatographiées sur plaques préparatives de polyamide DC6.6 éluées par le systéme
aqueux eau / méthanol / méthylethylcétone / acétylacétone (13 : 3 : 3 : 1) pour donner trois
produits a I’état de traces.

Concernant cette partie de I’extrait n-butanol de G. saharae Coss. & Dur., nous avons
pu isoler a I’état pur quatre produits qui sont SB1, SB2, SB3 et SB4. SB4 se trouve étre le
méme que SBO isolé précédemment sous forme de poudre blanche, on note également que

SB3 est identique a SA73 déja isolé de I’extrait acétate d’éthyle.

En résumé, d’aprés nos résultats, nous pouvons dire que ’espéce G. saharae est riche en
métabolites secondaires. Son étude phytochimique a permis 1’obtention de 24 produits purs
dont 21 produits de la composante semi-polaire (CHCI; et AcOEt) et 3 produits purs d’une
partie de la composante polaire (n-butanol). Parmi les trois produits, le SBO se trouve étre le
mieux accumulé par cette espece, en effet, il faut noter I’obtention d’une quantité d’environ

l,1g.
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I11-2- ETUDE CHIMIQUE DE GENISTA FEROX

I11-2- 1 : Etude bibliographique :

L’étude bibliographique menée sur G. ferox Poirret, espéce endémique de 1’ Afrique du

nord, a montré que cette plante n’a fait I’objet que d’une seule étude phytochimique qui a

révélée la présence d’alcaloides [4].

II1-2- 2 : Choix du matériel végétal :

Pour I’ensemble de nos études et de celle-ci en particulier notre choix est guidé par :

» L’endémisme de G. ferox Poirret au nord africain.

» L’insuffisance si ce n’est I’absence d’études phytochimiques concernant cette

espece. En effet, comme signaler plus haut, seule une investigation sommaire a été

réalisée [4].

» L’utilisation des parties aériennes de cette plante en médecine traditionnelle

notamment comme substance cicatrisante dans la région d’El-kala.

» Notre intérét prononcé, comme signalé précédemment, au genre Genista pour leur

capacité d’accumulation de molécules a activité biologique potentielle, notamment les

isoflavonoides.

I11-2- 3 : Place dans la systématique :

Embranchement - 5

Sous-embranchement

Classe - 5
Ordre -
Famille -
Sous-famille >

Tribu - 5
Genre >

Espece - 5
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Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones

Rosales

Légumineuses (Fabales)
Papilionacées (Fabacées)
Genisteae

Genista

ferox Poirret



I11-2- 4 : Description botanique :

Calice presque glabre, caduc en entier ou en partie sur la gousse, se coupant
circulairement au-dessus de la base, celle-ci longue de 3-4 cm, folioles ovales larges de 3 a 4
mm. Arbuste 3 m. Vieux rameaux transformés en énormes épines trés vulnérantes. Feuilles
stipulées a stipules transformées en petits aiguillons [3], (Voir figure III-5). Son nom commun

est Guendoul dans la région d’El- Kala et Taguendla dans d’autres régions.

II1-2- 5 : Répartition géographique :

Elle est commune au nord africain.
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Figure I11-5 : Photo de Genista ferox Poirret.

79



I11-2- 6 : Protocole expérimentale :
IIT- 2- 6 -1 : Récolte du matériel végétal :

La plante a été récoltée de la région d’El-kala (est algérien), au mois de mai 2000.
Aprées séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été

coupées en petits morceaux et pesées (1800g).

II1-2- 6 -2 : Extraction :

Les parties aériennes de G. ferox (m=1800g) sont mises a macérer dans un mélange

EtOH / H,O (70 :30 ; v/v) pendant 3x48h.

Apreés filtration, concentration a une température n’excédant pas 35°C, on ajoute 600 ml
de H,O distillée et le mélange est filtré. Le filtrat ainsi obtenu formant la phase aqueuse est
épuisé une seule fois par de 1’éther de pétrole, la phase organique est séchée par le Na,SO4

anhydre, filtrée et concentrée a sec donnant 5 g d’extrait éther de pétrole.

La phase aqueuse est reprise et épuisée successivement par du chloroforme, de 1’acétate
d’éthyle, puis le n-butanol. Les trois phases organiques sont séchées avec du Na,SO,4 anhydre,
filtrées et concentrées a sec donnant les extraits :

- chloroforme (27 g).
- acétate d’¢thyle (11 g).
- n-butanol (43 g).

La figure I11-6 montre les différentes étapes d’extraction de 1I’espéce G. ferox Poirret.
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@égétale m = 1800g.

e Macération a froid pendant 3x48h dans
un mélange EtOH/H,O 70 :30 (v/v)
e Filtration

A 4

e Concentration (t=35°C)
e Dilution avec 600 ml de H,O distillée
e Filtration

e Extraction par de 1’éther de pétrole (x1)
e Décantation
e  Séparation

v

e Extraction par du CHCl; (x3)
e Décantation
e Séparation

Phase organique

e Séchage par
Na,SO,4 anhydre

e Filtration

e Concentration

v

v
Phase organiqué @

° Séchage par e Extraction par
Na,SO,4anhydre AcOEt (Pfl)
e Filtration e Décantation

¢ Concentration v ® Séparation
Phase organique
e Séchage par Na,SO, anhydre
e Filtration

e Concentration (t=35°C)

v Extrait AcCOEtm=11g

e Séchage par Na,SO,4 anhydre
e Filtration
e Concentration

Extrait éther de pétrole
m=5g

Extrait chloroforme
m=27g

Phase aqueuse
a jeter

Extrait n-butanol m= 43g

<
<

Schéma III-6: Organigramme récapitulatif des étapes d’extraction
de I’espéce G. ferox Poirret
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I11-2- 6-3 : Séparation chromatographique :
II1-2- 6-3a : Séparation et purification des composants de [extrait

chloroforme :

Malgré I’affrontement a 1’éther de pétrole, I’extrait chloroforme était de couleur vert
sombre témoignant de la présence de la chlorophylle. Ainsi les tests chromatographiques
réalisés sur cet extrait ont confirmés la présence de chlorophylle et ont permis le choix du

systeme d’¢lution : Nafta / AcOEt en gradient de polarité.

> Séparation sur colonne :

Environ 27 g d’extrait chloroforme sont déposés sur une colonne de gel de silice
normale (230-400 mesh) préalablement montée dans le Nafta pur. Aprés dépot de
I’échantillon, la colonne a été éluée par deux litres de nafta pur pour favoriser 1’élimination
de la chlorophylle et des cires en premier lieu, aprés quoi I’acétate d’éthyle est introduit en

gradient de polarité avec un fractionnement tous les 250 ml environ.

Le suivi de ces fractions a été effectué par chromatographie sur couche mince de gel de
silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm)
puis révélées avec de I’acide sulfurique et chauffées pendant 3 mn a 100°C. Les résultats de

cette colonne sont rassemblés dans le tableau I11-15.
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Tableau III-15 : Les résultats de la séparation par chromatographie

sur colonne de ’extrait chloroforme de G. ferox Poirret.

Lots Systéme d’élution
% Nafta | % ACOEt
1 100 0
2-9 95 5
10-16 90 10
17-27 85 15
28-35 80 20
36-39 75 25
40-50 70 30
51-59 60 40
60-71 50 50
72-79 30 70
80-89 0 100

Le regroupement des fractions a été effectué¢ selon les données de la chromatographie
sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium, les plaques sont visualisées sous

lumiere UV (254 et 365 nm), puis révélées avec ’acide sulfurique et chauffées a 100 °C

pendant 3 mn (voir tableau III-16).
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Tableau III-16 : Regroupement des fractions de I’extrait

chloroforme de G. ferox Poirret.

Nom de la
N° du lot Observations
fraction
1 FC1 Graisses et cires
2-3 FC2 Produits + chlorophylle
4-6 FC3 M¢élange de produits et de chlorophylle
7-8 FC4 M¢élange de produits et de chlorophylle
9 FCS5 Me¢élange de produits et de chlorophylle
10 FC6 Graisses
11 FC7 Me¢élange de produits et de graisses
12-15 FC8 Me¢élange séparable + chlorophylle
16-17 FC9 Me¢élange séparable + chlorophylle
18 FC10 M¢élange séparable
19 FCl11 Me¢élange séparable
20 FC12 Un produit majoritaire + chlorophylle
21 FC13 Un produit majoritaire + chlorophylle
22-23 FC14 M¢élange complexe
24-29 FC15 Mélange complexe
30 FC16 Me¢élange séparable
31-36 FC17 M¢élange séparable
37-50 FC18 M¢élange séparable
51-59 FC19 M¢élange de produits et de chlorophylle
60-70 FC20 M¢élange de produits et de chlorophylle
71-80 FC21 M¢élange de produits et de chlorophylle
81 FC22 Me¢élange de produits et de chlorophylle

Dans la majorité des fractions obtenues, la présence de la chlorophylle était
prédominante par rapport aux produits existants c’est la raison pour laquelle la séparation était

trés délicate et on n’a pas pu aboutir a un nombre important de produits purs.
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»  Séparation et purification sur couche mince :

Malgré la présence signalée de la chlorophylle dans la majorité¢ des fractions , nous
avons entrepris 1’investigation des fractions FC10 a FC17 en prenant le soin de rassembler

celles de composition similaire.

Fraction FC11 = FC10+FC11 :
Aprés regroupement, la fraction résultante a subit une séparation sur plaques
préparatives de gel de silice avec le systéme éluant Nafta / CH,Cl, (2 : 8) pour donner :
- FC111 : Produit pur observable apres révélation.
- FC112 : Produit pur majoritaire.
- FC113 : Produit pur en tres faible quantité.

Fraction FC13 = FC12+FC13 :
L’ensemble de ces deux fractions a donné un produit majoritaire par une simple

recristallisation avec ’acétone, c’est le produit FC131.

Fraction FC17 :
C’est la fraction la moins chargée en chlorophylle et de plus grande masse (136 mg).
Cette fraction a subit une séparation sur colonne chromatographique sur support d’alumine

(Alumine 90 activé, neutre, 70-230 mesh).

Avant d’étre déposée en haut de la colonne ainsi préparée, la fraction FC17, est dissoute
dans du méthanol. Quelques grammes de silice 60 sont ajoutés a cette solution. Le mélange
est ensuite séché sous vide. La poudre obtenue (FC17+silice) est éluée dans un premier temps
par un gradient Nafta / acétate d’éthyle puis par un gradient acétate d’éthyle/méthanol.

Les résultats de cette colonne sont résumés dans le tableau I111-17
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Tableau III-17 : Les résultats de la séparation par chromatographie sur colonne d’ Alumine

de la fraction FC17 de G. ferox Poirret.

Systéme d’élution
Lots
% Nafta | % ACOEt | % MeOH
1-6 100 0 0
7-12 95 5 0
13-25 90 10 0
26-32 85 15 0
33-39 80 20 0
40-44 70 30 0
45-54 50 50 0
55-62 30 70 0
63-73 0 100 0
74-87 0 95 5
88-94 0 90 10
95-101 0 80 20
102-108 0 70 30
109-115 0 50 50
116-120 0 0 100

Le regroupement des fractions a été effectué de la méme fagon que précédemment et a
donné 13 sous fractions. Seule la fraction FC17 (12) = (95-101) a subit une séparation par
chromatographie sur couche mince avec le systeme d’¢lution Nafta/ACOEt (1 :1) et a permis

d’obtenir trois produits purs soient :

- FC17 (12) 1 : (2mg) absorbe uniquement a 254 nm et devient jaune terne apres révélation
avec I’ammoniac.

-FC17 (12) 2 : (2,3 mg) produit pur.

- FC17 (12) 3 : (10,8 mg) produit pur, fluorescence bleue sous 365nm.

A raison de la complexité de cet extrait, les résultats de la séparation effectuée ne sont
qu’a leur début. En effeta I’issue de cette étude seuls cinq produits ont pu étre isolés et

purifiés de cet extrait chloroforme.
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I11-2- 6-3b : Séparation et purification des composants de [extrait
acétate d’éthyle :

Nous avons effectuée une étude chromatographique analytique par CLHP sur cet extrait
en utilisant une colonne Nucleosill C18 éluée par un systéme binaire eau / acétonitile 70/30 ;
v/v (phase inverse) en utilisant un détecteur UV. La meilleure détection a été obtenue pour

A =340 nm.

Le chromatogramme obtenu (figure III-8) montre d’une part une composition assez
riche de cet extrait et notamment en compos¢ polaire et d’autre part, que ces composés
polaires ont une bonne absorbance a la longueur d’onde utilisée. Ces données laisse prévoir

une bonne composition de type flavonique.
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Figure I11-8 : Chromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle de G. ferox Poirret.
(Conditions chromatographiques : systéme d’élution Acétonitrile/Eau 70 :30 ;

lampe de détection A =340 nm)

En effet I’enregistrement des spectres UV de quelques pics du chromatogramme

notamment les pics : n° 1 (t,=3,57 mn), n°3 (t,=4,30 mn), n°9 (t,= 8,12 mn), n°10
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(t:= 8,77 mn) et n°16 (t= 14,654 mn) montrent que tous ces produits sont du type flavonique

(figure I11-9)
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Figure III-9 : Spectres UV de quelques pics du chromatogramme de 1’extrait

acétate d’éthyle de G. ferox Poirret.

Ces données nous ont encouragé a entreprendre des séparations par chromatographie sur

colonne.

»  Séparation sur colonne :

Plusieurs systemes de solvants ont été essayés sur cet extrait, seul le systeme d’élution
Ether de pétrole /AcOEt (1 : 1) a donné une assez bonne séparation.

Environ 5 g de cet extrait sont déposés sur une colonne de gel de silice (type Merck,
230-400 mesh), préparée dans de 1’éther de pétrole. L’¢élution a été faite en gradient de
polarité en introduisant de I’acétate d’éthyle et vers la fin de 1’acétone et en fractionnant tous

les 25 ml.
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Le rassemblement de ces fractions est effectué¢ sur la base des données de la
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont
visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm), révélées par 1’anisaldéhyde puis chauffées a

100 °C pendant 3 min. Le nombre total des fractions était de 22 (voir tableau II1-18)

Tableau III-18 : Résultat de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extraitAcétate d’éthyle de G. ferox Poirret.

Lot.de N de. la % Ethersys‘t’;)n:c(éit’:z::leltmn
fractions fraction de pétrole | d’éthyle % Acétone
1-19 FA1 100 0 /
20-55 FA 2 98 2 /
56-99 FA 3 96,5 3,5 /
100-110 FA 4 96 4 /
111-132 FA'S5 95,5 4,5 /
133-140 FA 6 95 5 /
141-158 FA'7 90 10 /
159-174 FA 8 85 15 /
175-178 FA9 80 20 /
179-182 FA 10 80 20 /
183-188 FA 11 80 20 /
189-193 FA 12 80 20 /
194-203 FA 13 75 25 /
204-212 FA 14 75 25 /
213-224 FA 15 75 25 /
225-231 FA 16 70 30 /
232-234 FA 17 70 30 /
235-240 FA 18 70 30 /
241-244 FA 19 60 40 /
245-259 FA 20 60 40 /
260-277 FA 21 50 50 /
278-290 FA 22 40 60 /
291-308 FA 23 30 70 /
309-326 FA 24 20 80 /
327-361 FA 25 20 75 5
362-385 FA 26 20 65 15
386-397 FA 27 20 60 20
398-402 FA 28 20 45 35
403-404 FA 29 20 45 35
405-412 FA 30 0 60 40
413-420 FA 31 0 0 100

89



>  Séparation sur couche mince :

Pour des raisons de quantité les fractions FA1 a FA6 n’ont pas été étudiées.

Apres de nombreux tests, les fractions FA7, FA8 et FA23 ont subit des séparations
chromatographiques sur plaques préparatives de gel de silice de type HF254 avec les
systtmes d’¢lution CHCl; / Acétone (12:1) et (9: 1) et CHCl; / MeOH (15:1)
respectivement. Les fractions FA9, FA12, FA13 et FA15 ont subit une séparation sur plaques
préparatives de polyamide (DC6.6) en utilisant comme systéme d’¢lution le Toluéne
/Ethanol / Méthylethylcétone (4 :3 :3), alors que la fraction FA27 a été chromatographiée
sur papier whatman ¢lué par 1’acide acétique 15%. Les produits de quantité intéressante ont

¢été purifiés sur colonne de Sephadex LH-20 ¢élu¢ par du méthanol pur.

La fraction FA7 :
La fraction FA7 a été séparée sur plaques préparatives de gel de silice avec le systéme

¢luant CHCl3 / Acétone (12:1) pour donner trois produits purs : FA71, FA72 et FA73.

La fraction FAS8 :
La séparation a été faite sur plaques préparatives de gel de silice avec le systéme éluant

CHCl3/ Acétone (9:1) pour donner quatre produits purs : FA81, FA82, FA83 et FA&4.

Une co-chromatographie des produits issus de ces deux fractions a montré que FA71 est
le méme que FA81, FA72 est identique a FA82 et FA73 est identique a FA83, ce qui donne 4
produits purs qui sont : FA84, FA83 = FA73, FA82 =FA72 et FA81 = FAT71.

La fraction FA9 :

La séparation de cette fraction n’a pas ét€ possible sur gel de silice malgré I’essai de
nombreux types de systeme d’élution , aussi nous avons eu recours a |’utilisation de
polyamide comme phase stationnaire déposée sur plaques préparatives et éluées par le
systeme organique Toluéne / Ethanol / Méthylethylcétone (4 :3 :3). Cette opération a menée
a deux produits : FA91 et FA92. Le produit FA91 est pur et est identique a FA84, par contre
le produit FA92 contient toujours le FA91.
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La fraction FA12 :

Dans ce cas également, la séparation a été réalisée sur plaques préparatives de
polyamide ¢éluées par le systeme organique :Toluéne / Ethanol / Méthylethylcétone (4 :3 :3)
donnant ainsi deux produits purs : FA121 et FA122.

La fraction FA13 :

Pour les mémes raisons que précédemment, nous avons utilisé¢ des plaques préparatives
de polyamide et le systéme organique Toluéne / Ethanol / Méthylethylcétone (4 :3 :3), trois
produits purs ont été obtenus : FA131, FA132 et FA133.

Une co-chromatographie a montré que FA131 est identique a FA122.

La fraction FA1S :

De la méme manic¢re et en utilisant toujours le systtme Tolueéne / Ethanol /
Méthylethylcétone (4 :3 :3) sur plaques préparatives de polyamide, nous avons pu obtenir
quatre produits : FA151, FA152, FA153 et FA154 dont la purification était délicate a cause

de leur faible quantité.

La fraction FA23 :
Cette fraction a subit une séparation par chromatographie préparative sur gel de silice
avec le systtme CHCl; / MeOH (15 :1) et trois élutions successives pour obtenir le produit

FA232 majoritaire et a 1’état pur a c6té de FA234 et FA236 en trés faible quantité.

La fraction FA27 :
La séparation de cette fraction a été effectuée sur du papier whatman III en utilisant

comme systéme d’¢lution 1’acide acétique 15% pour aboutir a trois produits purs : FA271,

FA272, et FA273 a I’état de traces.

En conclusion, nous pouvons dire que 1’extrait acétate d’éthyle de 1’espéce G. ferox
Poirret est trés riche en métabolites secondaires ce qui rend la séparation délicate. Les
produits purs obtenus se trouvent en trés faible quantité a I’exception du composé FA9I =

FAS83 = FA72 dont la quantité est remarquable.
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IT1-2- 6-3c : Séparation et purification des composants de [extrait

n-butanol :

De méme que ’extrait acétate d’éthyle, une étude chromatographique analytique par
CLHP a été effectuée sur I’extrait n-butanol en utilisant toujours une colonne Nucleosill C18
¢luée par le méme systéme binaire eau / acétonitile 70 :30, v/v (phase inverse) et en utilisant

un détecteur UV apres avoir fixé la longueur d’onde a 340 nm.

Le chromatogramme obtenu (voir figure I1I-10) montre une composition assez riche de

cet extrait en composés polaires qui paraissent avoir une bonne absorbance a 340 nm.

0,80{
0,70%
0,60;
0,50%

0,40-]

Absorbance

0,30

0,20

0,10-

0,00

[ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
Minutes

Figure I11-10 : Chromatogramme de 1’extrait n-butanol de G. ferox Poirret.

(Conditions chromatographiques : systéme d’élution Acétonitrile/Eau 70 :30 ;

lampe de détection A =340 nm)

Ces constatations indiquent la présence des composés polaires de type flavonique.

L’enregistrement des spectres UV des pics n°2 (t= 3,53 mn), n°4 (t= 4,31 mn), n° 5
(t= 5,04 mn), n° 6 (t= 5, 60 mn) et n° 9 (t=8,77 mn) du chromatogramme montre que tous
ces produits sont du type flavonique (figure III-11). Ces données nous ont encouragé a

entreprendre des séparations par chromatographie sur colonne.
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Figure III-11 : Spectres UV de quelques pics du chromatogramme de

P’extrait n-butanol de G. ferox Poirret.

»  Séparation sur colonne :

Environ 14 g de I’extrait n-butanol sont déposés sur une colonne de gel de silice (type
Merck, 230-400 mesh), préparé dans le mélange Hexane / ACOEt (4 : 1). L ¢lution est
réalisée par un gradient de polarité du type Hexane / ACOEt / MeOH / Eau en commengant
par de I’Hexane /ACOELt (4 :1) et se terminant par MeOH / Eau (5 :5). Le fractionnement a
été fais tous les 50 ml. Le suivi des fractions a été effectu¢ par chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumi¢re UV
(254 et 365 nm), révélées par I’anisaldéhyde puis chauffées a 100 °C pendant 3 min. Le
rassemblement des pots effectué¢ sur la base des données analytique des plaques a permis

I’obtention de 19 fractions. Le tableau I1I-19 regroupe la progression de cette colonne.
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Tableau III-19 : Résultat de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait

n-butanol de G. ferox Poirret.

Lotde | N°dela S):itciltr:;: Hution Observations
fractions | fraction | Hexane d*éthyle MeOH | H,0
1-6 FB1 l 20 80 / / /
7-8 /] 20 80 / / /
9-10 FB2 7 15 80 5 / M¢élange complexe
11-12 ;15 80 5 / Mélange complexe
13 FB3 10 80 10 / Produit majoritaire
14-16 FB4 10 80 10 / M¢élange complexe
17-23 FB5 10 80 10 / Me¢lange séparable
24-30 FB6 10 80 10 / Me¢lange séparable
31-39 FB7 15 70 15 / M¢élange séparable
40-46 FB8 15 65 20 / Mélange complexe
47-52 FB9 5 70 25 / M¢élange séparable
53-61 FB10 5 70 25 / M¢élange complexe
62-74 FB11 5 60 35 / M¢élange séparable
75-85 FBI12 / 50 50 / Me¢élange séparable
86-92 FB13 / 45 50 5 M¢élange complexe
93-99 FB14 / 35 50 15 M¢élange complexe
100-103 FB15 / / 50 50 M¢élange complexe

Il est a remarquer que la fraction FB3 est composée d’un seul produit pur et abondant.

»  Séparation par chromatographie sur couche mince :

Fraction FB3 :
L’examen par chromatographie sur couche mince du produit majoritaire constituant la

fraction FB3 montre qu’il est identique a FA232 isol¢ déja la phase acétate d’éthyle.

94



Fraction FBS :
Cette fraction a été purifiée sur plaques préparatives de gel de silice éluées par le

systtme CHCl; / MeOH (1 :2) pour donner le composé FB5 a I’état pur.

»  Séparation sur papier Whatman et sur plaques préparatives de
polyamide :

La recherche des conditions optimales de séparation des fractions FB6, FB8 et FB11
nous a orienté vers l’utilisation du papier Whatman III et les systémes butanol /acide
acétique / eau (BAW), (4:1:5) et acide acétique (15%). Ce dernier semble étre le plus
adéquat. Cette séparation a été suivie par des purifications sur plaques préparatives de
polyamide DC6.6 ¢éluées par les systemes Eau / MeOH / Methylethylcétone / Acétylacétone
(13:3:3:1) et MeOH / Acide acétique / Eau (18 :1 :1).

Le cheminement des opérations est décrit ci-dessous.

Fraction FB6 :
Cette fraction a subit une premicre séparation sur papier Whatman III dans le systéme

acude acétique 15% donnant cinq bandes.

- La bande 1 : a subit une séparation sur plaques préparatives de polyamide ¢éluées par
le systtme Eau / MeOH / Methylethylcétone / Acétylacétone (13 :3 :3 :1) donnant trois
produits FB61a, FB61b et FB61c a I’état pur.

- La bande 2 : a subit une séparation sur plaques préparatives de polyamide éluées par
le systtme MeOH / Acide acétique / Eau (18 :1 :1) donnant deux Produits purs FB62a et
FB62b.

- La bande 3: dans ce cas également, une séparation a été réalisée sur plaques
préparatives de polyamide ¢luées par le systtme MeOH / Acide acétique / Eau (18 :1 :1)
donnant deux produits purs FB63a et FB63b.

- La bande 4 : de méme que précédemment, la bande 4 donne quatre produits purs a

savoir FB64a, FB64b, FB64c et FB64d.
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Fraction FBS :

De méme que la fraction FB6, cette fraction a subi une premicre séparation sur papier
Whatman III dans le systéme acide acétique 15% donnant FB81, FB82 et FB83 a I’état pur,
alors que FB84, FB86 et FB87 se trouvent sous forme de mélange séparable. Ces derniéres
fractions ont subit une séparation sur plaques préparatives de polyamide ¢luées par le systéme
MeOH / Acide acétique / Eau (18 :1:1) donnant ainsi FB84a et FB84b pour la fraction
FB84, FB86a et FB86b pour la fraction FB86 et enfin, FB87a, FB87b pour la fraction FB87.

Fraction FB11 :

Dans ce cas également, une premiere séparation sur papier Whatman III a été réalisée
par le systéme acide acétique 15% pour donner sept bandes (FB111 - FB117). Seules les
bandes FB112, FB113 et FB115 ont subit des séparations sur plaques préparatives de
polyamide éluées par le systtme MeOH / Acide acétique / Eau (18 :1 :1) donnant FB112a,
FB112b, FB113a et FB113b sous forme de produits purs. La bande FB115 a permis d’obtenir
FB115a, FB115b et FB115c pas tres purs.

Une co-chromatographie des produits purs issus de la fraction FB11 a conduit a

FB112a, FB112b=FB113a, FB113b.

Les produits identiques ont été regroupés selon leur Ry sur papier Whatman (acide
acétique 15%) et sur plaques préparatives de polyamide (MeOH / Acide acétique / Eau ;

18 :1 :1) pour arriver a treize produits purs.
En résume, d’aprés nos résultats, nous pouvons dire que I’espéce G. ferox est assez

riche en métabolites secondaires. Son étude phytochimique a permis I’obtention de dix

produits purs de la composante semi-polaire et treize produits purs de la composante polaire.
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Appareillage utilisé pour la détermination
structurale des produits isolés

Les spectres UV-Visible sont réalisés sur un appareil Spectrophotometer
SCHIMADZU (190-3200 nm, UV-3101PC, UV-Vis-Nir scanning).

Les spectres RMN 'H, RMN "°C et ses séquences DEPT (90 et 135) sont réalisés
sur des appareils BRUKER, de fréquences 200, 250, 300, et 400 MHz.

Le spectre de masse (SMIE) sur un appareil spectrométre quadripolaire R200C,
(P2A)MSCAN : Wallise R Computer.

Le spectre de masse VG. Autospect Magnetic sector EI" (70 eV)
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IV-1-IDENTIFICATION DES PRODUITS ISOLES DE
G. SAHARAE COSS. < DUR,

IV-1-1: Le composé SC53 :

Interprétation :

L’examen du spectre RMN 'H (spectres n° IV-1, IV-1bis) montre :

e Un singulet d’intégration 1H a & = 8,10 ppm attribuable a H-2, caractérisant la
structure d’une isoflavone.

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 8 = 6,38 ppm (J = 2,2 Hz)
attribuable a H-8, le second a & = 6,25 ppm (J = 2,2 Hz) attribuable a H-6
indiquant ainsi la substitution des positions 5 et 7.

e Deux doublets d’intégration 2H chacun, a 6= 6,85 ppm, eta 6= 7.40 ppm,
(J = 8,8 Hz), attribuables a H-3, H-5’et H-2’, H-6" respectivement indiquant ainsi
une oxygénation du cycle B en position 4’. L’absence d’autres signaux sur le
spectre RMN 'H laisse supposer la présence d’un OH libre en position 4’ Les

données relatives a la RMN 'H sont reportées dans le tableau IV-1.

Tableau IV-1 : Données de la spectroscopie RMN 'H

Déplacement
Intégration | multiplicité J (Hz) | Attribution
chimique 6 (ppm)

8,10 1H S H-2
7,40 2H d (8,8) H-2’; H-6
6,85 2H d (8,8) H-3" ; H-5°
6,38 1H d(2,2) H-8
6,25 1H d(2,2) H-6

Les données de la série spectrale UV (tableau IV-2, spectre n° IV-2) montrent :
e La bande I sous forme d’un épaulement a environ 324 nm et la bande I a 261 nm
ainsi que la fluorescence Orange sous lumiére de Wood confirment le squelette de

type isoflavone.
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e Le déplacement bathochrome de la bande II apreés addition de NaOAc
(AL = +8 nm) comparativement au spectre enregistré¢ dans le méthanol indique la
présence d’un OH libre en position 7.

e Le déplacement bathochrome de la bande II enregistré apres addition de AICI;+HCI
comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme la présence d’un OH
libre en 5 (AL =+ 12 nm)..

e La stabilit¢ du spectre enregistré aprés addition de NaOH avec le temps
comparativement a celui enregistré dans le MeOH laisse prévoir ’absence de

systeme ortho dihydroxylé sur le cycle B.

Tableau IV-2 : Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande I | Bande II ﬁ;lntgiss Commentaire
MeOH 324 Ep. 261 / Isoflavone
+ NaOH 321 Ep. 274 / /
+NaOH + 5mn | 321 Ep. 274 / /
+AICl; 373 273 305 /
+Al1Cls/HCI 373 273 305 OH libre en 5
+NaOAc 328 Ep. 269 / OH libre en 7
+NaOAC/H;BO; | 322 Ep. 261 / /

Les données de la RMN 1H est celles de la série spectrale UV permettent de

proposer la structure suivante :

HO
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Le spectre de masse en mode d’ionisation impact électronique (spectre n° 1V-3)
montre un pic moléculaire 4 m/z = 270 [M]™ Confirmant le squelette d’un flavonoide de
type aglycone de formule brute C;sH;(Os.

Ce spectre montre ¢galement un signal a m/z = 242 correspondant au réarrangement
caractéristique des flavonoides, soit la perte d’un CO [M-28] © et un signal a m/z =153
correspondant a la formation de I’ion [A;+H] ", connu pour ce type de composé. La valeur

153 confirme bien un cycle A dihydroxylé.

Le spectre RMN "°C (spectre n° IV-4) confirme les données des analyses précédentes
par les signaux a d = 164,5 ppm (C-7), 6 =123,3 ppm (C-3), 6 =129,9 ppm (C-2" ; C-6’),
0 =114,8 ppm (C-3" ; C-5’) et 5 = 98,7 ppm (C-6) etc.
Ces données complétées par celles de la littérature [1] sont reportées dans le tableau
IV-3.
Tableau IV-3 : Données de la spectroscopie RMN "°C

Déplacement 4o ution
chimique 6(ppm)

153,8 C-2
123,5 C-3
162,0 C-5
98,7 C-6
164,5 C-7
93,6 C-8
157,4 C-9
104,4 C-10
121,8 C-r

129,9 C-2;C-6

114,8 C-3;C-%
158,9 C-4

L’ensemble de ces données est en faveur de la structure du composé qui est le :

4°, 5, 7-trihydroxyisoflavone connue sous le nom de la Génistéine.
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Spectre N°IV-2 : Série spectrale UV du composé SC53
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Spectre n° IV-3 : Spectre SMIE du composé SC53
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IV-1-2 : Le composé SC71:

Interprétation :

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n° IV-5) montre la présence des signaux

caractéristiques d’un flavonoide de type flavone qu’on peut identifier par :

Un singulet d’intégration 1H a 6 = 6,59 ppm attribuable a H-3,

Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6,48 ppm, le second
a 0 = 6,21 ppm avec une constante de couplage J = 1,9 Hz (couplage méta)
attribuables a H-8 et H-6 respectivement, indiquant ainsi une substitution des
carbones 5 et 7. Concernant la position 5, le signal d’intégration 1H a 6 = 12,93
ppm attribuable a un OH formant une chélation avec le carbonyle montre que
cette position est hydroxylée.

Un doublet dédoublé (J = 8,6 Hz ; J = 2,1 Hz), indicateur d’un couplage méta et
d’un couplage ortho a 6 = 7,81 ppm attribuable a H-6".

Un doublet d’intégration 1H (J=2,1 Hz), indicateur d’un couplage méta
a 6 =7,76 ppm attribuable a H-2".

Un doublet d’intégration 1H a 6 = 6,88 ppm (J = 8,6 Hz), indicateur d’un
couplage ortho attribuable a H-5".

La présence de ces trois derniers signaux est en faveur d’un cycle B substitué¢ en

positions 3 et 4’.

Deux doublets a 6 = 6,53 ppm (J = 9,9 Hz), et a 6 = 5,87 ppm (J = 9,9 Hz),
caractéristiques d’un cycle pyranique disubstitu¢ en position 6’°. Ces deux
substituants sont en fait deux groupements méthyles dont le signal apparait sous

forme d’un singulet d’intégration 6H a 6 = 1,45 ppm.

Les données relatives 4 la RMN 'H de ce composé sont reportées dans le tableau IV- 4.
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Tableau IV-4 : Données de la spectroscopie RMN 'H

chilﬁgﬁl:elg(epn;m) Intégration Ml(lljiﬂi;ité Attribution
12.93 1H S 5-OH
7.81 2H dd (8,6 —2,1) H-6
7,78 IH d(2,1) H-2’
6.88 1H d (8,6) H-5°
6.59 1H S H-3
6.53 1H d (9,9) H-4"’
6,48 IH d (1,9) H-8
6.21 1H d(1,9) H-6
5.85 1H d (9.9) H-5
1.45 6H S CH;3-6”’

Cette structure flavonique est confirmée d’une part par une fluorescence violette sous

lumiére de Wood et d’autre part par I’étude de la série spectrale UV, (spectre n° IV-6), de

laquelle on peut tirer les indications suivantes :

Le spectre enregistré dans le méthanol montre deux bandes d’absorption,
une bande II a 268 nm et une bande I a 345 nm confirmant la structure d’une
flavone.

L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I
(AL = +26 nm) avec une faible augmentation de I’intensité optique ce qui suppose
I’absence d’un OH libre en 4°. L apparition d’une nouvelle bande dans ce méme
spectre a 314 nm révele la présence d’un OH libre en position 7.

Le déplacement bathochrome de la bande I (AL = +21) enregistré aprés addition
de AICl; comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme la
présence d’un —OH libre en 5.

Pas de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres
AICl; + HCl et AICl;, ce qui prévoit 1’absence de systéme orthodihydroxyle

sur le noyau B.

Les données relatives a la série spectrale UV du composé SC71 sont rassemblées dans le

tableau IV- 5.
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Tableau IV-5 : Données de la série spectrale UV.

Réactifs Bande 1 Autres Bande 11 Commentaires
bandes
MeOH 345 / 268 Flavone
Pas de OH libre en 4’
+ NaOH 371 314 265 OH libre en 7
+AICl; 366 / 267 OH libre en 5
Pas de ortho di-OH sur le
+AICL/HCI 360 389 275 cycle B
+NaOAc 363 316 267 OH libre en 7
+NaOAC/H;BOs 348 / 269 /
Spectre stable avec NaOH apres 5 mn

La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN 'H et la série spectrale UV

meénent a la structure suivante

OH O

Cette structure est confirmée par I’étude du spectre de masse (spectre n°® IV-7) sous
impact ¢électronique (SMIE) qui montre une masse exacte a 336,0977 correspondant a la
formule brute C,0H;6s0s dont la valeur calculée est de 336,0998. Ce spectre montre par
ailleurs un pic de base a m/z = 321 correspondant a la perte d’un groupement méthyle (—
CH;), le fait que ce groupement correspond au pic de base consolide 1’hypothése de la
présence de deux méthyles en position allylique dans la structure proposée. Le pic a m/z =

152,9835 [A+H] " conforte bien le fait que le noyau A soit dihydroxylé.

L’ensemble de ces résultats méne a la structure dont le nom est :
5,7-dihydroxy-6’, 6’’-diméthylpyrano[2°’, 3°° : 4°, 3’|flavone, a notre meilleure
connaissance, cette molécule n’a été isolée que de Vancuveria hexandria [1], et donc elle

est nouvelle pour le genre.
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5, 7-difydroxy-6", 6”-diméthylpyrano
27,37 :4°,3 [flavone
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Spectre N°IV-6 : Série spectrale UV du composé SC71
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IV-1-3 : Le composé SC82 :

Interprétation :

L’étude du spectre RMN 'H (spectre n° IV-8, IV-8 bis) montre la présence des

signaux caractéristiques d’un flavonoide de type flavone reconnaissable par :

e Un singulet d’intégration 1H a 6 = 6,72 ppm attribuable & H-3,

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6,56 ppm, le second a
0 = 6,24 ppm de méme constante de couplage J = 1,8 Hz (couplage méta)
attribuables a H-8 et H-6 respectivement indiquant ainsi une substitution des
carbones 5 et 7. Concernant la position 5, le signal d’intégration 1H a & = 12,95
ppm attribuable a un OH formant une chélation avec un carbonyle, montre qu’elle
est hydroxylé.

e Deux doublets d’intégration 1H (J =2,1 Hz), montrant un effet de toit a6 =
7,54 ppm et & = 7,48 ppm attribuables a H-2’ et H-6" respectivement indiquant
ainsi une substitution des carbones 3°, 4’ et 5° du noyau B.

e Deux doublets d’intégration 1H (J =9,9 Hz), a 6 = 6,51 ppm et a & = 5,87 ppm,
caractéristique d’un cycle pyranique disubstitué en position 6’°. Ces deux
substituants sont en fait deux groupements méthyles, dont le signal apparait sous
forme d’un singulet d’intégration 6H a 6 = 1,51 ppm.

e Un singulet d’intégration 3H a 6 = 3,91 ppm caractéristique d’un groupement

méthoxyle.

L’ensemble des données relatives a la RMN 'H de ce composé est reproduit dans le

tableau IV- 6.
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Tableau IV-6 : Données de la spectroscopie RMN 'H.

ch:?neipql Ege(lélgll)tm) Intégration Mlzgtlll_)llzl)c 1te Attribution
12,95 1H S OHen 5
7,54 IH d(2,1) H-2’
7,48 IH d(2,1) H-6’
6,72 IH S H-3
6,56 IH d(1,8) H-8
6,24 IH d(1,8) H-6
6,51 1H d(9,9) H-4"’
5,87 1H d(9,9) H-5"’
3,91 3H S O-CH;
1,51 6H S CH;5-6”’

A % 1 sz \ . \ o .
Jusque 1a, les données de la RMN "H associées a la biogenese des flavonoides laissent supposer

la structure partielle suivante :

(HO)H3CO OH (OCHs)

Cette structure flavonique est confirmée d’une part par une fluorescence violette sous
lumiére de Wood et d’autre part par I’étude de la série spectrale UV (tableau IV-7, spectre n°
IV-9) dont on peut tirer les indications suivantes :

e Le spectre enregistré dans le méthanol montre deux bandes d’absorption, une
bande II a 262 nm et une bande I a 352 nm prévoyant soit un flavonol substitué¢ en
3, soit une flavone avec une extension de la conjugaison.

e [’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA
=+ 22 nm) avec une diminution de I’intensité optique ce qui suppose 1’absence
d’un OH libre en position 4’. L apparition d’une nouvelle bande a 322 nm prouve

I’existence d’un OH libre en position 7.
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e L’addition de NaOAc qui provoque un déplacement bathochrome de la bande
II par rapport au spectre pris dans le méthanol confirme la présence d’un OH
libre en 7 (AL =+ 8 nm).

e Le déplacement bathochrome de la bande I (AL = +36) enregistré apres addition
de AICl; comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme la

présence d’un —OH libre en position 5.

Tableau IV-7 : Données de la série spectrale UV.

Réactifs Bande I Bande I1 Autres bandes | Commentaires
MeOH 352 262 247 flavone
+NaOH 374 273 322 %% llii%rfe ‘2:1‘;
+AICl; 388 274 250 /
+AICl3/HCI 364 274 250 OH libre en 3
+NaOAc 364 270 327 OH libre en 7
+NaOAC/H3BO; 353 / 263 /
Spectre stable avec NaOH + 5 mn

Ces résultats permettent ainsi de localiser le groupement méthoxyle en position 3’ d’ou la

structure :

5, 7-dihydroxy-3’-methoxy-6"’, 6’’-diméthylpyrano[2°’, 3*” : 4°, 5°] flavone.
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Cette structure est confirmée par 1’étude du spectre de masse a haute résolution (SMHR)
(spectre n° IV-10) qui montre une masse exacte a m/z = 366,1101 correspondant a la formule
brute C,;H 306 dont la valeur calculée est de 366,11034 g/mole et montre par ailleurs un pic de
base a m/z = 351 correspondant a la perte d’un groupement méthyle, le fait que ce fragment
correspond au pic de base (100%) consolide I’hypothése de la présence de deux méthyles en
position allylique dans la structure proposée. Le pic & m/z = 152,9835 [A+H] " conforte bien le
fait que le noyau A soit dihydroxylé.

S, 7-dihydroxy-3’-methoxy-6’, 6’’-diméthylpyrano [2°°, 3*° :4°, 5°] flavone.

A notre meilleure connaissance, cette molécule n’a pas été décrite dans la littérature.
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Spectre n° IV-9 : Série spectrale UV du composé SC82
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Spectre SMIE du composé SC82

Spectre n°IV-10
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IV-1-4 : Le composé SCI52 :

Interprétation :

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une
flavone ou d’un flavonol substitué en 3.
Le comportement chromatographique indiqué par les valeurs du R¢:
- 0,65 dans le systeme Toluéne / Méthyléthylcétone / Méthanol (4 :3 :3),
- 0,05 dans le systeme Eau / Méthanol / Méthyléthylcétone /
Acétylacétone (13 :3 :3 :1),
- 0,018 dans le systeme Acide acétique 15%

montre qu’il s’agit d’un aglycone.

L’étude de la série spectrale UV (spectre n° IV-11) montre :

Le maximum d’absorption de la bande I a 335 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I
(AL =+ 57 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse indique la présence d’un
OH libre en position 4 ¢, ’apparition d’une nouvelle bande a 324 nm est révélateur
de la présence d’un OH libre en position 7.

L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II
(AL =+ 8 nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence d’un OH libre en
7.

Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 45 nm) indique la
présence d’un OH libre en 5.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres
AlCl; + HCI et AlCls, laisse prévoir I’absence d’un systéme ortho dihydroxylé sur
le cycle B.

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté¢ dans le tableau IV-8.
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Tableau I'V-8 . Données de la série spectrale UV

Autres

Réactifs Bande I Bande 11 Commentaire
bandes
MeOH 335 / 268 flavone
OH libre en 4’
+ NaOH 392 324 274 OH libre en 7
+AICIs 382 348 300 274 OH libre en 5
Pas de ortho di-OH
sur le cycle B
+A1C13/HCI 380 3344 300 274
+NaOAc 380 306 276 OH libre en 7
+NaOAC/H;BO; 338 / 269 /

Spectre stable avec NaOH aprés 5 mn

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

avec Ry, Ry, Rz, Ry, Rs Rget Ry différents de OH.

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n° IV-12) montre:
e Un singulet a 6 = 6,57 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une
flavone.
e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 =6,51 ppm, le second a

0=16,23 ppm (J = 2,2 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement.
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e La constante de couplage J = 8,7 Hz du doublet qui apparaita 6 = 6,97 ppm, permet
"attribution de ce signal d’intégration 2H a H-3’ et H-5’, de méme la constante de
couplage J = 8,7 Hz du doublet qui apparaita 6 = 7,71 ppm, permet I’attribution de
ce signal d’intégration 2H a H-2’ et H-6’.

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau IV-9.

Tableau IV-9 ! Données de la RMN 'H:

clgi‘;;‘::'?::;) Intégration M‘:}]ﬁﬁlzi)cité Attribution
771 2H 487 | H2 ;H6
6.97 2H d@8,7) | H-3"; H-5°
6.57 1H S H-3
6.51 1H d(2.2) H-8
6.23 1H d(2.2) H-6

Ces données completent la structure précédente et montrent que les substituants

inconnus précédemment sont des protons menant ainsi a la :

4, 5, 7-trihydroxyflavone connue sous le nom d’Apigénine.

OH

HO O

OH O
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Spectre IV-11 : Série spectrale UV du composé SC952
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du composé SC952

Spectre n° IV-12
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IV-1-5 : Le composé SC96
Interprétation :

e La fluorescence jaune sous lumiére de Wood laisse supposer la structure d’un
flavonol.
e Les Amax d’absorption de la bande I a 365 nm et la bande II a 260 nm confirment une

structure de type flavonol.

L’examen de la série spectrale UV (spectre n°IV-13) montre :
e Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu AlCl;
(AL = + 57 nm) comparativement a celui enregistré dans le MeOH confirme le
squelette d’un flavonol (OH libre en 3) et indiquant la présence d’un OH libre en 5.

e [’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I
(AL = + 37 nm) révele la présence d’un OH libre en 4°. L’apparition d’une nouvelle
bande a 325 nm dans le méme réactif montre la présence d’'un OH libre en 7, ceci est
confirmé par le déplacement bathochrome de la bande II remarqué apres addition de
NaOAc (AL =+ 10 nm) comparativement au spectre pris dans le MeOH.

e Pas de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant le spectre AlCI; + HCI
avec le spectre de AlICIs, ce qui prévoit I’absence de systeme orthodihydroxylé sur le
noyau B.

Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau IV-10.

Tableau IV-10 : Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande I 3;1:;22 Bande II Commentaires
MeOH 365 260 flavonol
+ NaOH 404 325 271 OH libre en 4°
+AICl; 422 290 270 OH libre en 5
+AICI3/HCI 404 290 355 269 OH libre en 3
+NaOAc 382 270 OH libre en 7
+NaOAC/H3BOs 382 269
Spectre instable avec NaOH apres 5 mn
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L’étude du spectre RMN '"H donne les indications suivantes (spectre n® IV-14) :

» Deux doublets d’intégration de 2H chacun, I’'un a 6 = 7,41, lautre & 6 = 6,80 ppm
(J = 8,4 Hz) attribuables a H-2’, H-6, et H-3’, H-5’ respectivement.
» Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6= 6,30, le second a

0 = 6,20 ppm (J =2 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement.

Le tableau IV-12 rassemble les résultats de la RMN 'H.

Tableau IV-11 : Données de la RMN 'H

chgﬁipql xe;n(;l:m) Intégration Ml;gtlﬁl;; ité Attribution
7.41 2H d (8.4) H-2’; H-6’
6.80 2H d (8.4) H-3’; H-5°
6.30 1H d(2) H-8
6.20 IH d () H-6

L’ensemble des données (UV et RMN 'H) laisse proposer la structure :

4’, 3, 5, 7-tetrahydroxyflavonol connue sous le nom de Kaempférol.

Cette structure est encore confirmée par le spectre SMIE (spectre n° IV-16) qui donne le pic

moléculaire a m/z = 286 (intensité relative 100%) ainsi que des ions relatifs a la

152,98
témoignant d’un cycle A dihydroxylé (C;HsOj) et B,"amlz=134 (CgHg0O,) témoignant d’un

fragmentation du squelette flavonique notamment les ions [A;+1]" a m/z =

cycle B monohydroxylé .
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Spectre N° IV-13 : Spectre UV du composé¢ SC96
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Spectre de masse (SMIE)
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IV-I-6 : Le composé SA73 =563 :

Interprétation :

L’étude du spectre RMN 'H du composé SB3 permet de tirer les indications suivantes
(spectre n° IV-16) :

e Un singulet d’intégration 1H a & = 8,06 ppm attribuable a H-2, caractérisant la
structure d’une isoflavone.

e Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a & = 6,50 ppm attribuable soit a
H-6 soit a H-8 indiquant ainsi la substitution des positions 5, 6 et 7 ou bien les
positions 5, 7 et 8.

e Deux doublets d’intégration 2H chacun, ad= 7,37 et a3 = 6,84 ppm (J = 8,7 Hz)
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’respectivement indiquant une substitution para
du cycle B.

e Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 3H a & = 3,93 ppm montrant la

présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

Les données de la RMN 'H sont reportées sur le tableau IV-12

Tableau IV-12 ! Données de la RMN 'H

Déplacement Intégration multiplicité Attribution
chimique o (ppm) (J Hz)
8,06 IH S H-2
7,37 2H d (8,7) H-2’ ; H-6’
6,84 2H d (8,7) H-3’; H-5’
6,50 IH S H-6/H-8
3,93 3H S OCH;

Par ailleurs, les données de la série spectrale UV (spectre n°IV-17) montrent :
e Une bande I sous forme d’un épaulement a environ 310 nm confirme le squelette

d’une isoflavone.
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e le déplacement bathochrome de la bande II aprés addition de NaOAc (AA=+ 11 nm)
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indiquant la présence d’un
OH libre en 7.

e Le faible déplacement bathochrome de la bande II enregistré dans le milieu (AICl; +
HCI) comparativement a celui enregistré dans le MeOH oriente vers la présence d’un
OH libre en position 5 et une oxygénation en position 6.

e Le fait que le spectre enregistré dans AICl; +HCI soit identique a celui enregistré

dans AICI; impose ’absence de systéme ortho-dihydroxylé sur le cycle A.

Les données relatives a la série spectrale UV sont reportées sur le tableau IV-13

Tableau IV-13 : Données de la série spectrale UV

Reéactifs BandeI | Bande II Commentaire
MeOH 310Ep. 258 Isoflavone
+ NaOH Ep. 271 /
+AICL 317Ep. 257 OH libre en 5 avec une
oxygénation en 6
+AICL/HCI 317Ep. 257 Pas de ortho dihydroxyle
sur le cycle A
+NaOAc 321 269 OH libre en 7
+NaOAC/H3BO3 312 258 /

Spectre stable avec NaOH apres 5 mn

Ces données ainsi que la fluorescence Orange sous lumiere de Wood permettent de
confirmer la structure d’isoflavone d’une part et placer le méthoxyle en position 6 d’autre
part. Ces constatations meénent au compos¢ :

4, 5, 7-trihydroxy 6-méthoxy isoflavone.

HO o

HsCO
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Spectre n° I'V-17 : Série spectrale UV du Composé SB3
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IV-1-7 : Le composé SB1:

Interprétation :

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n°® IV-18 et IV-18bis) montre qu’il s’agit d’un

flavonoide de type isoflavone caractérisé par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 8 = 7,60 ppm caractéristique
d’un H-2 d’une isoflavone.

Un signal sous forme de multiplet dans I’intervalle compris entre 7,55 et 7,30 ppm,
I’'un d’intégration 2H centré a 6 = 7,54 ppm attribuables a H-2’ et H-6’, 1’autre
d’intégration 3H centré¢ a 6 = 7,41 ppm attribuables a H-3’, H-4" et H-5 traduisant
ainsi la non substitution du noyau B.

Un autre signal sous forme d’un singulet a 6 = 5,79 ppm d’intégration 1H attribuable
d’apres la valeur de son déplacement chimique a H-6 indiquant ainsi que le noyau A
est substitué en 5, en 7 et en 8.

Sur le méme spectre on remarque la présence d’un signal sous forme d’un
doublet a 0 = 4,71 ppm partiellement recouvert par le signal de I’eau de
contamination du méthanol deutéré, caractérisant le proton anomérique d’un glucose

ainsi que les autres signaux de ce glucose entre & = 4,28 et & = 3,63 ppm.

La nature du sucre (glucose) et de sa jonction a la génine ont été¢ largement montré lors

de la détermination structurales du compos¢ SB4 [2] (voir annexe).

En effet, la portion du spectre RMN 'H relative au sucre de SB1 est en parfait accord

avec celle de SB4.

Le tableau IV-14 rassemble les résultats relatifs a la spectroscopie de la RMN 'H.
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Tableau IV-14 : Données de la spectroscopie RMN 'H

Déplacement chimique | Intégration | Multiplicité Attributions
o (ppm) (J Hz)
7,60 IH S H-2
7,39-7,55 SH m H-2’; H-3 °; H-4’ ; H-5" ; H-6’
5,79 1H S H-6
4,71 1H d H-17

L’ensemble de ces données suggere la structure :

5, 7-dihydroxy 8-C-glucosylisoflavone.
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Spectre n°IV-18 : RMN 'H (200 MHz, CD;0D)
du composé SB1
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IV-1-8- Le composé SB2 :

Interprétation :

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n® IV-19), montre qu’il s’agit d’un flavonoide

de type isoflavone caractérisé par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6 = 8,06 ppm
caractéristique d’un H-2 d’une isoflavone.

Deux doublets d’intégration 2H chacun, a 6 = 7,36 ppm eta 6= 6,80 ppm
(J = 8,6 Hz) d’intégration 2H chacun attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’
respectivement indiquant ainsi une substitution para sur le noyau B.

Un autre signal sous forme d’un singulet a 0 = 6,47 ppm d’intégration 1H
attribuable soit a H-6 soit a H-8. La valeur du déplacement chimique de ce
proton (6,47 ppm) oriente vers la position 6 plutdt que la position 8 indiquant
ainsi la substitution du noyau A en positions 5, 7 et 8.

Sur le méme spectre, on remarque la présence d’un signal sous forme d’un
doublet a 6 = 4,93 ppm (J = 9,7 Hz) partiellement recouvert par une bande de
rotation du signal de I’eau de contamination du méthanol deutéré, caractérisant
le proton anomérique d’un glucose ainsi que les autres signaux de ce glucose

entre & = 3,52 ppm et 6 = 4,06 ppm.

La nature du sucre (glucose) et de sa jonction a la génine ont été largement montré lors

de la détermination structurales du composé SB4 [2] (voir annexe).En effet, la portion du

spectre RMN 'H relative au sucre de SB2 est en parfait accord avec celle de SB4.

Les données relatives a la spectroscopie RMN 'H sont rassemblées dans le

tableau IV15.
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Tableau IV-15 : Données de la spectroscopie RMN 'H

Déplacement chimique | Intégration | Multiplicité | Attribution
o (ppm) (J Hz)
8,06 1H S H-2
7,36 2H d (8,6) H-2’; H-6’
6,80 2H d (8,6) H-3"; H-5°
6,47 1H S H-6
4,93 IH d (9,8) H-1”

L’ensemble de ces données suggere la structure suivante :

4°, 5, 7-trihydroxy 8-C-glucosylisoflavone (8-C-glucopyranosylgénistéine)

Cette molécule est largement distribuée dans les espéces du genre Genista.
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Spectren°IV-19 : RMN 'H (200 MHz, CD;OD)

du composé SB2
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IV-1-9 : Le composé SB4 :

Interprétation :

L’examen du spectre RMN 'H ( spectre n® IV-20) montre la présence d’un ensemble

de signaux caractérisant un squelette flavonique de type isoflavone reconnaissable par :

Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,98 ppm
caractéristique d’un H-2 d’une isoflavone.

Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau
B, ainsi les doublets a 6 = 7,30 ppm et a & = 6,80 ppm (J = 8,6 Hz)
d’intégration 2H chacun sont attribuables a H-2’, H-6 et H-3’, H-5’
respectivement.

Un autre signal sous forme d’un singulet a 6 = 6,47 ppm d’intégration 1H
attribuable soit a H-6 soit a H-8 indiquant ainsi que le noyau A est substitué en
7, en 5 et soit en 6 soit en 8.

Sur le méme spectre, on remarque la présence d’un signal sous forme d’un
doublet a 6 = 4,98 ppm (J = 9,8 Hz) caractérisant le proton anomérique d’un
glucose ainsi que les autres signaux de ce glucose entre 6 = 3,52 ppm et o
=4,06 ppm.

Un dernier signal sous forme d’un singulet a 6 = 3,87 ppm d’intégration 3H

indiquant la présence d’un groupement méthoxyle dans la molécule.

Par ailleurs, I’examen du spectre RMN 2D, COSY (spectre n°® IV-21) montre :

Une corrélation entre les noyaux des doublets a 6 = 7,30 ppm et 6 = 6,80 ppm
confirmant les attributions de H-2’, H-6 et H-3’, H-5" donc une substitution du
noyau B en 4°.

Une tache de corrélation entre le H-6 ou H-8 et le groupement CHs; du
méthoxyle relative a un couplage lointain. Cela suppose que le groupement
méthoxyle se trouve sur un carbone voisin de C-6 ou C-8 autrement dit le

groupement méthoxyle est porté soit par le C-5 soit par le C-7 du noyau A.

Les données relatives a la RMN 1H ainsi que la COSY sont rassemblées dans le

tableau IV-16.
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Tableau IV-16 : Données de la RMN 'H

chgnéipqliﬁeam(ffﬁtm) Intégration MlzlJﬁﬁlZi)c "¢ | Attribution | COUPlAge
7,98 1H S ) ;
730 2H d86) |H2iHE | 3,5
6,80 2H d86) |H3:H5 | 2,6
6,47 1H S H-6/H-8 | OCH,
57 3H s OCH; 6/8
4,98 1H d (9,8) H-17’ 5o
4,06 / . o 1 3
3,49-3,54 / . . 4
3,71-4,78 / . o 5
3,47-3,54 / . . s
3,83-3,94 / m H-6’a 37,5
3,83-3,84 / . Heb | a6

Les données de la série spectrale UV (spectre n°® IV-22) donne d’autres indications

complémentaires qui sont :

o Je

bande I a 314 nm sous forme d’un épaulement et une bande II a 257 nm
confirmant ainsi la structure d’une isoflavone.
e [’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AL =

+12 nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH indiquant ainsi la

spectre enregistré dans le MeOH donne deux bandes d’absorption, Une

présence d’un OH libre en 7 et ’absence d’une oxygénation en C-6.

e L’addition de AICl; ne montre aucun effet sur le spectre d’absorption
comparativement a celui enregistré dans le MeOH ce qui prouve 1’absence d’un

OH libre en 5 et également I’absence d’un systéme orthodihydroxyle dans la

structure.

Le tableau IV-17 rassemble les données de la série spectrale UV.
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Tableau IV-17: Données de la série spectrale UV.

Réactifs Bande I Autres Bande II Commentaire
bandes
MeOH 314Ep. | 278Ep. 257 isoflavone
+ NaOH 310Ep. / 270 /
+AICl; 314Ep. 278 257 Pas de OH libre en 5
Pas de ortho di-OH
+AICI;/HCl 314Ep. 278 257 sur le cycle B
+NaOAc 323Ep. / 269 OH libre en 7
+NaOAC/H;BO; | 312Ep. / 260 /
Spectre stable avec NaOH apres 5 minutes.

L’étude du spectre de corrélation XHCOR (spectre n°® IV-23) permet d’effectuer les

attributions suivantes :

e Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que
C-2a0=152,1 ppm.

e Une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes des carbone C-2’ et
C-6’permettant ainsi leur localisation a 6 = 132,5 ppm. De méme, une tache de
corrélation entre H-3’, H-5’ et les atomes de carbone C-3” et C-5’ permettant leur
localisation a 6 = 116,1 ppm.

e Une tache de corrélation avec H-6 ou H-8 permet 1’attribution de C-6 ou C-8.

e Une tache de corrélation entre I’hydrogeéne anomérique et I’atome de carbone C-1"’
du sucre, permettant ainsi sa localisation a & = 75,7 ppm. Cette valeur du
déplacement chimique du C-1"" indique celle d’un groupement CH lié a un seul
atome d’oxygene, ce qui suppose que la jonction génine-sucre est une liaison de type
carbone-carbone. Comme indiqué plus haut, cette molécule est une isoflavone non
substitué¢ en C-2, et ayant un noyau B para substitué, ainsi le glucose, vu sa jonction

C-C avec I’aglycone, ne peut étre qu’en position 6 ou en position 8.
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e Par ailleurs, ce méme spectre permet 1’attribution au carbone du méthoxyle le

signal a 6 = 56,4 ppm.

L’ensemble des attributions et la finalisation de la structure seront complétées par 1’étude
du spectre de corrélation hétéronucléaire a longue distance (COLOC avec une constante de
couplage optimisée a 6 Hz).

Sur ce spectre (spectre n° IV-24) nous avons :

e Une tache de corrélation entre H-2 et les atomes de carbone a 6 = 180,4 ppm,
ao=152,1 ppm et a o = 126,6 ppm attribuables a C-4, C-2 et C-3 respectivement.
Ce méme proton montre également une corrélation avec le carbone oxygéné a o =
159,0 ppm qui ne peut étre que le C-9.

e Une tache de corrélation entre H-2’, H-6’et le carbone oxygéné a 6 = 158,5 ppm qui
ne peut étre que C-4’.

e Le H-6 ou le H-8 donne deux taches de corrélation avec deux atomes de carbones
oxygénés autres que le C-9, par conséquent ce sont les carbones C-5 et C-7, donc
ce proton ne peut étre qu’en C-6 (6 =97,6 ppm). L’emplacement du proton en C-
6 et non en C-8 impose la substitution du C-8 par le glucose. En effet, le proton
anomérique montre sur ce spectre une corrélation avec le carbone a & = 105,6 ppm
qui ne peut étre que le C-8 vu la valeur de son déplacement chimique, ceci permet
par ailleurs d’attribuer le carbone non oxygéné restant a C-10 (6 = 108,6 ppm). Ce
proton anomérique (H-1"") montre également une corrélation avec un carbone
oxygéné (6=163,3 ppm) qui ne peut étre que le C-7.

e Cette donnée oriente vers Dattribution du carbone oxygéné restant (6 = 1624
ppm) a C-5. Ce dernier atome de carbone (C-5), montre une corrélation avec les
protons du groupement méthoxyle, ce qui place ce groupement en C-5. La position
du méthoxyle en C-5, et celle du proton du cycle A en C-6 confirment bien la tache

de corrélation observée sur le spectre COSY signalée précédemment.

Par ailleurs, I’analyse de I’ensemble des spectres a permis de faire toutes les attributions
des noyaux de la partie osidique (spectre n° IV-25 RMN "°C) Le tableau IV-18 rassemble

toutes ces données.
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Tableau IV- 18 : Données de la RMN *C :

chgl)néipql 3§e;n(§:ll)tm) Attribution Corrélation avec H
152.1 C-2 2
126.6 C-3 2,2°,6
180.4 C-4 2
162.4 C-5 6, OCH;
97.6 C-6 /
163,3 C-7 17,6
105,6 C-8 17,6
159,0 C-9 2
108,6 C-10 6
124,3 C-1 3,5
132,5 C-2’; C-6 2,6°,3.,5
116,1 C-3’;C-5° 2,6°,3,5
158,5 Cc4 2,6
75,7 C-1” /

73,1 C-2” /
78.9 C-3” /
71,7 C-4” /
82,6 C-5” /
62,7 C-6” /
56,4 OCH; /

Le spectre de masse (mode FAB) dans le glycérol comme matrice (spectre 1V-26),
montre un pic quasi-moléculaire [MH]" & 447 indiquant une masse de 446, un autre pic a

399 relatif a [MH- H,0 - CH,O] " confirmant la présence de OH et OCHj; sur la molécule
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Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de cette molécule :

4’, 7-dihydroxy 8-C-glucosyl 5-methoxyisoflavone.

Une recherche bibliographique approfondie a montré que cette molécule est nouvelle. Ce

résultat a fait I’objet d’une publication internationale [2] (voir annexe).
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Spectre N° IV- 23 : Spectre expérience XH-CORR du composé SB4
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Spectre N° IV-24: Spectre de corrélation COLOC ('H-"°C)
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Spectre de masse (FAB)

Spectre n° IV-26

du composé SB4
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Conclusion

Comme signalé au chapitre III et d’aprés nos résultats, il s’est avéré que G. saharae
posséde un métabolisme secondaire phénolique trés diversifié du point de vue structurale.
En effet, ’obtention a 1’état pur de 24 produits a largement dépassé nos espérances,
malheureusement, il aurait fallu partir d’une quantité plus importante de matériel végétal car
pour les composés dont nous n’avons pas proposé de structures, les quantités obtenues ne
nous ont permis que 1’enregistrement de spectres RMN 'H et de SMIE. Les données relatives
a I’étude de ces spectres ne nous ont pas suffit pour proposer avec certitude des

déterminations structurales vu la complexité des molécules entrevues.
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1V-2- IDENTIFICATION DES PRODUITS ISOLES DE
G. FEROX POIRRET

IV-2-1- Le composé FC112 :

Interprétation :

L’étude du spectre RMN °C de ce composé et les séquences DEPT 90 et 135 (spectre
n° IV-27, tableau IV-19) montrent la présence de vingt atomes de carbone que nous pouvons
répartir comme suit :

e Dix groupements CH, hybridés sp’ dont un oxygéné (8 = 59,41 ppm). En remarque,
le CH; a 6 = 29,67 ppm ne peut étre attribuable qu’aux graisses des solvants.

e Quatre groupements CH dont un éthylénique a 6 = 123,05 ppm.

e (Cinq groupements CHs.

e Un carbone quaternaire éthylénique a 6 = 140,31 ppm.

A ce stade, on peut évaluer le nombre d’atomes d’hydrogénes a 39. Par ailleurs et vu
les valeurs des déplacements chimiques des carbones et surtout des atomes d’hydrogenes
(spectre n°® IV-28, tableau IV-20) ou I’on remarque :

e un multiplet a 6 = 5,41 ppm attribuable au CH éthylénique.

e Un doubleta é =4,15 ppm (J = 6,9 Hz) attribuable au CH; oxygéné.

e Un doublet dédoublé a 6 = 2,17 ppm (J = 7,4 Hz) qui ne peut étre attribué qu’a un
CH,; voisin d’un autre CH; et porté par le carbone quaternaire éthylénique.

e Tous les autres signaux apparaissent dans I’intervalle des déplacements chimiques

inférieur a 1,7 ppm.
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ableau IV-19 : Données de la RMN °C et les séquences DEPT 90 et 135

Déplaceﬁm(;rll)t IIi;ﬁmique Attribution 5 DEPT —
140,31 C-3 / /
123,05 C-2 C-H C-H
59,41 C-1 / CH,
39,84 C-4 / CH,
39,36 C-14 / CH,
37,41 C-10 / CH,
37,34 C-8 / CH,
37,28 C-12 / CH,
36,65 C-6 / CH,
32,77 C-7 C-H C-H
32,75 C-11 C-H C-H
27,96 C-15 C-H C-H
25,10 C-5 / CH,
24,77 C-13 / CH,
24,44 C-9 / CH,
22,69 C-17 / CHj
22,59 C-16 / CH;
19,69 C-19 / CH;
19,69 C-18 / CH;
16,35 C-20 / CHj

Tableau IV-20 : Données de la RMN 'H

ch;ﬁipqlizeam(;‘;m) Multiplicité J (Hz) Attribution
541 m / C=CH-CH2
4.15 d (2H) 6,9 CH,-OH
2.17 t (2H) 73:7,6 _CH,-C=C
1,67 s (3H) / CH;-C=C
0.86 d (6H) 6,4 _CH (CHs),
085 d (3h) 6.1 CHy-CH
0,84, d (3H) 6.6 CH:-CH
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Ces observations permettent de suggérer que 1’atome d’oxygene signalé plus haut sur
un groupement CH,, ne peut étre que sous la forme d’un groupement hydroxyle. Ce qui

mene a la formule brute CooH400.

L’examen du spectre COSY (spectre n° IV-29) qui montre que le signal correspondant
au CH,OH corr¢ele avec le CH éthylénique suggeére que ces deux atomes de carbone sont

voisins ce qui permet d’écrire en tenant compte de ce qui a été dit précédemment une partie

de la molécule sous forme :

Par ailleurs, ce méme spectre montre une corrélation entre le CH éthylénique et le
singulet d’intégration 3H a 6 = 1,67 ppm ce qui permet de placer un groupement méthyle sur
la double liaison ceci est d’ailleurs correct vu la valeur du déplacement chimique de ce

méthyle d’ou la portion de structure :

CHs

OH

Par ailleurs, le spectre COSY montre une corrélation entre le CH; en position 5 et un
autre CH,, ce qui suppose que la position 6 est également sous forme d’un CH,. Ce dernier
CH; montre une corrélation avec un CH, lequel correle avec un CHj; et un autre CH,, d’ou la

portion de structure :
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L’examen du spectre de I’expérience HMBC (spectre n°IV-30) confirme toutes ces données,
notamment, la présence des corrélations entre les noyaux du groupe CH, oxygéné et les
carbones éthyléniques et le carbone du méthyle en position 3 ainsi que des corrélations entre
les protons de ce méthyle et les atomes de carbone éthylénique et le carbone du méthyléne en

position 4.

Outre le méthyle en position C-3, déja signalé, les quatre autres apparaissent sous
forme d’un doublet d’intégration 6H a & = 0,86 ppm (J = 6,4 Hz) signifiant la présence d’un
groupement isopropyle dans la structure. Les deux autres apparaissent tous les deux sous
forme de doublet a 6 = 0,85ppm, (J = 6,1 Hz) et 6 = 0,84 ppm, (J = 6,6 Hz) signifiant la

présence de deux méthyles sur un groupement CH.

Toutes ces données comparées avec celles se trouvant dans la littérature [3-5] meénent a

la structure du phytol.

L’examen du spectre (SMIE) spectre n°IV-31, tableau IV-21) montre des fragments en
tout point équivalentes a celle attendu pour le phytol, notamment la perte d’une molécule
d’eau, d’une molécule d’hydrogéne, d’une molécule de buténe et d’une molécule

d’hydrogéne donnant ainsi le fragment a m/z = 218.

Par ailleurs, ce spectre montre des fragmentations correspondants a la chaine
hydrocarbonée, notamment les signaux a m/z = 57 et 55, ainsi que des fragments plus lourds

de 14 unités de masse souvent réarrangés (perte de Hy).

CHp" mmmmm--ee > CH,*

Tableau IV-21 : Données de la RMN 'H

F(l))ll:?lltl;le C20H40O CyoHss Ci6Ha4

Fragment [M]"™ [M-18]" | [M- 18-2-56-2]"
m/z 296 278 218

Int. Rel. 4,69 8,72 47,65
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L’ensemble de ces ions confirme la présence de la chaine hydrocarbonée du phytol.

3,7, 11, 15-tetraméthyl-2-hexadec-2-én--10l connue sous le nom de Phytol
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Spectre n°IV-27 : RMN "*C amplifi¢ (100 MHz, CDCls)
du composé FC112
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Spectre n°IV-28 : RMN 'H (400 MHz, CDCls) du composé FC112
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Spectre n° IV-29 : RMN COSY & 'H-3'H (400 MHz, CDCl;)
du composé FC112
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Spectre n°IV-30 : RMN HMBC (400 MHz, CDCls)
du composé FC112
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Spectre n°I'V-30 bis: RMN HSQC (400 MHz, CDCl5)
du composé FC112
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Spectre SMIE du composé FC131

Spectre n°IV-31
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IV-2-2- Le composé FC131 :

Interprétation :

Le spectre de masse a haute résolution (SMHR) (spectre n°IV-32) du composé¢ FC131
donne une masse exacte du pic moléculaire a m/z = 414,3160 (100%) correspondant a la
formule brute Cy9Hs00, soit un composé a cinq insaturations. Ces données nous ont incité a
réaliser le test de LIEBERMANN & BUCHARD relatif a la mise en évidence des stérols et
des triterpenes. En effet, aprés addition de CHCI; et d’une méme quantité d’anhydride
acétique a quelques milligrammes de ce produit, une bonne agitation et addition de quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré, le mélange au début incolore a viré brutalement au vert

attestant la présence d’un stérol.

Ce spectre montre également la présence d’un ion a m/z = 396,3221 (63,89%)
correspondant au départ par réarrangement d’'une molécule d’eau confirmant la présence
d’un groupement hydroxyle dans la molécule. Cet ion se fragmente a son tour pour donner
un pic a m/z = 381,3172 (21,22%) correspondant au départ d’un radical méthyle, ce qui est

largement attendu pour les stérols.

La structure stérol est appuyée par le signal a m/z = 273,2379 (17,96%) correspondant
a la perte de la chaine latérale (C;oH,;) par 1I’ion moléculaire ce qui est connue pour les
stérols. Cette rupture est suivie par la perte d’une molécule d’eau, confirmant la présence de

la fonction alcool sur la partie polycyclique.

Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations des stérols sont résumées dans le
tableau [V-22 :
Tableau IV-22 : Données du SMHR

Fragment |[M]"~ | [M-15]" | [M-18]" | [M-18-15]" | [M-CioHx1]"
m/z 414 399 396 381 273,21
Int. Rel. (%) | 100 26,99 63,89 21,22 17,96
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L’examen du spectre RMN 'H de ce produit (spectre n® IV-33) dans CDCl; montre :

e un doublet large a 6 = 5,35 ppm d’intégration 1H correspondant au proton
éthylénique connue avec la numérotation H-6.

e un multiplet d’intégration 1H a 6 = 3,53 ppm correspondant & un proton sur un
carbone oxygéné, notamment le H-3 d’un stérol.

e Unsinguleta d = 0,68 ppm d’intégration 3H attribuable au méthyle 18.

e Deux doublets et un triplet superposés d’intégration 9H centré a & = 0,86 ppm
correspondant aux deux méthyles isopropyliques qui sont diastéréotopiques et par
conséquent magnétiquement non équivalents et au méthyle du groupement éthyle
respectivement.

Le tableau IV-23 rassemble les données de la RMN 'H du composé FC131.

Tableau IV-23 : Données de la RMN 'H

Déplacement < yeelx
chimique Intégration Multiplicit¢ Attribution
(J Hz)

o (ppm)
5,35 1H large H-6
3,53 IH multiplet H-3
2,25 2H d (6,5) H-4
0,68 3H S CH;-18
0,82 3H d (6,8) CH;-27
0,85 3H d (7,0) CHs-26
0,86 3H t (7,0) CHs-29
0,94 3H d (6,5) CH;-21
1,01 3H S CHs-19

Le spectre RMN "°C et les séquences DEPT 135 et 90 (spectre n°IV-34) confirment la
présence de la double liaison trisubstituée par les signaux a 6 =140,8 ppm, relatif a un
carbone éthylénique quaternaire (C-5) et a 6 =121,6 ppm relatif a un CH éthylénique (C-6),
ainsi que la présence d’un CH oxygéné a & =71.7 ppm relatif & (C-3) portant la fonction

alcool.

L’ensemble de ces données comparées aux résultats de la littérature [6-8] ainsi que la

co-chromatographie avec un échantillon authentique meéne au -sitostérol.
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Spectre SMIE du composé FC131

Spectre n°IV-32
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IV-2-3- Le composé FAS83 :

Interprétation :

e La couleur orange fluorescente sous 365 nm oriente vers une structure d’isoflavone.

Les données de la série spectrale UV (spectre n° IV-35) montrent :
e La bande I sous forme d’un épaulement a environ 331 nm caractéristique d’un
squelette de type isoflavone.
e le déplacement bathochrome de la bande II apres addition de NaOAc (AL = +8 nm)
indique la présence d’un OH libre en 7.
e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le MeOH confirme la présence d’'un OH

libre en 5 (AL =+ 43 nm).

Les données relatives a la série spectrale UV sont rassemblées dans le tableau IV- 24

Tableau n° I'V-24 : Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande I l?;nt;zz Bande I1 Commentaires
MeOH 331Ep. / 261 isoflavone

+ NaOH Ep. 323 274
+AICl; 374 310 273

+AICl3/HCl 374 310 273 OH libre en 5
+NaOAc Ep. / 269 OH libre en 7
+NaOAC/H;BO; Ep. / 261 /
Spectre stable avec NaOH aprés 5 mn
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L’examen du spectre RMN 'H (spectre n° IV-36) montre :

e Un singulet d’intégration 1H a & = 8,06 ppm attribuable a H-2, confirmant la
structure d’une isoflavone.
e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6,35 ppm (J = 2.1 Hz)

attribuable a H-8, le second a & = 6,22 ppm (J = 2.1 Hz) attribuable a H-6

indiquant ainsi la substitution des positions 5 et 7.

e Deux autres doublets d’intégration 2H chacun, a 6 = 7,37 et 4 & = 6,84 ppm,
(J=8,5 Hz) attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement confirmant la

substitution du cycle B en 4°.

Les données relatives a la RMN 'H sont rassemblées dans le tableau IV-25

Tableau n° IV-25: Données de RMN 'H

Déplacement multiplicité

chimique Intégration (J Hz) Attribution

o (ppm)
8,06 1H ] H-2
7,37 2H d (8,5) H-2’, H6’
6,84 2H d (8,5) H-3’, H-5’
6,35 1H d(2,1) H-8
6,22 1H d(2,1) H-6

Toutes ces données complétées par la littérature menent a la structure du composé :
4’, 5, 7-trihydroxyisoflavone (Génistéine), déja isolé de I’espéce G. saharae Coss. et

Dur. Cette molécule est majoritairement présente dans I’extrait acétate d’éthyle de

cette espece.
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IV-2-4: Le composé FA122

Interprétation :

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une

flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

Les données de la série spectrale UV (spectre n° IV-37, tableau n° IV-26) montrent :

Le maximum d’absorption de la bande I a 335 nm indique qu’il s’agit d’un
flavonoide de type flavone.
L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I
(AL = + 57 nm) avec augmentation de I’intensité¢ lumineuse indique la présence
d’un OH libre en 4 °, ainsi 1’apparition d’une nouvelle bande a 325 nm indique la
présence d’un OH libre en 7.
L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II
(AA=+ 8 nm) par rapport au spectre enregidtré dans le MeOH confirme la présence
d’un OH libre en 7.
Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 45 nm) révele la
présence d’un OH libre en 5.
L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant le spectre
AIlCI; + HCI par rapport au spectre de AlCls, laisse prévoir I’absence de systeme
ortho dihydroxylé sur le cycle B.

Tabeau IV-26: Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande I Autres Bande 11 Commentaire
bandes
MeOH 335 / 268 flavone

OH libre en 4’

+ NaOH 392 325 276 OH libre en 7
+AICI; 382|350 303 274 Pas de ortho di-OH

sur le cycle B

+AICL/HCI 380 318 303 278 OH libre en 5

+NaOAc 380 308 276 OH libre en 7

+NaOAC/H;BO; 343 / 269 /
Spectre stable en présence de NaOH apres 5 mn
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L’examen du spectre RMN proton (spectre n°® IV-38, tableau IV-27) montre :

e Un singulet a 6 = 6,46 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une
flavone.

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premiera 6 = 6,32 ppm, le second
ad=26,15ppm (J= 2.1 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement, confirmant
I’hydroxylation des positions 5 et 7.

e Deux doublets d’intégration 2H chacun, a 8= 7,66 et a &= 6.82 ppm,
(J=8,4 Hz) attribuables a H-2’, H-6" et a H-3’, H-5’indiquant ainsi la substitution
du noyau B en position 4’.

Tableau I'V-27: Données de la série spectrale UV

Déplacement . ) Multiplicité o

_ Intégration Attributions
chimiqued (ppm) (JHz)

7.66 2H d(8.4) H-2’, H-6
6.82 2H d(8.4) H-3’, H-5’
6.46 1H s H-3
6.32 IH d(2.1) H-8
6.15 1H d(2.1) H-6

L’ensemble des données de la série spectrale UV ainsi que la RMN 1H oriente vers le

composé : 4°, 5, 7-trihydroxyflavone connue sous le nom d’Apigénine.

La structure de cette molécule est encore confirmée par le spectre SMIE (spectren®IV-
39) qui donne un pic moléculaire [M]™am/z= 270 (100%) correspondant a la formule
brute C;sH;9Os indiquant ainsi un squelette trihydroxyflavone. La présence du pic a
m/z = 242 correspond & [M-CO]", de méme le picam/z =153 correspond a [ A;+H],

+.

le pic am/z=118 correspond a [B]
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Spectre n° IV-39 Spectre de masse (IE)
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IV-2-5: Le composé FA132

Interprétation :

e La fluorescence noire violette sous lumieére de Wood est caractéristique d’une
flavone ou d’un flavonol substitué en 3.
e Le comportement chromatographique dans les différents systemes indique que le

composé est un hétéroside monoglycosylé.

Comportement chromatographique

Systeme SI SII SIII
R¢ 0,57 0.32 0.35

SI: Toluéne/ Méthanol/ Methyléthylcétone (4:3:3)
SII: H,O / MeOH / Methyléthylcétone / Acétylacétone (13:3:3:1)
SIII: Ac. Acétique (15%)

Les données de la série spectrale UV (spectre n° IV-44, tableau n° IV-30) montrent :

e Le maximum d’absorption de la bande I a 334 nm indique le squelette d’une flavone.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I

(AL =+ 58 nm) avec augmentation de I’intensité¢ lumineuse indique la présence d’un

OH libre en 4’°, I’absence d’une nouvelle bande dans I’intervalle [320-335] indique

une substitution de la position 7.

e L’addition de NaOAc ne provoquant pas d’effet notable sur la bande I par rapport
au spectre MeOH confirme la substitution en 7 (7- OR).

e Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AlCls+ HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 45 nm) confirme la
présence d’un OH libre en 5.

e La faible déplacement de la bande I en comparant les spectres AlCl; + HCI et AlCl;,

laisse prévoir I’absence de systeéme ortho dihydroxylé sur le cycle B.

185



Tabeau IV-30: Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande I | Bande Il Autres Commentaires
bandes
MeOH 334 268 / flavone
OH libre en 4’
+NaOH 392 275 / Pas de OH libre en 7
+AICI; 381 273 | 340 299 OH libre en 5
Pas de ortho di-OH
sur le cycle B
+A1C1:/HCI 379 272 341 299
+NaOAc 373 269 / ORen?7
+NaOAC/H3;BO;3 340 269 /
Spectre stable en présence de NaOH apres 5 mn

L’examen du spectre RMN proton (spectre n® IV-45) montre :

e Un singulet a 6 = 6,74 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une
flavone.

e Deux doublets d’intégration 1H chacun, a6 =6,49eta 6= 6,23 ppm (J= 2.1 Hz)
attribuables a H-8 et H-6 respectivement.

e Deux autres signaux sous forme de doublets d’intégration 2H chacun et dont
la constante de couplage J = 8,9 Hz, le premier a 6 = 7,96 ppm, attribuable H-2’,
H-6’ et I’autre a 6 = 6,95 ppm, permet son attribution a H-3’ et H-5".

e Le doublet a 5,08 ppm indique la présence d’un sucre li¢ a I’aglycone par une liaison
C-0, car toutes les positions susceptibles de faire des liaisons sont occupées par des

protons dans cette molécule.

Les données de la RMN 'H sont résumées dans le tableau IV-31
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Tabeau IV-31: Données de la RMN 'H

Déplacement Multiplicité

chimique (ppm) Intégration (J Ha) Attribution
7.96 2H d (8,9) H-2’, H-6’
6.95 2H d (8,9) H-3°, H-5’
6.74 1H S H-3
6.49 1H d(2,1) H-8
6.23 1H d(2.1) H-6
5.08 1H d H1’’(sucre)

L’examen du spectre RMN "°C révéle la présence d’un groupement CH,OH a §
= 61,0 ppm, orientant ainsi vers un substituant de type glucosyle. La nature de ce substituant
a été d’ailleurs vérifié¢ par hydrolyse acide et co-chromatographie avec des échantillons de
référence.

Toutes ces données complétent la structure précédente en attribuant les différents
radicaux a des protons. Donc le composé est 4°, 5-dihydroxy 7-O-glucosylflavone connue

sous le nom de 7-O-glucosyl apigénine.

7-O-glucosyl apigénine
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4’, 5-dihydroxy 7-O-glucosylflavone

7-O-glucosyl apigénine
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Spectre n°IV-44 : Série sprctrale UV du composé FA132

188



du composé FA132

_,._-—__.-.r-/_-

Protons du
sucre

189

Spectre n° IV-45 : RMN 'H (250 MHz, CDO;0D)
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IV-2-6 : Le composé FA232

Interprétation :

La fluorescence noire violette sous 365 nm de ce composé est caractéristique d’une

flavone ou d’un flavonol 3-OR.

Les données de la série spectrale UV (spectre n°® IV-47, tableau IV-32) montrent :

Le maximum d’absorption de la bande I a 350 nm et la fluorescence violette signalée
plus haut sont en faveur d’une flavone ou d’un flavonol substitué en 3.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I
(AL = + 52 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse par rapport au spectre
MeOH indique la présence d’un OH libre en 4°, ’apparition d’une nouvelle bande a
329 nm indique I’existence d’un OH libre en 7.

L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II
(AA =+ 5 nm) par rapport au spectre MeOH confirme le OH libre en 7.

La comparaison du spectre en présence de NaOAc et ce méme spectre aprés addition
de H3BOs; montre un déplacement bathochrome de la bande I (AA= + 49 nm)
dans ce dernier est révélateur de la présence d’un systéme ortho di-OH sur le
cycle B. Cette hypothése est confirmée par I’effet hypsochrome de la bande I
(AA = -37 nm) du spectre enregistré dans le milieu (AICl; / HCl) comparativement a
celui enregistré dans AICl;.

L’effet bathochrome de la bande I en comparant les spectres AICl; + HCl / MeOH (AA

=+35 nm), indique la présence d’un OH libre en 5.

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

Avec Ry, Ry, Ry, Rs, Rg différents de OH et R3 est un H ou un OR.
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Tablrau IV-32 : Données de la série spectrale UV

Réactifs BandeI | Bandell Autres Commentaires
bandes
MeOH 350 264 255 291 flavone
OH libre en 4’
+ NaOH 402 267 329 OH libre en 7
+AICL 422 273 303 /
OH libre en 5
+A1C1:/HCI 385 274 358 297 Ortho di-OH sur le B
+NaOAc 352 269 254 OH libre en 7
+NaOAc/H;BOs 401 269 / Ortho di-OH sur B
Spectre stable en présence de NaOH apres 5 mn

L’examen du spectre RMN '"H montre (spectre n® IV-48) :

Un singulet a 6 = 6,57 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3, ce qui permet
d’opter pour une structure de type flavone.

Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 2H a ¢ = 6,53 ppm avec une
constante de couplage J = 2 Hz attribuable a H-8, un autre signal sous forme de
doublet et également d’intégration 2H a 6 = 6,23 ppm avec la méme constante de
couplage (J = 2 Hz) attribuable a H-6 confirmant ainsi lhydroxylation des
positions 5 et 7 du noyau A.

Le signal a 6 = 7,42 ppm, d’intégration 2H attribuable a H-2* et H-6". Ce signal
correspond en fait & deux signaux superposés 1'un deux sous forme d’un doublet
dédoublé (J = 8,4 Hz et J = 2 Hz) caractérisant H-6" et ’autre sous forme d’un
doublet (J =2 Hz) caractérisant H-2’. Ce signal confirme [’hydroxylation

des positions 3’ et 4’ du cycle B. Par ailleurs, le signal sous forme de doublet

(J=8,4 Hz) qui apparaita 6 = 6,95 ppm, est attribuable a H-5".

Les données relatives 4 la RMN 'H sont reportées sur le tableau IV-33
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Tablrau IV-33 : Données de la SRMN 'H :

Déplacement chimique Intégration Multiplicité Attribution
6 (ppm) J (Hz)
7,42 2H dd(8,4;2) | H-2> H-6°
6,95 1H d (8,4) H-5°
6,57 1H S H-3
6,53 1H d(2) H-8
6,23 1H d(2) H-6

Toutes ces données permettent de dire que le composé FA232 correspond a :

3’,4°, 5, 7-tetrahydroxyflavone connue sous le nom de lutéoline.

Le spectre SMIE (spectre n°IV-49) confirme bien cette structure, en y reléve en effet
la présence de 1’ion moléculaire a m/z = 286 comme pic de base correspondant a la formule
brute C;sH;¢O¢ ainsi que les ions a m/z = 258 relatif a la perte d’un CO, a m/z = 153
correspondant & [A;+1]" confirmant ainsi la dihydroxylation du noyau A et a m/z = 134

correspondant a [B;]" confirmant bien une dihydroxylation du noyau B.

Donc le composé est effectivement : 3°, 4°, 5, 7-tetrahydroxyflavone (lutéoline)
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Spectre n° IV-49: Spectre de SMIE du composé FA232

Fi1le:51050 Ident:75_85+77 Win 100PPM Acg: 6-JUL-2004 13:07:49 +3:57 Cal:51050
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Conclusion:

Les résultats de 1’étude phytochimique concernant I’espéce G. ferox ont révélé la
richesse de cette derniére en métabolites secondaires ainsi que leur diversité structurale. En
effet, cette diversité est remarquée tant du point de vue squelette hydrocarboné que du
point de vue substitution ou 1’on signale la présence du : phytol, du B-sitostérol ainsi que

des flavonoides de type flavone et isoflavone.
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