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| ntroduction général :

Aujourd’hui la préoccupation majeure de chacun c’est la santé, selon la
définition de ’OMS, la santé est caractérisée par un « €tat de complet bien-étre
physique mentale et social ne consistant pas seulement en une absence de maladie ou
d’infirmité » [1] et c’est pour ¢a nous avons vu migration dans la médecine, cette
migration fait recours aux plantes pour se soigner, soit par inaccessibilité aux
médi caments prescrits par lamédecine moderne, soit parce que ces plantes ont donné
des résultats thérapeutiques trés encourageants et a moindres effets secondaires
remarqués lors de leur utilisation, soit parce qu’elles sont moins agressives et moins
nocives pour I’organisme.

Les plantes sont de plus en plus utilisées par I'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre la malaria ou
sans la diagoxine qui soigne le ceeur, ou encore |'éphédrine que |'on retrouve dans de
nombreuses prescriptions contre les rhumes.

L’inventaire le plus récent montre que parmi environ 400000 espéces des
végétaux connus [2]. On estime que seulement 15 25 % ont été investi sur les plans:
phytochimique et pharmacologique [3] ; 1 % seulement sont appliquées sur des
especes bactériennes et moins 5% sur des champignons ont été éudies pour leur
compostions chimiques. Par ailleurs, selon (OMS) pres de 6377 espéces de plantes
sont utilisées en Afrigue ,dont plus de 4000 sont des plantes médicinale ce qui
constitue 90 % de la médecine traditionnelle en Afrique [4].

L’ utilisation des plantes comme médicaments a exigée la déermination de
leurs composes actifs. Avant ca elles passent sur un processus commence
généralement avec un botaniste ou un écologiste de spécialité végétale, qui recueille
et identifie la plante d’ intérét, la collection touche les especes dont on connait
I’ activité biologique pour lesquels les composés actifs n’ont pas été isolés ou des
taxons qui peuvent étre recuelllies au hasard pour la découverte[5], les phytochimistes
sont responsables de la préparation des extraits des plantes, ces derniers sont ensuite
passés au pharmacologistes pour les tests biologiques, lorsque on met |’ accent sur
|’ activité biologique ,en fin les phytochimistes commencent aisoler et caractériser
les composés actifg[6,7] .



Sur cette optique et dans |e cadre du programme d'éude de la flore algérienne,
dont le but est de mettre au point de nouvelles molécules naturelles et de pouvoir
satisfaire aux besoins de santé des populations, nous Nous sommes intéressés, dans ce
travail, a I|'@ude phytochimique dune plante de Ila famille des
Globulariaceae ;Globularia Alypum L ; gu'on trouve dans AIN BEIDA , d’ou on a
fait sarécolte.

Les principales parties de ce travail sont les suivantes:
*Le premier chapitre est consacré a une présentation botanique de la famille

et du genre Globularia, auss les travaux phytochimiques antérieurs relatifs aux
métabolites secondaires les plus courants, reporte également les résultats relatifs aux
activités biologiques et toxiques de ces plantes.

* Le deuxiemetraite I’étude bibliographique des métabolites secondaires

* Le troisieme chapitre ou nous nous sommes intéressées a 1’étude chimique de
I’espéce Globularia alypum L, basée sur I’extraction de ses métabolites secondaires
en débutant par la macération, puis la séparation et la purification de différents
produits isol és.

* Le quatriéme chapitre qui renferme la discussion des résultats obtenus ou
nous avons essayé de déterminer leurs structures chimiques par combinaison de
différentes techniques spectroscopiques notamment (UV, RMN 'H, RMN C
,DEPT , HMPC, COSY ,HSQC,................ ).



[1]
[2]
[3]
[4]
[5]

[6]
[7]
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L’utilisation des plantes dans la médecine traditionnelle a constitué la base de ce que
nous appelons aujourd’hui, médecine moderne et les investigations phytochimiques réalisées
sur les plantes utilisées dans la médecine traditionnelle. Notre travail est basé sur I’espéce
Globulariaaypum L de lafamille Globulariaceae.

|-Lafamille Globulariaceae :

[-1-Description Botanique :

Lafamille de Globulariaceae est un petit taxon comprend seulement deux genres
Globularia et Poskea ; et environ 30 especes répandues en Europe et le nord-africain [1.2]
[-1-2-Taxonomie :

Enbranchement angiosperme
Classe Dicotylidone
Sous classe Asteridae
Ordre Scrophulariales
Famille Globulariaceae

| -1-3-Aspect botanique et répartition géographique:

Les plantes du genre globularia sont vivaces, a feuilles entieres et aternes. Les fleurs
presque toujours teintées en bleue, sont nombreuses et groupées en capitules simples
entourées de bractées foliacées. Elles sont petites et zygomorphes, avec deux lévres: la
supérieure, a deux lobes, est souvent atrophiée ; I'inférieure présente trois lobes plus ou moins
échancrés et quatre étamines. Le fruit est un akene entouré par le calice persistant
(figure I-1) [1].

On trouve en Algérie, Globularia alypum, G. vesceritensis Batt. et G. eriocephala
Pomel. Les deux derniéres sont présentes dans le Sahara central (Hoggar, Tassili) [2].



Figurel-1: Globulariaceae




Tableau |-1 représente quel ques espéces et leur répartition géographique

ESPECE

SYNONYMES

ASPET

BOTANIQUE

REPARTITION
GEOGRAPHIQUE

Globularia alpina Salisb

globularia vulgaris L.
globularia bisnagarica L.
globularia caespitosa
Orteg

globularia collina Salisb.
globularia linifolia Lam.
globularia pungens
Pourr.

globularia linnaei Rouy.
globularia multicaulis
Tenore.

globularia nudicaulis
Herb. Linn.

globularia elongata
Hegetscw .

Vivace de 10 2 20 cm
de haut, floraison d'un

bleu vif

en été

Europe de I'Espagne
jusqu'au Caucase

Globularia aphyllanthes

globularia punctata Lapeyr.

Vivace d'environ 30 cm

Crantz globularia willkommii de haut touffe Eurpe meridionale
Nym. évasée,arrondie,
floraison bleu indigo en
été
Globularia espece protégée car
amygdalifolia Webb elle est en voie de lle San Nicolau

disparition -endémique

Globularia ascanii lles Canarie
Bramwell and Kunkel
Globularia cambessedii Vivace de 30 cm de lles Baléares

Willk.

haut en

situation aride,

floraison bleue en été

Globularia cordifolia L.

globularia bellidifolia
Salisb.

globularia ilicifolia Willk.
globularia minima Vill.
globularia spinosa Lam.
globularia saxatilis Salisb.
globularia valentina

Willk.

feuilles étroites a la
base des tiges
ligneuses. Les feuilles

radicale

s forment des

rosettes
touffe, érigé
floraison violette en été

les Alpes du Sud-Est
Asie mineure

Globularia davisiana O.
Schwarz

sous arbrisseau de30
cm de haut floraison
bleue en été

Asie mineure en altitude

Globularia dumulosa O.
Schartz

10 cm de haut environ

Asie mineure en
Altitude

Globularia eriocephala

tige dressée a feuilles

en Afrique du nord

Pomel progressivement Algérie

réduites
Globularia fuxcansis Sud de I'Europe en
Giraudias ou _ altitude vers 1000 m
globularia fuxeensis surtout en Espagne
Globularia gracilis Rouy Entre 8 et 15 cm de Sud de I'Europe

et Richter ex globulaire
gréle

haut, touffe erigé
floraison d’'un bleu

lavande

(Pyrénées)

Globularia hedgei H.

Asie mineure en




Duman

altitude (Turquie)

Globularia incanescens
Viv

globularia glauca Balb
ex Steud

Sous arbrisseau
rampant

de 5a10cm de haut a
floraison bleue pale en
été

Sud de I'Europe en
altitude (Espagne,
Espagne,

alpes)

Globularia indubia
(Svent.) Kunke

lytanthobularia indubia
Svent

lles Canaries endémique

Globularia lippiaefolia
Pau

Espagne (Pyrénées)

Globularia liouvillei
Jahandiez et Maire

En altitude plus de 2000
m dans le haut-atlas
région de oukaimeden
(Maroc)

Globularia majoricensis
Gand.

lles Baléares (Mallorque)

Globularia neapolitana
O.
Schwarz

sous arbrisseau

Europe de sud (Espagne
région de Naples)

Globularia nana Lam.

Globularia bellidifolia
Tenore
globularia repens Lam.

Sous arbrisseau de trés
petite taille 5 cm
maximum, floraison
bleu lavande a bleu
lilas

Asie et Europe en
altitude des Alpes
jusqu’au Balkans

Globularia nudicaulis L.

Sous arbrisseau de 20
a 30 cm de haut

Espagne Alpes —
Pyrénées-

Espagne dans les
pyrénées et en navarre

Globularia orientalis L.

Sous arbrisseau de
environ 10 a 25 cm de
haut, floraison fin
printemps-été

Asie mineure en altitude
(Turquie-région d'Ankara
Syrie)

Globularia oscensis
Coincy

Sud d I'Europe (lles
canaries-Grande Canarie)

Globularia pallida K.
Koch

globularia ttrichosantha
Fish et Mey

ouest de la Turquie dans
la province de Bilecik-
Syrie

Globularia procera
Salisb

globularia longifolia Ait.

Globularia salicina Lam.
Globularia macrantha K.

Koch ex Walp.

lile de Madérne et lle de
Ténérife

Globularia sintenisii
Hausskh. Et Wettst. Ex
Wettst

Sous arbrisseau de 10
a 20 cm de haut
[floraison

bleue en été

En altitude (Iraque -
Kurdistan- Turquie)

Globularia sarcophylla

10 a 20 cm de haut ,

Endémique aux lles

touffe évasée Canaries
Svent.
Globularia stygia Orph. _ Vivace de 5 a 20 cm de

haut en situation aride , Grece

floraison en été




| -2-Usages traditionnels et activités biologiques :

Généralement, beaucoup d’espéces de cette famille ont des propriétés thérapeutiques
remarquables, et sont utilisées en médecine traditionnelle. Pour cette famille le genre le plus
cultivé est globularia [3] qui est utilisé anciennement en Turquie pour ses effets laxatifs et
diurétiques[4, 5].

La population de nord d’Afrique utilise les plantes de globularia pour calmer les
douleurs et pour traiter les douleurs rhumatismales [6].

Des études bibliographiques confirment que les especes du genre globularia présentent des
activités  antimicrobiennes, cytotoxiques, cytostatiques, anti-oxydantes et anti-
inflammatoires [7].

| -3-Etudes chimiques antérieures sur le genre

Lamajorité des éudes phytochimiques effectuées sur un nombre important d’espéces
du genre globularia, montrent larichesse ainsi que la diversité structurale de ces dernieres en
métabolites secondaires incluant en particulier les flavonoides, les phényléthanoide et des
iridoides glycosides.



| -3-1-L es composes phénylethanoides :
Le tableau 1-4_ montre quel ques composes phénléthanoides isolée a partir du genre globularia

Tableau -4 Quelques composés phénléthanoides isolée apartir du genre globularia

Nom d’espece Nom de compose isolé N%de Réf
structure
varbascoside 38
isoverbascoside 39
cordifolia Leucosceposide A 40 17
martynoside 41
Rossicaside A 42
Globusintenoside 43
3'-O-methylcrenatoside 44
Globularia varbascoside 38
sentenissii | sovarbascoside 39 22
Leucosceptoside A 40
Plantainoside C 45
mantynoside 41
isocrenatoside 46
Globularia Globilaritol (6-O-feruloyl-p-D-glucopyranosyl-(1—6)- 47 31
orientalis glucitol).
Globularia varbascoside 38
dumulosa decaffeoyl-verbascoside 48 23
L eucosceptoside A 40
Globularia verbascoside 38
davisiana isoacteoside 49 24
Leucosceptoside A 40
crenatoside 50
Globularia verbascoside 38
trichosantha | Trichosanthoside A 51
Rossicaside A 42 26
Trichosanthoside B 52
isoaciteoside 49
isocrenatoside 46
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|-3-2- Lesflavonoides :

Sont des composeés qui ont |a méme structure chimique (squel ette) de base a quinze
atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cyclesen Cs (A et B), reliés
par une chaine en Cs (figure 2) [8,9]. IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs : racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois et pollens[10].

ils sont notamment :Anti-oxydantes, anti inflammatoires, anti-carcinogéniques, anti-
virales, anti- oestrogéniques[11,12], inhibiteurs d’enzyme, anti-microbiennes [13,14], anti-
allergiques[15], cytotoxiques, anti-tumorales [16] et anti spasmodiques .

Figurel.2: Lesquelette de noyau flavane.
L e tableau suivant résume quel ques flavonoides isolés du genre globularia

Tableau |-2 : quelques flavonoidesisolésdu genre globularia

Nom d’espéece Nom de compose isolé N°de Réf
structure
chrysoeriol 7-O-p-D-allopyranosyl-(1—2)-p-D- 1
Cordifolia glucopyranoside

17

stachyspinoside 2

pectolinarigenin 7-O-B-D-glucopyranoside 3

Globularia la nepetin 7-O-p-D-glucopyranoside 4

Dumulosa 18

demethoxycentaureidin 7-O-f-Dglucopyranoside 5
apigénine 6
Globularia
Elongata lutéoline 7 19
6-hydroxylutéoline 8

12



LICH,
H
CH
H
(]
CR HU o o
H
(] [
H LH
LK U 1 R-H
2 HR-AC

13



|-3-3- LesIridoides:

Les iridoides sont un groupe de composés naturels appartenant ala grande classe des
terpénoides [28]. Ils sont définis par une structure commune, en I'occurrence, le noyau iridane
(figure I-3) de nature cyclopentapyranique (cis-2-oxabicyclo [4,3,0]-nonane) [29].

figurel-3: lenoyau iridane

les travaux phytochimiques effectués sur le genre Globularia ont permis |”’isolement
les iridoides comme les présente letableau |-3:
Tableau |-3: lesiridoidesisoléesdu genre globularia

Nom d’espece Nom du composé isolé NYde Réf
structure

Asperuloside 9

Globularifolin 10
Aucubine 11 20

Melampyroside 12

monomelittoside 13

Catalpol 14

Cordifolia | 5 hydroxydavisioside 15
globuloside C 16 21

alpinoside 17

Asperuloside 9
dehydrodiconiferyl alcool 9-O-B-D-glucopyranosyl- 19 17

(1- 2)-p-D-glucopyranoside
dehydrodiconiferyl alcool 9-O-B-D-glucopyranoside 20

Sintenoside 21 22
Globularia lytanthosaline 22
Sentenissii Globularine 23
Catalpol 14
10-O- benzoylglobularigenin 15
Dumuloside 16
Globularia davisioside 27
Dumulosa Aucubine 11

14



Melampyroside 12 23
Catalpol 14
10-O-benzoyl catal pol 25
Alpinoside 17
Deacetylalpinoside 26
Davisioside 27
Asperuloside 9
Globularia Alpinoside 17
Davisiana Geniposide 28
globularine 23 24
Globularicisine 29
Agnuside 30
10-O-benzoyl catapol 25
Lytanthosaline 22
Melamperoside 12
Deacetyla pinoside 26 25
Catapol 14
10-O-benzoyl catal pol 25 26
Aucubine 11
Asperuloside 9
Globularia Deacetylasperuloside 31 25
trichosantha ’acide asperulosidique 32
Scandoside 33
acide geniposidique A
Alpinoside 17 26
globulosides A 35
globulosides B 36
Globularidine 37
Globularia globularine 23 27
arabica globularidine 37
Globularia geniposide 28
meridionalis mel ampyrosi de 12
globularifolin 10
asperuloside 9 30
globuloside A 35
globuloside B 36

15
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H
C
C
] H
= CR
15 R;-OH R=H
27 R;=OH R=B Gluc
10 R;=H R=B Gluc
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0
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OH
g. Rl =H Rzz H
16 Ry =H R>= benzoyl
12 Ry=benzoyl Ro=H

Le but de ce chapitre était de savoir les principaux meétabolites secondaires de lafamille

GLOBULARIACEAE, que nousalons détailler leurs définitions dans le chapitre 2.
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Chapihre 11
étude des polyphénols
L et iridoides )




Les plantes sont extrémement complexes du point de vue de leur composition
chimique telle que les métabolites secondaires qui  sont surtout utilisées en thérapeutique et
qui peuvent étre classés en plusieurs grands groupes: les alcaoides, les terpenes, les
stéroides ainsi que les composes phénoliques et les iridoides qui font 1’objet d’une attention
particuliere de notre part.

I1-1-les composés phénoliques :

Les polyphénols sont des composés dotés de plusieurs groupements phénoliques, avec
ou non d’autres fonctions hydroxylique, carboxylique...etc. Dans cette classe, on rencontre de
nombreuses substances constituées de différents noyaux [1]. La structure des composés
phénoliques naturels varie entre les molécules ssmples (acides phénoliques simples) et les
molécules |es plus hautement polymeérisées (tanins condenseés) [2].

Le métabolisme phénolique intervient dans le programme général de la croissance
d’un organe végétal, ce qui suggere un réle éventud de ces substances dans ce processus. En
effet ; des travaux antérieurs ont montré que les phénols interviendraient dans de nombreux
processus physiologiques tels que: la croissance cellulaire, différenciation organogene,
dormance des bourgeons, floraison, tubérisation, également ils jouant le réle des signaux de
reconnai ssance entre les plantes (Allélopathie) ou bien lui permettant de résister aux diverses
agressions vis-a-vis des organi smes pathogenes.

I1-1-1- Principales classes des composés phénoliques :
I1-1-1-1 - Les acides phénoligues simples :

I1-1-1-1- A-Acides hydroxybenzoiques:

Ont une structure générale de base de type (C6-C1).

Dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique .

Sont tres communs aussi bien sous forme libre que combinés a I’état d’ester ou
D’hétéroside.

L es acides hydroxybenzoiques | es plus abondants sont répertoriés dans le tableau I1-1 :
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Tableau I1-1: Principaux acides hydroxybenzoiques [5].

Structure R1 R3 R4 | Acides phénoliques

H H H Acide benzoique

H OH H Acide p hydroxy

benzoique
i H on| H Acide
K. (B protocatechique
H OCH3 | OH H Acide vanilligue
h L H OH OH Acide galique

H OCH3 | OH | OCH3 Acide syringique

OH H H Acide sdlicylique

OH H OH Acide gentisique

11-1-1-1 -B- Acides hydroxycinnamiques

Ont une structure générale de base de type (C6-C3).

Dérivent de I'acide cinnamique.
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques .
Les degrés d’'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une

réactivité chimique importante de ces molécules .
L es acides hydroxycinnamiques | es plus abondants sont répertoriés dans le tableau I1-2

Tableau 11-2 : Acides hydroxycinnamiques les plus abondants

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R N o0k
H OH H Acide p coumarique
R; OH OH H Acide caféique
R:
OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 | Acide sinapique
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1-1-1-1 - C -Coumarines:

Les coumarines tirent leur nom de coumarou, nom vernaculaire de la féve tonka d’ ou
fut isolée en 1820. Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation

internedela

chaine latérale. Cependant, leur voie de biosynthése peut varier d’une espéce a I’autre. En
effet, la scopolétine de tabac dérive de 1’acide férulique, tandis que des expériences d’apport
de précurseurs marqués semblent montrer que ce n’est pas le cas chez le tournesol.[6]

Les coumarines les plus simples d’entre elles sont distribuées dans tout les regnes

végétales, Et elles ont fréqguemment un rdle écologique ou biologique.

Tableau 11-3: Principaux types de coumarines [2]

Structure R6 R7 R8 Acides
phénoliques

Fe AN H OH H Umbélliférol

0 OH OH H Aescultol

¥ U
b OCH3 OH H Scopolétol
OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

11-1-1-2 phénylpropanoides :

L e métabolisme des phényl propanoides est un métabolisme secondaire, spécifique du
regne vegétale. Tous les dérives phényl propanes possedent |le méme squel ette carboné : une
chaine latérale a trois carbones attachés au phénol [6], tells que les hydroxycoumarines, les
phénylpropenes, les lignanes et différents types d'acides hydroxycinnamiques (caféiques,
coumarinigues). |Is sont insolubles dans |'eau aussi ils sont considérés comme des constituants

des huiles essentielles.
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11-1-1-2-1 Biosynthése des phénylpropanoides :

Les composés en C6-C3, sont des métabolites de 1’acide shikimique quel que soit le
degré d'oxydation de leur chaine latérale (alcool, adéhyde ou propene), ils proviennent des
acides cinnamiques [7]. Laformation de |'acide cinnamique se fait comme suit :

La premiere réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec
I'érythrose-

4-phosphate pour former un composé en Cz.

L e 3-désoxy-D-arabino-heptul osonate-7-phosphate (DAHP).

La cyclisation du DAHP en 3-déhydroquinate est une réaction complexe qui met en jeu
une condensation adolique intramoléculaire intervenant aprés I'dimination du
phosphate (Schémall.1.1) [8,6].

oo

/}\ PEF |
©) . Leu

®¢

erythrose 4-phosphate DAHFP J-dehydroyuinate

I. DAHF synthase. NAD"
2. 3-déhydroguinate synthase

Figurell-1-1 : Lacyclisation du DAHP en 3-déhydroquinate

la déshydratation du 3-déhydroquinate est catalysée par un enzyme qui forme
transitoirement une base de Schiff entre un résidu lysine et le carbonyle du 3-déhydroquinate,
induit une élimination d'eau stéréospécifique, cisfigure( 11.1.2) [8].
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C'est apres laréduction du 3-déhydroshikimate et la phosphorylation du shikimate que
se produit la condensation avec une nouvelle molécule de PEP pour former un éther d'énal, le

5- énol pyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP). Ce dernier conduit, viaune trans 1,4-
élimination inhabituelle, au chorismate (figure 11.1.3) [6,8].
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L ' acide chorismique occupe une position clé dans |le métabolisme et son devenir est
multiple :

- Réarrangement péricyclique de type Claisen en préphénate. C'est la voie qui conduit,
via le phénylpyruvate, a la phénylaanine. Ce réarrangement est catalysé par une
enzyme, la chorismate mutase, capable de transférer la chaine latérale dérivée du PEP
de telle fagon qu'elle soit directement liée sur le carbocycle, engendrant ains le
squelette des phénylpropanes. L'enzyme exercerait un contréle conformationnel,
privilégiant un état de transition chaise avec des substituants pseudo axiaux, la
décarboxylation du préphénate, son aromatisation et son amination réductrice
conduisent ala L-phénylalanine.

- L'amination réductrice de o-cé&o acide; |'acide aminé ainsi formé (L-arogénate) et
dans un deuxiéme temps, décarboxylé est aromatisé en L-phénylaanine (arogénate
déshydratase) (figure 11.4)[6,8].

CuL U
B
(i
LR o ?
3
-
—_—
G &
Chorisinale Frephenale Phenylpyruvale I-phenyalanine

I-Chorisinale mulase

2-Chorismate mulase-prephenate-deshydratase
J-phenylperuvate aninolransfcrase
4-prephenate aninolransferase

Figurell-1-4

L 'éimination stéréospécifique dammoniac a partir de la phénylaanine conduit a
I'acide (E)-cinnamique (trans-cinnamique). La réaction est cataysée par la Phénylaanine
Ammoniac Lyase (PAL), c'est une enzyme clé puisqu'elle contréle effectivement |'orientation
du carbone vers la production des composés phénoliques plutét que vers la production des
meétabolites
primaires comme les protéines. L'éimination dammoniac est favorisée par réaction de NH2
avec un reste déhydroal anine du groupement prosthétique de I'enzyme (Schémall.1.5)[6,8].
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Figurell-1-5

Le premier composé phénylpropane est 1’acide E-cinnamique. Il va conduire a cing
autres acides hydroxycinnamiques qui différent par leur degré d’hydroxylation et de
méthoxylation. Les esters de CoA correspondant représentent les intermeédiaires actives du
meétabolisme des phénylpropanoides. Les fonctions carboxyles estérifiées peuvent subir deux
étapes de réduction conduisant successivement aux fonctions aldéhydes puis alcools. Trois de
ces composés alcools constituent des précurseurs de lalignine, les unités p-hydroxyphényle
(H), gaiacyle (G) et syringyle (S) (figure 11.1.6) [6].

[1-1-1-2-2 Les produits dérivés du métabolisme des phénylpropanoides

Le motif phénylpropanique est par ailleurs susceptible de se cycliser (coumarines), de
se dimériser (lignanes), de se polymériser (lignines), ou de voir sa chaine latérale salonger
(stilbenes, flavonoides) [7].
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Figurell.1.6 : Représentation simplifiée du métabolisme des phényl propanoides
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11-1-1-2-3 | ntér éts des composeés phénylpropanoides :

L ’intérét thérapeutique des phényl propanoides est un enjeu capital dansle
domaine de la recherche des substances naturelles. Ces composés sont impliqués dans des
fonctions diverses telles que la fertilité, la pigmentation, lalignification et la protection contre
des agents biotiques ou abiotiques [6]. Certains phénylpropanoides présentent une activité
cytotoxique [9].

Les esters héterosidiques phénylpropanoiges montrent des potentiaités
pharmacologiques intéressantes. Certains d'entre eux sont des inhibiteurs enzymatiques :
inhibition de la phosphodiestérase de I'AMPc (fossythiaside, plantamajoside) et I’inhibition de
I'aldose réductase (verbascoside = actéoside). Le verbascoside, le forsythiaside et leurs
homologues inhibent, aussi bien sur des granulocytes humains que sur des cellules
péritonéales de Rat, la 5- lipoxygenase. Il en résulte une inhibition de la formation des
hydroperoxydes et des leucotrienes qui pourrait justifier I'emploi, par la médecine
traditionnelle orientale, des fruits de Forsythia dans le traitement de maladies inflammatoires
ou alergiques. Plusieurs composés de cette série sont antibactériens et antifongiques [7].
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|1-2-1-3 Les flavonoides :

11-2-1-3 -1Géné&ralite:

Les flavonoides sont des substances naturelles qui forment une grande partie des
métabolites secondaires. le nom flavonoide proviens du terme flavedo, désignant la couche
externe des écorces d'orange [10], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutét prété du flavus qui veut dire jaune [11 ;12]. |l rassemble une trés large
ganme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols, leur fonction
principale semble étre la col oration des plantes.

Beaucoup de flavonoides sont facilement reconnus comme des pigments de fleurs
dans la plupart des familles angiospermes (plantes a fleurs). Cependant leur présence n’est pas
restreinte aux fleurs mais elle inclut toutes les parties de la plante [13]

[1-2-1-3 -2. Structure chimique:

A cejour, plus de 4000 flavonoides naturels ont été deécrits, ils ont tous la méme
structure chimique (sguelette) de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités
aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (figure 11.3.1) [14].

Figurell.3.1 : Squelette de noyau flavane.

|1-2-1-3 -2 Classification e¢ homenclature:
Les flavonoides individuelles sont nommés selon trois méthodes différentes :

[1-2-1-3 2-A. Nomenclaturetriviale :

Largement employée, elle indique soit la classe de flavonoide, soit leur plante source.
Par exemple, les noms terminés par « inidine » sont attribués aux anthocyanidines. Ceux qui
terminent par « etine », sont généralement désigneés des flavonols. Dans un autre exemple, les
noms des deux composes « tricine » et « hypolaetine » sont dérivés de leurs origines (ils sont
extraire des plantes appartenant au deux genres triticum et hypolaena, respectivement).
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|1-2-1-3 -2-B. Nomenclature semi systématique :

Elle est basée sur la nomenclature trividle désignant la classe de flavonoide et la
structure telle qu’elle parait. Par exemple : 3, 5, 7,3°,4’- pentahydroxyflavone, ou 3,3’,4°, 5,7-
pentahydroxyflavone.
| 1-2-1-3 -2-3 La nomenclature systématique :

(selon IUPAC), par exemple, 3,4-dihydro-2-phenyl-2H-1- bdenzopyrane pour le
sguel ette flavane. Cependant cette derniere méthode est tres encombreée, et par conséquent
rarement utilisée [15].

I1-2-1-3 -3 Classification :

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré d’oxydation
du cycle pyranique central (lachaine en C3[14] et le noyau B reli¢ a 1’hétérocycle C dans les
positions 2, 3 ou 4 (tableau _[1.3.1 )

Tableau I1-3-1 : Principales classes des flavonoides [16 ,17]

Classes Structures chimiques R3’| R4 | RS Exemples
Flavones H H OH | Apigénine
R OH| OH | H | Lutéoline

OH | OCH3 | H Diosmétine

Flavonols H OH H | Kaempférol
OH | OH H | Quercétine

OH| OH | OH | Myrecétine

Flavanols OH| OH H | Catéchine




Flavanones H OH H | Naringénine

OH| OH H | Eriodictyol

Anthocyanidines H| OH H | Pelargonidine

OH| OH H Cyanidine
OH| OH | OH | Delphénidine

| soflavones R5 R7 | R4

OH| OH | OH | Genisteine
H | O-Glu | OH | Daidezine

R4’

Plus de 80 sucres différents ont été trouveés liés aux flavonoides des plantes. Parmi
eux, le D-glucose est de loin le monosaccharide le plus courant, d’autres hexoses, le D-
gaactose et le D-mannose, ains que des pentoses, le D-xylose, le L-arabinose et |e D-apiose
sont fréquents avec le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et des acides uroniques (le plus
souvent 1’acide D-glucuronique). On trouve également des disaccharides (une quarantaine
dont les plus courants : le rutinose et le néohespéridose), des trisaccharides (environ 30

34



espéeces) et quelques rares tétrasaccharides. Les sucres peuvent a leur tour étre substitués par
des groupements acyles tels que le malonate ou I’acétate [18].
[1-2-1-3 -4 Distribution

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végeétaux supérieurs : racines
tiges, feuilles, fruits, graines, bois et pollens [19],Certaines classes de flavonoides sont
présentes exclusivement chez certains végétaux, on trouvera par exemple, les flavanones dans
les agrumes, les isoflavones dans le soja. Les anthocyanes et |es flavonols ont eux une large
distribution dans les fruits et les [égumes, tandis que les chal cones se retrouvent plus
fréquemment dans les pétales des fleurs, sont considérés comme des pigments naturels au
méme titre que les chlorophylles et les caroténoides [10 ,20].
Tableau 11-3-2 Distribution des principaux flavonoides dans certains aliments

Flavonoides Exemples Aliments Caractéristiques
Flavonols Quercétine Oignon, Le groupele plus
RS’ Kaempférol poireau, abondant
brocalis, des composes
pommes, phénoliques.
chou frisg, vin
rouge, thé.
Lutéoline Persil, céleri. | Legroupeleplus
Apigénine abondant
des composes

phénoliques, les
flavones se different
des flavonols
seulement par le
manque d'un OH
libreen C3,ce qui
affecte ains leur
absorption aux UV,
mobilité
hromatographique
et lesréactions de
coloration

Flavanones Naringénine | Fruitsdu genre | Sont caractérises par
Eriodictyol Citrus. I'absencedela
double liaison C2-
C3,le
flavanone le plus
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abondant est la
naringénine, isolée
pour la premiere
fois a partir
des écorces de
citrus.

| soflavones

R7 o O

B (O

R

Genisteine
Daidzeine

Graines de soja
et produits qui
en derivent.

Caractérises par leur
variabilité
structurale dont
|'attachement du
cycle B sefait en
C3. lls sont présents
dans les plantes
sous forme
libre ou glycosylée.

Flavan3-ols

B3

Catéchine
Epicatéchine
Epigallocatéc
-hine

Vin rouge, thé
noire, thé vert,
cacao,
chocolat.

Flavan3ols ainsi que
flavan3,

4diols sont tout les
deux

impliqués dans la
biosynthese de
proanthocyanidines
(tanins condensés)
par des
condensations
enzymatiques et
chimiques

Anthocyanidi

nes

Cyanidine
Delphénidine

Raisins, vin
rouge,certaines
variétés de
cérédes.

Représentent le
groupe le plus
important des
substances col orées,
ces

pigments
hydrosolubles
contribuent ala
coloration des
angiospermes.
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|1-2-1-3 -5 R6le des flavondoides dans les plantes :

Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs:
orange, rouge et bleue des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes sont dues a
des anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits)[21]. De ce fait, ils
jouent un réle important dans les interactions avec les insectes (attraction et aussi un role dans
la pollinisation entomophile et la dispersion des graines)[22].

llIs sont impliqgués dans les interactions plantes-microorganismes : dans les
pathogenéses comme dans les symbioses (nodul es des |égumineuses)[24.25]. |Is agissent dans
les systemes de défense des cellules végétales en réponses a certains stress tels que les
radiations ultraviolettes. Ce sont ¢galement des inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants
des métaux nocifs aux plantes [23]. De plus ils sont impligués dans la photosensibilisation et
les transferts d’énergie, la morphogenese et la détermination sexuelle, la photosynthése et la
régulation des hormones de croissance des plantes.

1-2-1-3 -6 Flavonoides et santé

A coté de leurs fonctions importantes, dans la biochimie, 1a physiologie et 1’écologie,
les flavonoides représentent une partie intégrale des composes importants pour la nutrition et
la santé humaine. L’alimentation riche en flavonoides, est plus particulierement les flavones,
peut réduire le risque de nombreux cancers (cancer de poumon et de colon), les maladies
coronaires, et les inflammations chroniques.

|1-2-1-3 -7 Synthése organique des flavonoides

La plus part des voies synthétiques utilisées pour former le squelette C15 des
flavonoides, commencent a partir des unités simples, et parfois a partir de la forme chalcone
par exemple

= Chrysine:

La Chrysine est une 5,7-dihydroxyflavone et peut étre synthétisée par action du
benzoate d’éthyle sur la 2, 4,6-triméthoxyacétophénone, selon la réaction de Claisen, suivie
d’une déméthylation des méthoxy par 1’acide iodhydrique, puis de la cyclisation en flavone,
en milieu acide .
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Fig.l1-3-2. Synthése de lachrysine

*= Flavonols:
Les flavonols peuvent étre préparés par laréaction de Algar-Flym-Oyanda,
Une 2’-hydroxychalcone est soumise a I’action du peroxyde d’hydrogeéne en milieu alcalin ce
qui forme un oxirane qui est immédiatement ouvert par I’attaque de I’ion phénate avec
cyclisation en une 3-hydroxyflavanone.cette molécul e est tres facilement oxydée en flavonol :
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Figurel[-3-3 : Synthése des flavonols
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» |soflavones
Les isoflavones peuvent étre préparées par de nombreuses méthodes. Deux d’entre
elles sont présentées dans les schémas A et B ; la premiere A consiste a faire une réaction de
Claisen entre la benzyl (O- hydroxy phényl) cétone et le formiate d’éthyle en présence de
sodium, le compose résultant est cyclise en milieu acide en isoflavones .

HOOOED, ™Na

Schéma A : Synthese des isoflavones

La seconde B débute par 1’action du chlorure d’éthoxyle sur la benzyl (O —hydroxy
phényl) cétone (ou ses dérivés hydroxylés).effectuée en présence de pyridine.
la 2-éthoxycarbonyl Isoflavone ainsi produite est traitée par la soude, puis par chauffage.
C’est la synthése de Baker-Ollis[33].

L] ] O
= UL ET
Pyridine

I-

[ ]
1 MNatH O
2P
31A

o

Schéma B : Synthese des isoflavones
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|1-2-1-3 -8 Biosynthése des flavonoides:

Les flavonoides possedent tous le méme élément structural de base car ils dérivent

d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C
proviennent eux aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du shikimate via la
phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA Figure [1-2-6 .
Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensent en une seule étape enzymatique
pour former une chalcone, la 4,2°,4°,6’-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la
chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysee
par la chalconeisomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a une
seule 2(S)-flavanone :

la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides
[34].

Mlctabuolisine du plucose

| ' |

Avctyl-Coi Shikiteme

|
A ﬁ

Fhcr H-I..ll..ll I
S mvalenpyl-CoA FowennEney 1 -Cody TR SRINIRIT= =1 [ (SRR P 1NN | ()

SE

=

Los poactivns

CH =H
HC J?i,@/
ultcricurcs

—_— — > abuutisscn aus
) prinmipales classes
[={5} = CH c dhe Flavornrides

4.2 4 -wonahydiosychalvonc i cnine

Figurell-3-6 : Schéma de la biosynthése des flavonoides illustrant les voies de 1’acétyle CoA
et delaphénylalanine d’aprés Heller et Forkmann [34].
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|1-2-1-3 -9- Activités pharmacol ogiques des flavonoides :

| 1-2-1-3 9-A Activités anti-inflammatoires :

Plusieurs études ont attribu¢ aux flavonoides d’importantes propriétés anti -
inflammatoire [35,36] ont révélé qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systeme immunitaire [37]. Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs de la prolifération
des lymphocytes B et T [38,39] avec un effet variable. En effet, les flavones (apigénine,
lutéoline et 7,3°,4’-hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol, quercétine et myricétine)
inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que seule la myricétine est active sur les
lymphocytes B. Ou n’en connait pas encore 1’explication. Cependant, 1’effet anti-prolifératif
des flavonoides trouveraient son explication dans le pouvoir qu’ils ont a inhiber 1’activité de
certaines proténes kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase). [38,39] D’autre
part, les flavonoides sont capable de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des
mastocytes [40]

|1-2-1-3 -9-B Activités antivirales et antibactériennes :

Un travail rapporté par Vrijsen et a [41] amis en évidence que les flavonoides sont
susceptibles d’agir sur la synthése des protéines virales. Cette action, a raison d’une
administration journaliére de 3-0-méthylquercétine a hauteur de 20 mg/kg pendant 9 jours,
serait responsable de la protection des souris vis-a-vis d’une infection virale. Mucsi et al [42].
Aussi rapporté une action inhibitrice de certains flavonoides sur divers virus de I’herpés.

De nombreux agents sont susceptibles d’inhiber la réplication du rétrovirus du SIDA
par une inhibition de la reverse transcriptase. Toutefois, ils peuvent étre toxiques pour
I’organisme. Les flavonoides se sont montrés de bons inhibiteurs de cette enzyme[43 , 44]
avec une toxicité moindre.

Les flavonoides ont des effets antibactériens certains puisqu’ils sont des puissants
inhibiteursin vitro de I’ADN gyrase . [45] Une éude en ce sens menée par Sato et al [46], a
montré I’effet bactéricide de différentes flavanones extraites de Sophora exigua sur un
staphylococcus aureus.

[1-2-1-3- 9-C Activités anti-carcinogénes
Vermaet a [47] ont démontré que la quercétine est susceptible d’abaisser chez le rat,
I’incidence des tumeurs mammaires induites par le DMBA (7,12diméthylbenz(a)anthracene)
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| 1-2-1-3-9-D Activités antioxydantes :

Un grand nombre de travaux ont été réalisés et continent a porter sur I’intérét
meétabolique des antioxydants alimentaires. Parmi ces antioxydants, de nombreuses études ont
révélées I’importance et le role prépondérant des polyphénols.[48] Les flavonoides sont
capables de réagir avec la plupart des espéces oxygénés. [49,50]. Un travail récent rapporté
par Hertog et a.[51] a montré que la présence de flavonoides en quantité importante dans
I’alimentation diminue de 68 % les risques cardiovasculaires en comparaison avec une
alimentation n’en contenant qu’une quantit¢é moindre. Les composés les plus antioxydants
Cités sont : I’épigallocatéchine gallate, la catéchine, la quercétine, la lutéoline, la myricétine et
I’apigénine ainsi que des acides phénoliques tels que les acides caféique et chlorogénique.

|1-2-1-3- 10 Méthodes de purification et de séparation:

La séparation des différents flavonoides est basée sur les techniques
chromatographiques habituelles (sur polymamide, sur cellulose, sur gel de Sephadex) .Le
travail du phytochimiste consiste en I’obtention de chaque produits pur et seul , il pour cela
utiliser des méthodes successives de chromatographie .cette technique de séparation
découverte en 1903 par un botaniste russe est de plusieurs types 68 .celles les plus
couramment utilisées dans la séparation des flavonoides sont :

A- La chromatographie d’adsorption sur colonne (CC) :

Elle est basée sur I'utilisation d’une phase stationnaire, comme le gel de silice, la
cellulose ou le polyamide, et une phase mobile constituée par divers systémes de solvants
comme éuant. Elle est utilisable surtout pour la séparation des quantités importantes de
mél anges complexes [52]. Elle présente cependant plusieurs inconvénients :

De grandes quantités de solvant sont nécessaires a I’¢lution

LA durée de I’¢lution est généralement trés grande

B-_Lachromatographie sur papier (CP) :

Basée sur I'utilisation d’une surface plane de cellulose considérée comme support
maintenant par imprégnation, une phase stationnaire liquide. Cette méthode peut étre utilisée
directement sur I’extrait brut dans le cas ol Sa composition n’est pas assez riche. Dans le cas
contraire, elle est en générale utilisée sur les fractions issues de la colonne, les systémes de
solvants les plus utilisés dans cette technique sont :

L’acide acétique 15 et 30% (systéme aqueux).

Le n-butanol / acide acétique/ eau : (BAW) : 4/1/ 5 (phase organique) .

Cette technique pratiquée aussi bien a une dimension qu’a deux systémes de solvants
différents est trés recommandée dans la séparation des composés hétérosidiques .le support
généralement utilisé est le papier Wattman de différentes épaisseurs.
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C- La chromatographie sur couche mince (CCM) :

Depuis le début de 1960, la CCM a été utilisé pour 1’analyse des flavonoides [53] ;
c’est une méthode simple et rapide pour la séparation de ces composés, €lle repose
principalement sur des phénomenes d’adsorption ; la phase mobile est un solvant ou un
mélange de solvants qui progresse le long d’une phase stationnaire (gel de silice, polyamide,
cellulose...€etc) fixée sur une plaque de verre (20x20 cm) ou sur feuille semi rigide de matiére
plastique ou d’aluminium. Ains la purification, en utilisant les diverses phases stationnaires
et les systémes de solvants appropriés. La purification ultime des composés phénoliques
isolés se fait généralement sur une colonne de Sephadex LH20 en utilisant le méthanol
comme éuant et suivie par lumiere UV ( 366 nm).

|1-2-1-3-11 Les méthodes d’analyse des flavonoides :

Les différents types de technique d’analyse jouent un rdle trés important pour
I’identification structurale des flavonoides. Les techniques les plus couramment utilisées
sont :

A. Fluorescence sous lumiére UV (lumiére de Wood )

La fluorescence du produit soumis a lumiére UV (365 nm) joue un réle trés important
pour I’indentification structurale c’est I’étape primaire de 1’analyse.>
Chaque classe de flavonoides est caractérisée par une ou deux couleurs qui donnent une idée
sur lastructure. Le tableau 11-4-3 résumé cette relation structure chimique et fluorescence.

Tableau 11-3-3 : Relation entre la fluorescence et |a structure chimique flavonique.

L afluorescence Lesstructures possibles

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

Chalcones.

Flavone ou flavonol sans OH en 5.
Blue Flavanone avec OH en 3 ou flavanal.
Flavonol avec 3-OH et sans 5-OH.

Jauneou jauneterne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH
Orange fluorescente | soflavones
Jaune-verte Aurone

Bleue-verte Flavanone sans 5-OH




Facteur de retardement et comportement chromatographique :

Le facteur de retardement (Rf) est défini comme étant |e rapport de la distance entre la
tache du produit et ’origine d’une part, et la distance entre 'origine et le front de solvant [54].

s Distanceparcourueparlecomposé |
/= Distanceparcourueparlefrontdesolvant

d’autre part, Lavaleur du Rf varie avec la nature du solvant utilisé (organique ou aqueuse), le
type de la phase stationnaire, et la structure de flavonoide [ui-méme (aglycone, glycosylé,
différence de disposition des substituants sur le squelette flavonique) [55 ,56]. Le tableau
suivant montre 1’influence de la substitution du squelette flavonique sur la valeur du Rf.
Tableau 11-3-4 : Relation entre le Rf et la structure flavonique :

Structure flavonique Ry

Augmentation des groupes hydroxyles Rf diminue dans les systemes de solvants
organiques et augmente dans |les systémes
de solvants aqueux.

Méthylation des hydroxyles Rf augmente dans les systémes de

solvants organiques et diminue dans les
systemes de solvants aqueux.

Glycosylation Rf diminue dans |es systemes de solvants
organiques et augmente dans |es systémes
de solvants aqueux.




B. La spectrophotométrie UV-visible:

C’est la méthode la plus importante pour 1’identification des structures flavoniques.
Elle est basée sur I’enregistrement d’un spectre dans le méthanol, ce dernier est caractérisé par
deux bandes d’absorption principales [57] :

* La bande | : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 385 nm, elle est
attribuée a ’absorption du systéme 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.

* La 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 [58]:

Tableau 11-3-5 Relation entre le maximum d’absorption en UV et le type de flavonoides

Type deflavonoides Bandel (nm) Bandell (nm)
Flavone 310- 350 250 - 280
Flavonol (3-OH substitué) 330- 360 250 - 280
Flavonol (3-OH libre) 350 - 385 250 - 280
Isoflavone 310 - 330 épaulement pic a | 245 - 275

Isoflavone (5-deoxy-6,7-dioxygéné) | 320

Flavone et dihydroflavonol 300 - 330 épaulement 275- 295
Chalcone 340 - 490 230- 270
Aurone 380 - 430 intensité faible
Anthocyane et anthocyanidine 465 - 560 270- 280
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Le maximum d’absorption des deux bandes dépend du nombre et de la position des
groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosylés sur le sguelette flavonique.
L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacer le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosylés fait déplacer ce
maximum vers des longueurs d’onde plus faibles[59].

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par addition d’un
certain nombre de réactifs tel que : NaOH, NaOAc, AICl3, H3BO;3; et HCl. Ces derniers
réagissent avec les groupements hydroxyles par formation des complexes qui se traduira sur
spectre UV par des déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes
d’absorption, permettant la localisation des hydroxyles libres, sur le squelette flavonique.

Le tableau 11-3-6 résume les informations structurales qui peuvent étre obtenues en
utilisant les différents réactifs de déplacement, dans |e cas des flavonols et des flavones.

Tableau 11-3-6 : Informations structurales provenant des déplacements induits par les

Réactifs
Lesréactifs L es déplacements (nm) I nterprétation
Bande | Bandel|
MeOH 304-350 250-280 Flavones
328-357 250-280 Flavonols 3-OR
- Stable +45 a +65
1- L’intensité ne 4'-OH
diminue pas/ MeOH.
2- L’intensité 4-OR; 3-OH
NaOMe (NaOH) diminue/ MeOH.
- L’intensité diminue 3.4'-OH : Ortho di-OH sur
avec le temps, A (6,7) ou (7.8).
décomposition.
Nouvelle bande par rapport au spectre 7-OH
MeOH entre [320-335]
+5a+20 7-OH
déplacement
diminue en
présence d’un
substituant en 6 ou
NaOAc/ 8.
MeOH Pas de
. 7-OR
déplacement ou
tresfaible.
Spectre qui se 5,6, 7-tri-OH ou’5, 7,
décompose avec le | 8tri-OH
temps.
NaOAc+HBO,/ | +12a+36 Ortho di-OH sur B
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MeOH
+05a+10 Ortho di-OH sur A (6,7)
ou (7,8).
AlC, Une seule bande entre Ortho di-OH sur B
420-430. avec 5-OH
+17 a+20 5-OH avec une
(AICI; + HCI) oxygénation en 6.
/MeOH
+35a+55 5-OH et 3-OCH3
-20 a -40avec un Ortho di-OH sur B.
sommet ou
(AICIz+HCI) / épaulement entre
AlCly [350-360]. Ortho di-OH sur A
et ortho di-OH sur B ou
-20a-25 tri-OH sur B.
/ = par rapport a (-) = hypsochrome. (+) = bathochrome.

C. Laspectroméirie de masse:

Cette technique permet la détermination du poids moléculaire des aglycones ainsi
gue le nombre et la nature des substituants hydroxyles ou méthoxyles [60-61]. Les pics de
fragmentation caractéristiques fournissent des renseignements utiles, notamment sur la
substitution des noyaux A et B [62]. Parmi les techniques d’ analyse en spectrométrie de
masse, utilisées pour les flavonoides, on peut citer :

- L’ionisation par impact éectronique (IE) : permet I’ analyse des structures
aglycones seulement.

- Lebombardement par atomesrapides (FAB) : cette méthode est impliquée dans le
cas des flavonoides glycosylés, elle donne des informations utiles concernant la nature, la
position et I’ arrangement des sucres dans la molécule [60].

D. L’hydrolyse acide des hétérosides :

Cette manipulation concerne beaucoup plus les flavonoides O-glygosylés. Elle nous
renseigne sur la position et la nature du sucre qui peut étre éudié une fois détaché, d’ une
part, et la structure de |’ aglycone d’ autre part. L’ identification du sucre se fait par co-
chromatographie avec des échantillons authentiques. Les hétérosides C-glycosylés résistent a
I” hydrolyse acide, cette propriété permet de différencier ce type de liaison dans les
flavonoides glycosides.
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E. Larésonance magnétigue nucléaire :
La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est trés employée dans la
détermination des structures flavoniques . Cette méthode renferme plusieurs techniques.

- La RMN du proton: elle informe sur |’ environnement des protons flavoniques qui
résonnent généralement entre 6 et 8 ppm, elle permet de connaitre [63-64] :
-Laposition et le nombre de divers protons portés par le flavonoide.
- Le nombre de substituants méthoxyles porté par |e squelette flavonique.
-Le nombre et lanature des sucresliésal’ aglycone.

- La RMN du carbone 13: donne des informations utiles et parfois nécessaires pour
identifier lamolécule telles que [64,65] :
- Le nombre tota d’ atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur
environnement.
- La connaissance de type desliaisons -C et / ou -O sucre
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[11-lesiridoides:

Les iridoides sont des monoterpenes caractérises par un squelette cyclopentac]
pyranigue, ou le squelette iridane (cis-2-oxabicyclo [4,3,0]-nonane) [66]. IIs ont une fonction
énol-éther tres caractéristique qui s’ouvre facilement s’il n’y a pas de sucre lié. L’iridodial 60

en est un exemple [67].

Figurelll-1-1 Squelette d’iridane

Les iridoides tirent leur nom de celui de fourmis du genre Iridomirmex, a partir
desquelles furent isolés des composeés impliqués dans les mécanismes de défense qui leur sont
propres acesinsectes, a savoir l'iridodial 1 et I'iridomyrmécine 2 [66].

1 2

La plupart des iridoides naturels se caractérisent par un squel ette adix atomes de
carbone. Cependant, quelques iridoides comme la mitsugashiwalactone 3 et 1’onikulactone 4

[68] .
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Le carbone C-11 est habituellement inclus dans un groupe carbomethoxyle comme
dansle cas du loganoside 5 ou carboxyliqgue comme dans le cas du monotropéoside 6 [66],
ou carrément supplanté par un groupement hydroxyle (génépine 7) .[69]

0Glc OGlc

[6)]
[o)]
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I1-2 classification desiridoides :

Les structures des iridoides sont extrémement variées c’est pour ¢a ils peuvent étre
divisés en cing groupes :

I1-2-1 Iridoides ssimples (non glycosilés) :

peuvent étre également alcaloidiques (indicaine 8 ) [70] , polycycliques (pluméricine 9 )[66]
et oruwacine 10 [69,82]), esters ou éthers internes.[66]

CHO

CHO
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[1-2-2. Lesiridoides glycosilés :

Lamajorité desiridoides sont des glucosides. La liaison hétérosidique s’établit entre
I’hydroxyle porté par le carbone anomérique du D-glucose et I’hydroxyle en C-1 de la génine
(gardénoside _14 )[66]. Ces iridoides sont les métabolites secondaires communs des
Scrophulariaceae , particulierement les iridoides a neuf atomes de carbone. Le sucre peut étre
porté par : C-6 (scrospioside B 11) [71]et C-11 (suspensolide A 12) [72]. Le type de sucre
peut étre complexé ( oligosaccharide) comme la paedéroside 13) [73].

——— ]
f\ H sl
\

COCH

Bz §)
HO /U
00

Z
OF ~ CGle
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|1-2-3 Les séco-iridoides :

Les séco-iridoides dérivent des iridoides par ouverture du cycle cyclopentanique
(rupture de laliaison C-7-C-8) . Selon la nature de leur génine ; les séco-iridoide regroupe en
trois groupes :

- Ceélles ayant un vinyle en C-9 (sécoxyloganine 19) [74]. La polyfonctionnalisation
permet des lactonisations (sweroside 15).

- Celles ayant un groupe éthylidene (oléoside 16 [75] ou hydroxyéthylidene en C-9
(10-OHoléoside 17) [79].

- Cellesqui sont amidifiées par une amine aromatique (fontaphilline 18) [75]

COzH UUECHE COzH GC‘ECHE
X X
G ¢ G “
HO
LGl UGl
16 17
COLCH,
0
o CO-CH-
o
\ /'
18 19
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|1-2-4 Les bisiridoides :

Laforme bisiridoide résulte de la condensation de deux iridoides comme picconioside
20) ,deux sécoiridoides comme (centauroside 21) [74], ou bien un iridoide avec sécoiridoide
comme (cantleyoside 22) [76],

Cl.Me
o C \

U

(BIE][H

D)
LGl
20
CO-CH:

CO-Me

HOG
Ol




11.2.5 Iridoides lactones :
on distingue les iridoides lactones de types | et Il [77], selon D’orientation
régiochimique de lalactone par rapport au noyau cyclopentanigue.

type I

I1.3 Activités biologiques des iridoides :

Les iridoides sont des constituants principaux de beaucoup de familles de plantes, ils
couvrent un large domaine d’activités biologiques [78]. On citera les activités anti allergiques
[79], antimicrobiennes [80], antitumorales [81], Immunostimulantes [62] , diurétique [83],
purgative [84],et cholérétique [85]. Ils sont également caractérisés par des propriétés
antioxydantes [86] inhibitrices de la croissance des plantes [87]. Les esters iridoides peuvent
étre utilisés comme produits de départ pour la synthése de substances cyclopentanoidiques
biologiquement actives comme les prostaglandines [89] et les sesquiterpenes a squelette
triguinane [88].

I1.4. Biosynthése desiridoides :

Les iridoides, monoterpénes en Cio, dérivent du pyrophosphate de géranyl. Les
éléments de base des terpenoides sont les unités de I’isoprénes en C5 sous forme
d’isopentenyl pyrophosphate (IPP) et de diméthylallyl pyrophosphate (DMAPP) [s9 .figure I1-
4-1
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Isopenteny! PP
Isouncrase

)\/\.
CH

Dimethylallyl PP

Figurell-4-1 Biosynthese du diméthylallyl pyrophosphate DMAPP

Une catalyse par ’enzyme prényl transférase, suivie d’une addition téte a queue du
DMAPP a I’IPP conduit a la formation du géranyl pyrophosphate (GPP). Cette réaction qui
passe par I’ionisation du DMAPP donnant le carbocation allylique correspondant, comme il
est illustrée par lafigure I1-4-2 ci-dessous [90].

QPP

\\\“\‘

H Hs

Dimethylallyl PV Carbocation allylique Iscpentyl PV

l Frenyl transferase
S 10 9
OPP
: g R
N

Geranyl PF

Figurell-4-2 : Formation du géranyl pyrophosphate (GPP)
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La conversion de géranylpyrophosphate (GPP) en loganine passe par déférentes
étapes. Dans la premiere étape le GPP est oxydé en 10-hydroxygéraniol. L'isomérisation de
ce dernier conduit au 10-hydroxynérol. Le trialdéhyde qui en dérive subit une double addition
de Michael aboutissant au précurseur iridodial, [ui-méme subissant par la suite une cyclisation
qui conduit au lactol. L’oxydation de la fonction aldéhyde et la glucosylation de ce dernier
fournit 1’acide 6-déoxyloganigque dont I'oxydation en C-6 permet d’obtenir I’acide loganique.
L’oxydation du méthyle en C-8 de ce dernier conduit a I’hydroxyloganine. Figure 11-4-3

OFF A oH N NAL T Y
— — —> CHO
OH |
OH oH
oHc” CHo

Gk [ -1y sy gorrmic -y dmesy e e

H_ O
Hr
HONADH V) g

G Lvclisation W
H
H Z C

o

Acide b-deoayloganiyue Iridadial

I- Hydroailation C-6

2- Estérification

O-Cle

HO e

CO.R
I=H Acide loganiyue
K=Me loganiyue

Figurell-4-3 Biosynthése du loganine a partir du géraniol
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La rupture de laliaison C7-C8 dans la loganine produit |a sécologanine via une réaction de
type rétro-Prins [91,92]. Figure 11-4-4

HO —) 0GIc

QGlc

|| I

////, »

QI =s

, [
O M HmOlie Rétro-Frins

Hydnexy katicn b

HO

Tl

o NIIID

CoOuH
. COR Hydroxyloganine :
I=H Acide loganique

<= Me loganine

Gl

OHC

COEME
Sécologanine

Figurell-4-4 Conversion de laloganine en sécologanine
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Chapitre 11 étude phytochimique de 'espéce

Le nom Globularia fait référence a la forme globuleuse de I’inflorescence et le terme
alypum vient du grec alypon qui signifie calmer la douleur. Globularia alypum appelée
communément Tasselgha [1]; «Chebra », « Zerga »[2]. Au Maroc €lle est appelée Ein larneb

[3].

I11-1-Place dans la systématique :

Embranchement
Angionsperme

~

Classe
Dicotyleone

Sous classe
Asteridea

Ordre
Scorphlariales

Famille
Globulariaceae

Genre
Globularia

Espéce
Globulariaaypum |
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Chapitre 11 étude phytochimique de 'espéce Im

I11-2- Description botanique :

Arbuste rameux d’environ 60 cm de hauteur. Feuilles coriacés, glauques, de forme
ovale, se terminant en une petite pointe. Fleurs réunies en capitules denses a bractées ciliées,
atteignant pres de 2 cm de diamétre et disposées le long et au sommet des tiges. Calice velu a
5 dents aigues. Corolle bleue, bilabiée, ayant la levre supérieure trés courte et I’inférieure, a 3
dents ; 4 étamines, a anthéres d’un bleu violacé. 1 style. Fruits akéniens figure II1-1 [1].

111-3- Distribution géographique :

Cette plante originaire de sud de I’Europe sur le pourtour méditerranéen jusqu’en
Gréce, Afrique du nord (Algérie, Maroc jusqu’au Sahara) et Asie mineure (EQypte, Arabie)
en forets, danslesterrains rocailleux [1].

Figurelll-1: Globularia alypumL.
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I11-4-Utilisation médicinale du globularia alypum

Dans toute la région méditerranéenne, la globularia alypum est connue pour ses
utilisations dans le systéme indigéne de la médecine pour sa variété de fins[13].

Ses feuilles sont traditionnellement utilisées comme des agents : |axatif,
hypoglycémique.,Cholagogue., Stomachique, purgatif et sudorifique [14]. Elle réduisant
I'histamine et la sérotonine in vitro[17] .GlobulariaL est également utilisée pour le
traitement des maladies cardiovasculaires et rénales comme 1’a démontré un sondage récent
qui montre qu’ €lle est I'une des plantes les plus adoptées a des fins médicales en
Algérie[15].

Laperfusion de G aypum ne présente aucun effet toxique. Ainsi, elle peut causer une
hypoglycémie significative chez les rats par voie orale et intra péritonéale [16].

I11-5-Etude chimique antérieure :

Globularia alypum L. est chimigquement riche en composés phénoliques, |es éudes
réalisees sur cette plante sont résumeées dans le tableau 11-1.

Tableau I11-1 : Etudes antérieures sur |’espece Globularia alypum.

Chercheurs(année) | Parties Les produits isolés de la plante Réf
étudiées
Sanchez (1933) - acide cinnamique [4]
Espagne / -acide pyrocatechuique
Bernard, P. (1974) -globularine
France -catalpol [5]
-rutine
-luteoline 7-glucoside
Feuilles _acide chlorogenique

-acide cinnamique
-acide caffeique
-acide ferulique
-acide p-coumarique

Chaudhuri -globularimine globularine
RK.(1979 et 1981) -globularinine
isse -catal pol
Plante entiere | -globularidine liriodendrine [6,7]
-globularicisine
- syringine
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Benhassine B.(1982)
Tunisie

Plante entiere

4, 7-dihydroxyflavone
apigenine-7-glucoside
quercetol
luteoline-7-glucoside
8-C-glucosyl-4',7-dihydroxyflavone
rutoside

cyanidine

peonidine

acide vanillique

acide syringique
acide caffeique

acide sinapique

acide p-coumarique
acide ferulique

acide b-resorcylique

[8.9]

Louis S.(1999)
France

Feuilles

globularine

[10]

N .essafi (2005)

Marroc

6-hydroxyluteolin 7-O-laminaribioside
eriodictyol 7-O-sophoroside
6'-O-coumaroyl-1'-O-[2-(3,4-
dihydroxyphenyl) ethyl]-p-D-
glucopyranoside

acteoside

Isoacteoside

forsythiaside

6-hydroxyluteolin 7-O-f-D-glucopyranoside
luteolin 7-O-sophoroside

syringin

[18,19]

N .essafi (2006)

Globularin
Globularicisin
Globularidin
Golbularinin
Globularimin
Globularioside

[12,19]

A. Boutiti (2008)
Algerie

Plante entiére

Apigenin

Luteolin

acide p-coumarique
acide coumarique

[11]
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I11-6- Matiere végétale et extraction

La plante a été cueillie en mars 2004 prés de AIN BAYDHA | elle a été identifiée par
le professeur BENAY ACHE. Un échantillon a été déposé dans le laboratoire VAREN. Le
poids de la matiere végétale séchée est de : 735 g pour feuilles, et 545 g de fleurs.

I11-7- Extraction

Apres séchage dans un endroit sec et aéré, les feuilles coupées en petits morceaux,
broyées, puis une macération dans un mélange Ethanol-Eau (70/30) trois fois pendant 24 h.
Apreés filtration et concentration de la solution, on ajoute de 1’eau distillée et on procede a des
extractions successives dans une ampoule a décanter de 2I, en utilisant 1’éther de pétrole,
trichlorométhane, acétate d’éthyle ou n-butanol, avec des quantités de 3x150 ml pour chaque
solvant. Les quatre extraits sont évapores a secs puis peses. De la méme maniére on réalise
I’extraction pour les fleurs et on obtient quatre extraits. Le processus d’extraction est résumé
par 1I’organigramme de lafigure I11-2
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7
0’0

Matiére végétale
m =1300 g

Extrait é&hanolique

Fi_Itr at

7

R/

Phase organique

/

<%+ Filtration.
+* Concentration a sec

Phase aqueuse

++ Macération a froid dans un mélange
EOH/Eau : 70/30 répété 3 fois
+¢ Filtration.

* Evaporation
% Reprise avec I’eau distillé.
% Filtration aprés une nuit de repos .

«» Extraction par éther de pétrole (3fois) .
+» Décantation.

/

«¢+ Extraction par CHCI; (3 fois) .

Décantation

Extrait d’ether de Phase organique Phase aqueuse
pétrole
+«»+ Extraction par AcOET (3 fois) .
Séchée par Na,SO,. ** Decantation

% Fi i . N
% Filtration. EXtr ait CH(:I "

++ Concentration a sec. J

Phase organique Phase aqueuse

+»+» Séchée par Na,SO,.

/

<%+ Filtration.

+» Concentration a sec

+»+» Séchée par Na,SO,.
«»* Filtration.
+» Concentration a sec

Extrait AcOET

++ Extraction par n-butanol
(3 fois) .
¢ Décantation

v

Phase organique

Extrait n-butanol

v

Phase aqueuse

Figurelll. 1 Schéma général de I’extraction
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I11-8- Séparation et purification des composés de I’extrait n-butanol :

Apres les tests effectués pour choisir le meilleur systéeme d’élution, un dernier
fractionnement de 1’extrait n-butanol de globularia alypum L (14g) a éé réaisé par
chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice. L’extrait n-butanol dissout
dans le méthanol, est mélangé a une petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous
vide, puis pulvérisé jusqu’a I’obtention d’une poudre homogene. Cette derniére, est déposée
sur une colonne de gel de silice, préparée dans le trichlorométhane. La masse de silice utilisée
est : 420g Le mélange a été élué par le chloroforme et un gradient de méthanol jusqu’a
atteindre les 100%. Le suivi des fractions est effectué par chromatographie sur couche mince
de gel de silice sur support d’Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiéere UV (254
et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide sulfurique et chauffées pendant 3
mn a 100°C. Les résultats obtenus sont regroupés dans e tableau 111-2 :

Tableau I11-2 : fractionnement de la colonne

Systeme
d’elution _
Lotde |N° de la Lamasse | Obsaravations
fractions || fraction % % (9
CHCI; | MeOH
1-8 1 100 0 0,05 Mélange complexe
9-50 2 100 0 0,068 Mélange complexe
51-53 3 97,5 2,5 0,004 4 taches séparables mais la quantité de
fraction faible
54-65 4 97,5 25 0,011 Mélange complexe
66-93 5 95 5 0,102 Mélange séparable avec beaucoup des
taches
94-103 || 6 95 5 0,064 Mélange complexe
104-118 |7 95 5 0,094 Meélange séparable
119-144 92,5 75 Mélange séparable(produit majoritaire)
145-194 90 10
8 1,080
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195-218 87,5 12,5

219-231 87,5 12,5 Mélange séparable avec précipité (9
0,214 || mg)

232-243 85 15

244-277 | 10 85 15 0,167 Mélange séparable

278-298 | 11 80 20 0,312 Mélange séparable

299-327 |12 75 25 0,42 Mélange complexe

328-343 | 13 70 30 0,128 Mélange complexe

344-355 |14 70 |30 0,354 Mélange séparable

356-392 || 15 70 30 0,332 Mélange séparable  avec précipité

(14mg)

393-423 | 16 65 35 0,093 Mélange complexe

424-439 || 17 55 45 0,112 Mélange complexe

440-448 | 18 55 45 0,267 Mélange complexe

449-458 | 19 45 55 0,284 Meélange séparable

459 -465 || 20 35 65 0,178 Mélange complexe

466-472 || 21 25 75 0,245 Mélange complexe

472-488 | 22 10 90 0,235 Mélange complexe

489-496 | 23 0 100 0,156 Mélange complexe

71



Chapitre 11 étude phytochimique de 'espéce

111-8-1 Etude de la fraction F9 :

Cette fraction (214 mg), renferme un précipité blanc (9mg) insoluble dans le
chloroforme, sa recristallisation dans le chloroforme avec plusieurs lavages, nous a permis de
le séparer. Ce précipité soluble dans le méthanol, a éé chromatographié sur plaques
préparatives avec un systéme d’élution CHCIl3/MeOH :( 8,5/1,5). Ce qui a permis d’isoler
deux tachesF 9-1 et F 9-2 (Figlll.3)

2 taches superposées <

<

-

F9'2 /
Produit majoritaire F9-1

Fig111.3 Plague analytique de précipité de f9 éluant CHCIl3/MeOH (8,5/1,5)

Conditions opératoires

Support Chromatographique: Plague en verre de Gel de silice 60, 20 X 20 cm, épaisseur de la
couche 0,5mm.

Phase mobile: CHCl 3/ MeOH ( 8,5: 1,5 ) v/v.

Révéateur: acide sulfirique.

L es résultats obtenus sont résumé dans ce tableau :

Lamasse UV 254 UV 365 Révé ateur
(mQ) nm nm d’acide
Fo-1 5 noir bleu noir bleu
Fo-2 Petit incolore bleu incolore
quantité
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Figlll. 4 Plague analytique présente une tache de produit F9-1 éuant CHCI3/MeOH
(8,5/1,5)

F9-2 avec une faible quantité son étude est difficile.

|11-8-2 Etude de la fraction F8 :

Cette fraction (1,08 g) est déposée, sur une colonne de gl de silice, préparée dans le
chloroforme. Lamasse de gel de silice utilisee aété: 137g.
L’élution a éé réadisée par un systeme CHCI3 /Acetone/ MeOH avec des polarités
croissantes.

La séparation sur colonne est suivie par une lampe UV : (a 254 et 365 nm). Le
rassemblement final des fractions a été effectué sur la base d’analyses par CCM de gel de
silice analytiques. Les conditions opératoires sont présentées dans le tableau 111-3
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Tableau I11-3 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de lafraction F8.

Systeme
d’elution
Lot de N°dela
fractions|| fraction % % % Lamasse
(10ml) CHCI; | Aceton | MeOH (Mg)
e
1-9 1 100 0 0 1
10-22 2 99 1 0 7
23-34 3 97 2 1 8,6
35-44 4 96 2 2 12 .3
45-61 5 94 3 3 10,2
62-70 6 90 5 5 412
71-81 7 90 5 5 3,43
82 8 88 7 5 4,3
83-88 9 86 7 7 7.1
89-112 10 84 8 8 14,3
113-123 80 9 11 9,4
11
124-133 78 11 11 8.4
134-144 11 72 14 14 7,7
145-158 12 0 0 100 11,5
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Cette colonne nous a permis de séparer un produit pur de F82 dont ses propriétés sont

résumé dans tableau suivant :

La UV 254 UV 365 Révélateur
masse(mg) nm nm d’acide
F82 4,2 invisible gris Marron

|11-7-3 Etude de la fraction F15 :

Cette fraction (332 mg) renferme un petit précipité ; la séparation de ce précipité apres
plusieurs lavages dans I’acétone permis nous d’obtenu un produit pure de masse (15 mg)

La UV 254 | UV 365
masse( nm nm
mg)
F15 15 invisible | invisible
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I11-9 Conclusion :

Extrait n-Butanol
149

CC SiO, éluant CHCl3/ MeOH

y

23 fractions

Lavage de Recristallisation

Précipite CC SO, dans CHCl;

CCM Pre
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Chapitre A% résultats et discussion

Le but de ce travail : I'isolement et la détermination de structures des
meétabolites secondaires de la plante en question. Apres I’extraction, au
fractionnement et ala purification de plusieurs molécules naturelles, en utilisant les
différentes techniques de chromatographie (CC, CCM, CPP,..). L’utilisation des
techniques de spectrométrie de masse (M S), de spectroscopie (UV, IR, RMN *H,
RMN =C, COSY, HSQC, HMBC et NOESY) a permis 1’¢lucidation structurale des
différents phytoconstituants de la plante.

|V-2- Identification du compose Pis

Lafluorescence:
Le composé P15, invisible en UV, se présente sous forme de cristaux blancs.
Analyse structurale:
Les données de masse ESI suivantes:
m/z =205 [M+Na]" au mode positife et nVz = 217 [M+Cl] au mode nigatif , soit une

masse moléculaire égale a 182 uma correspondant a une formule brute en C6H1406.

D’aprés le spectre RMN ®*C (Figure IV.2) qui présente 3 signaux

On observe laprésence de groupement méthylénes CH20H résonant a 6c=
63,80pmm et 2 signaux de carbones méthines CHOH :
repérésadc= 71,24 ppm et 6c=; 69,60pmm

c-1
C2 C4 C-6
C5, C3

__.___ﬁ_ﬂ_m_ﬂ_ﬂ.,'[_h_m_ | M

FigurelV.2: Spectre RMN *3C (100 MHz, DM SO-ds) du composé P15
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L’observation du spectre RMN *H du composé P15 enregistré 4400 MHz
dansle DM SO-d6 (Figure IV.1), montre sept signaux,

Lessignaux alant de 3,35 a 3,70ppm, renseigne sur le caractere hydroxylé de la
molécule:

- un multiplet a6H= 3,38

- un doublet de doublet de doublet a6H= 3,61 (J=3,4; 5,8 ; 10,2 Hz) .
- unautre signal sous forme de triplet a6H= 3,54 (J=9,2 Hz).

- un aoH= 3,46 sous forme d’un multiplet.

on peut observer :

- un triplet résonant adH= 4,29 correspondant a une fonction OH d'un groupement
CH,OH.

- deux signaux doublets résonant a 4,12¢t 4,39 ppm attestant de la présence de
groupements CHOH.

T SEERERREFRER
/ i L/ 220 1A
= . & - R =

& 950

FigurelV.1: Spectre RMN *H (400 MHz, DM SO-ds) du composé P15
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Cette analyse donnant 7 protons ; et I’analyse de spectre RMN** C donnant 3
carbones et celle du spectre de masse qui plaide pour une présence de 14 protons et 6
carbones permet de dire lamolécule du caractére symeétrique.

Ceraisonnement permet de suggérer |'enchainement suivant:

D’apreés la littérature [1] et Toutes les données qui viennent d'étre exposées ,ce sont
aveérées identiques a celles d'un sucre réduit connu sous le nom D- mannitol, Il aété
isolé antérieurement de genre Globularia (Globularia vulgaris) [2].

D-Mannitol

Les valeurs de déplacements chimiques des protons et carbones de ce dernier
(composé P15) sont regroupées dans le tableau (1V.1)
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Tableau VI.1: Lesvaleurs de déplacements chimiques des protons et carbones de

compose P15)

N° —~c(ppm) ~#(ppm) Multiplicités J(Hz)
1(CH,) 63,8 Ha 3,61 ddd 3,7-5,8-10,7
6(CH>)

Hb 3,38 O
2(CH) 71,24 3,45 m | e
5(CH)
3(CH) 69,6 3,54 t 75
4(CH)
OH-1,6 | --mmere- 4,31 t 5,6
OH-2,5 | - 4,39 53
OH-3,4 | —mereomee- 4,12 7
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|V-2- Identification du compose P1

Lafluorescence:
Le composé P1 est caractérisé par une couleur noir e sous lumiere UV 254 nm et noir

bleue sous lalumiere 365 nm
Analyse structurale:

L’observation du spectre RMN **C du composé P1 enregistré 4400 MHz dansle
MeOH-d4 (Figure 1V.2.1), montre plusieurs signaux :

6c=154,42 ppm; 6¢=105,6 pmm; 6c= 136 et 6c=135,37 ppm montre la
présence d’un cycle aromatique .

6¢=130,14ppm et 6¢=131,32 pmm qui indique la présence de 2 CH
éthyléniques

les signaux : 6¢=105,45ppm dc= 71,43ppm dc= 75,81 ppm
dc=77,9 ppm et dc= 78,34ppm sont presentent des carbones d’un sucre

On observe laprésence de 2 méthylenes CH20H résonant & dc= 63,63 ppm
8¢=62,65 et d’un méthoxyle( CH3O  6¢=57,11 ppm)

ifbk b3k

Cr2 L
C-1 L Ci6 -
Lo :
- r_ Illnl;.g R l;_,-'f_lll AN
R\ '
, & C-2
C-3 L omx
C4 N
cs | |
C—3 Ll
N g
| -
[— 1A
| -

ppan (H]

150 1N

FigurelV.2.1: Spectre RMN **C (400 MHz, MeOH-d4) du composé P15
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L’observation du spectre RMN 'H (Figure 1V.2.2) du composé P1 permet de
confirmer
ces données par la présence des signaux :

v" Un singulet 4 6=6,75 ppm d’intégration 2H attribuable & deux protons

équivalents du noyau aromatique (0c=104,0) ce qui oriente vers une
tétrasubstitution de ce cycle aromatique.

Un doublet a 6H=6,55 ppm (J = 15,8 Hz) d’intégration 1H . et un doublet de
triplet 4 6=6,32 ppm (J =15,5 5 5,6 Hz) d’intégration 1H . La multiplicité de ce
signal et les valeurs du déplacement chimique et des constantes de couplage
confirment la présence d’une double liaison éthylénique de configuration trans
dans cette molécule et placent un groupement CH; en position vicinale par
rapport a ce CH éthylénique (IV.2.3.a).

Un doublet de doublets a 6=4,25 ppm (/= 5,5 ; 1,1 Hz). Les valeurs des
constantes de couplage indiquent que ce groupement est voisin du CH
éthylénique précédent. La valeur du déplacement chimique indique que ce
groupement CHz est oxygéné (6c=62,1) spectre (IV.2.3.b)

Un singulet a =3,86 ppm d’intégration 6H (6c=57,11) attribuables a deux
groupements méthoxyles équivalents portés par conséquent par deux carbones
du noyau aromatique (6c=152,9).

Un doublet a 6=4,87 ppm (J =7,4) attribuable a un proton anomérique du
sucre de configuration 3
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T ——
T
L]

FigurelV.2.2: Spectre RMN *H (400 MHz, M eOH-d4) du composé P1
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H6-H2
: E EEEEEE
H3' | H2
A e i :
— — R S

FigurelV.2.3.a; Spectre RMN 'H étalé (400 MHz, MeOH-d4) du composé P1

e

e

s
Il
H1' H6"> H6"a H3"-H4! H2" H5"

[ T / Ak

ﬁ‘ - /I-r: /I.Irl - III.-I -
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FigurelV.2.3.b: Spectre RMN *H étalé (400 MHz, MeOH-d4) du composé P1
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Partant de cette premiére identification, les autres protons et carbones sont
progressivement identifiés par expériences bidimensionnelles COSY H-H, HSQC et
HMBC.

Le spectre COSY H-H (Figure 1V.2.4) met clairement en évidence les corrélations
attendues entre :

- le proton anomere H-1" et le proton H-2" résonant a d+= 3,48, sous forme de dd
(=9,7; 74

- le proton H-5"( 6H= 3,21 ; m) et le proton H-4"( 6H=3,42 ; m)

-le proton H-6"a (3,67 ; dd ; J= 12;5,1Hz) et leproton H-6"b (3,78 ; dd ; J= 12;
2,5Hz)

-le proton H-2' (6,32 ;dt; J=15,5;5,6 Hz) et le proton H-3' (6,55 ;d ; J=15,8
Hz)- le proton H-2' et le proton H-1'(4,22 ;dd;J=56 ;15)

H1" H4"
H3' H2' H1' H2" H5"
H5"/H4"
H2"/H1"
H1/H2

H2//H3

FigurelV.2.4: Spectre COSY du compose P1
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La correspondance des protons et carbones de ce composeé est ensuite établie par

I’expérience HSQC (Figure IV.2.5) qui montre les couplages directs entre :

- lesdeux protons H-6" et leur carbone C-6" résonant adc= 62,65

- leproton H-1' et son carbone C-1' résonant aoc= 63,63

- leproton H-2 et son carbone C-2 résonant aéc= 130,14

- leproton H-3' et son carbone C-3 résonant adc= 131,33

- leproton H-1" et son carbone C-1" résonant a dc= 105,45.

- leproton H-2" et son carbone C-2" résonant a dc= 75,81

- leproton H-3" et son carbone C-3" résonant a dc= 77,91.

- le proton H-4" et son carbone C-4" résonant a dc= 71,43

- leproton H-5" et son carbone C-5" résonant a oc= 78,43
Ces corrélations permettent ainsi d’identifier un hexose. Il s’agit d’un glucose de
Configuration B . Configuration déduite de la constante de couplage Ji-2'= 7 ,4 Hz
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FigurelV.2.5: Spectre HSQC du composé P1



Chapitre A% résultats et discussion

L’expérience HMBC (Figure 1V.2.6) confirme le site de glucosylation en C-1, par
I’observation d’un couplage en *Jc-H entre le proton anomére H-1" (4,87 ppm) du
glucose et le carbone C-4 (135,37ppm),

6,2 1" OCHj;
4"
l 3"
3l 2! 6 ’ 2" 5"
OCHjs
H4"/C3"
1",2,6 HB'/H6
H1'/C3
H6/C1

FigurelV.2.6: Spectre HMBC du composeé P1
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H1'/C2
45— 1 H1"/C4 H1/C3

FigurelV.2.7: Spectre HMBC du composé P1 étalé

L’ensemble des données spectroscopiques relatives a ce composé, méne a la
structure représentée dans la figure 2 soit le Syringine

Figure 2 : Structure du compose P1, Syringine




Chapitre A%

résultats et discussion

Tableau V1.2 : Lesvaleurs de déplacements chimiques des protons et carbones de

compose P1
N° ;C(Ppm) _n(pom) Multiplicités J(H2)
1(C) T O )
2 (CH) 105,6 6,75 S P —
3(C) (TR S P —
4C) T3 Z ) R
5(C) TR [ B P
6 (CH) 105,6 6,75 S P —
1'(CHy) 63,63 4,22 ad 56 ;15
2' (CH) 130,14 6,32 at 158 ; 15
3’ (CH) 131,32 6,55 d 58
1" (CH) 105,45 4,87 d 7,4
2" (CH) 75,81 3,48 ad 97 ;, 74
3" (CH) 77,01 3,42 S P ——
47 (CH) 7143 3,42 S P ——
5" (CH) 78,43 321 e [ —
6" (CHy) 6265 | Ha| 378 dd 12 . 51
Hb 3,67 dd 12 ;2.5
(2 OCH3) 57,11 3,86 S P—
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Chapitre A% résultats et discussion

IV-3- Identification du composé Psz:

Lafluorescence:
Le composé P82 est caractérise par une couleur noir sous lumiére UV 254 nm.

Analyse structurale:
Le spectre RMN *C (Figure 1V.3.A) de ce composé, enregistré dans un CD30D,
montre la présence de 24 atomes de carbone

FigurelV.3.A: Spectre RMN **C (100 MHz, MeOH-d4) du composé P82
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Chapitre A% résultats et discussion

Le spectre RMN *H (Figure IV.3.1) de ce composé, enregistré dans un CD3OD,
on observe:
— deux signaux doublet de doublets a 6,36 ppm (J=6,0; 1,8 Hz) et 5,08 ppm (J=
4,6 ; 2,2 Hz) caractéristique des protons oléfiniques H-3 , H-4.
- Un signal sous forme de doublet a 5,06 ppm (J= 2 Hz) caractéristique du proton
H-1.

- Un doublet de doublets a 2,66 ppm (J= 12,2 ; 7,7 Hz) caractéristique du

proton H-9.

Ces signaux caractéristiques d’un iridoide
— Un doublet a4,74 ppm (J= 7,85 Hz) caractéristique du proton anomére H-1' du
sucre, asavoir le glucose.
— Troissignaux résonant a7,62 ; 7,58 et 7,4 ppm et s’intégrant pour cinq protons
caractéristiques de protons aromati ques.

— Deux signaux doublet (J=16 Hz) a7,73 et 6,67 ppm de deux protons oléfiniques
(H-B et H-0.), agéométrie trans au vu de lavaleur de la constante de couplage.
La présence de cing protons aromatiques et deux protons ol éfiniques de

position trans, nous permet de suggérer la présence d’un groupement trans-
cinnamoyle.

vwv\ﬁmwgmwr\n\mr\ﬁm ONMONEHLONDONONO AN O G %OI\NI\CD\DI\OQI\KDLDLOLO n O\KQOI\L()%H(DO\QLOI\H mmvgowﬁgmm\—t
NOTMO O N0 mwogmeOHmoEgm gmmw [or)e; @Q M MO~ M OO NN oﬁ%ﬁmmm DO OﬂmHgoﬁKDH oN~m mgw
ONHHQO’(O%@(DLD%H&O’ v\r\ﬁowgom m§ mowggmu 0 O L QONLMNAHO OO D n WOOWWMANNAAO OO wCOODI\V\I\I\gw [o
ROOYINOOLMMMNNOBO0000000BRRNNNNGRRNRHOOOENLDMMMMNOHHNNINNTAACCCOMNNNOHOONNNNNNTDINN®
MNANNNNOOOOOOVOLLLLLLLLLSTIIIITITONNMNNNPMOHMM MMM MMOMMMNOM OMNMNOOANNNNNNNNNNNNNNNNNAAAAO
\\‘\Q\H%LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL Ll Ll L L L L L L L L L L %\% 555 1 I
— 00 L S .m0 W T
SBNBNR -
@ 3D ref. TMS
1H - 400.13 MHz
ZI‘"
3" 5"
| "
2".6 p 7
’ r
| 4.1 1| Xa 5
B 3 | 10 z‘ 2!

|
:
=

] Integral

41.8851—
'oj 1.1404/

178.312

11.3506/

» ] 3.2808
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FigurelV.3.1; Spectre RMN *H (400 MHz, M eOH-d4) du composé P82
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Chapitre A% résultats et discussion

L’expérience COSY H-H (Figure IV.4) montre des corrélations entre :
— Lesdeux protons oléfiniques H-3 et H-4.
— Le protons oléfiniques H-4 et un proton localisé a 2,3 ppm( H-5).ce signal montre
corrélations avec les signaux a 2,66 ppm et 3,96 ppm attribuables a H-9 et H-6
- leproton H-6 ppm avec un autre proton localisé a 3,96 pmm attribué |ogiquement
au proton H-7.

Le déplacements chimiques du protons H-6 (3,94 ppm) et H-7(3,96 pmm) indique
une oxydation des carbones qui les portent.

57 47 o 10 4 5
B3 3 14 T 10 66 6"7 3" 2 9 5
H4/5
9 H5/H9
21 51 Hl’/Hz’
6’ H7/H6
H5/H6
1014 H10B/H10a H9/H10
3 H4/H3
B
3 Hp/Ha

FigurelV.3.2: Spectre COSY du compose P82
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Cette expérience permet également de relier tous les protons d’un hexose, a travers
leurs taches de corréation (Figure V.3 .2). On observe clairement les couplages
entre::

— Le proton anomére H-1' et le proton H-2' résonant a 3,18 ppm (dd, J=7,9; 9,2Hz).
- Leproton H-2' et |le proton H-3' résonant sous forme de triplet a 3,36 ppm
(J=9H2).

- Leproton H-3' et |le proton H-4' résonant a 3,26 ppm(t, J=9 Hz).

— Leproton H-4' et un proton résonant a 3,36 ppm sous forme de multiplet

correspondant au proton H-5'. Ce dernier couple avec deux autres protons résonants a
3,66 et 3,92 ppm, correspondant respectivement aux protons H-6'b et H-6'a.

6! 4l 5! 21

23
54

56’

21
9/10 4/5

FigurelV.3.3: Spectre COSY du composé P82
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I’expérience de correlation directe carbone-proton au HSQC (Figure 111.27) qui
montre les couplages entre:

- le proton H-1' et son carbone C-1' résonant adc= 100,37 pmm

- le proton H-2' et son carbone C-2' résonant aéc= 74,89 pmm

- le proton H-3' et son carbone C-3 résonant adc= 77,89 pmm

- le proton H-4' et son carbone C-4' résonant adc= 71,57 pmm

- le proton H-5' et son carbone C-5' résonant adc= 78,55 pmm

- les deux protons H-6' et leur carbone C-6' résonant adc= 63,09.

- le proton H-1 et son carbone résonant adc= 95,68 pmm

- le proton H-3 et son carbone résonant asc= 141,87 pmm

- le proton H-4 et son carbone résonant asc= 103,78 pmm

- le proton H-5 et son carbone résonant asc= 43,71pmm

- le proton H-6 et son carbone résonant adc= 79,55 pmm

- leproton H-7 et son carbone résonant adc= 62,88 pmm

- le proton H-9 et son carbone résonant adc= 39,1 pmm

- lesdeux protons H-10 et leur carbone résonant adc= 64,58 pmm
- le proton H-p et son carbone résonant a 6c= 146,74 pmm

- le proton H-a et son carbone résonant adc= 118,7 pmm

5
B o 1 666732 9 5
9 5 H5/C5
H9/C9
710 € H10/C10 H7/7 H10/C10 HE'/C6’
42 356 H6/C6 H2/C2'
HLYC1

11 4 H1/CY

o H4/C4

1

B HP/CP

FigurelV.3.4: Spectre HSQC du composé P82
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résultats et discussion

Chapitre A%

Les positionsde Glucose et cinnamoyle sont mises en évidence par 1’expérience
HMBC (Figure IV. 3.5) le proton anométrique H-1' corréle avec les carbones C-1
d’iridoide.

Le déplacement chimique de C-10 est 64,58 ppm ; on peut dire que la cinnamoyle

est lie avec I’iridoide en carbone C-10

B 10 5
3 411 10667 2 9 5
5 9 H3/C5 H7/C5
7106 H5/C6’' H9/C7
42 35 H3'/C4" H3/C2' H2/C3’
H7/H6  H9/H6
11 4 H3/C1 H1/C1
H3/C4 H6/H4
p
4/! 2" 3/! 1”
3 a
CcO CO/Ha

FigurelV.3.5: Spectre HMBC du composé P82
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L’ensemble des données spectroscopiques relatives a ce composé, mene a la structure
représentée dans la figure 3

Figure3

Le probleme qui se pose est celui de résoudre la stéréochimie de la molécule au niveau
dela génine ,l’expérience NOESY( figureIV.3.5) constituant a mesurer les effets
ouverhauser entre protons dans 1’espace ,0n observe des corrélations entre :
- leproton anomére H-1' en axia et le proton H-1 delagénine, attestant ainsi
gue ce dernier est également de configuration 3,
- leproton H5 et le proton H9 donc on peut dire lajonction des deux cycles qui
forment I’iridoide est cis.
- Leproton H7 etlesdeux protons H6 et H1 .donc H7 de configuration o
- L’absence de corrélation entre les protons H7 et H9 confirme la configuration
B de H9 et H5.
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Chapitre v

résultats et discussion

o r 5"
3 10a 6,6° 74"2"
6 3 9 5
H6/H5
H5/H9
H3/HY'

H1'/H1 H6/H1

H9/H1 H5/H1

FigurelV.3.5: Spectre NOESY du composé P82
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Chapitre A%

résultats et discussion

Toutes ces données spectral es conduisent sans ambiguité aidentifier ce composé

Globularine

Tableau VI.3: Lesvaleurs de déplacements chimiques des protons et carbones de

compose P82
N° c(ppm) H(ppmM) Multiplicités J(Hz)
m = (H2g)
cinnamoyle

1"(C) 135,42 | smmmmmmmmmmmmmee | | e
2" ,6"(CH) 129,39 7,62 R e —
3",5" (CH) 131,6 7,58 m |-
4"(CH) 130,06 7.4 T N —
B(CH) 146,74 7,73 d 16

a (CH) 118,7 6,67 d 16

CO 168,48 | —mmmmmmmmmmmmmmee | |

Aglycone

1(CH) 95,68 5,06 d 1
3(CH) 141,87 6,36 dd 2 ;6
4(CH) 103,78 5,08 dd 22 ;6
5(CH) 43,71 2,3 N e —
6(CH) 79,55 3,96 dd 25 ;108
7(CH) 62,88 3,5 d 1,1

8(C) 63,61 | e | e | e
9(CH) 39,1 2,66 dd 7,7 ; 12,2
10(CH) 64,58 Ha 4,27 d 12,7

99
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Hb 5,03 d 12,7
Glucose

1’ (CH) 100,37 474 d 7.4

2' (CH) 74,89 3,18 dd 92 : 79

3 (CH) 77,89 3,36 t 9

4' (CH) 71,57 3,37 t 9

5 (CH) 78,55 3,26 m | s

6'(CHy) 63,09 Ha 3,92 dd 12 : 6
Hb 3,66 dd 12 2
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conclusion général

Présent travail rapporte une investigation phytochimique la phase n-butanol de
I’extrait hydroal coolique des parties aériennes d’une plante algérienne Globularia alypum
L, appartenant alafamille des Globulariaceae. effectué en complément d’une étude,

a permis 1’isolement et I’établissement des structures de 3 composés répartissent en : un
sucreréduit Mannitol (1), un phénylethanoide Syringine (2), et uniridoide:
Globularine

Les structures des produits isolés ont été établies par lestechniques d’analyse
spectroscopiques RMN 1D *H et **C J-modulé, RMN 2D :COSY, HSQC , HMBC et
NOESY, spectrométrie de masse (ESI) et par comparaison avec les données de la
littérature. Cette étude a montré encore une fois que lesiridoides glycosilés et les
phénylethanoides restent les constituants dominants des Globuraiceae. le sucre isolé
pour la premiére fois dans I’espéce Globularia alypum L par contre les deux autres
composes ont été isolés et identifiés dans le genre Globularia

En conclusion, notre travail a permis d’isoler et de déterminer les structures des

composésisolés 1, 2 et 3 correspondant aux formules suivantes :

I e]

HO

Ol
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Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique de la plante algérienne nommeée
Globularia alypum L, appartenant a la famille Globulariaceae . Cette derniére
largement distribuée dans le régne végétal, est connue pour sa richesse en métabolites
secondaires biologiquement actifs comme les flavonoides, phénylethanoides et

iridoides.

Cette étude chimique a permis 1’isolement par les méthodes chromatographiques
et la caractérisation par les méthodes spectroscopiques axées essentiellement sur la
RMN1D et 2D, de 3 métabolites secondaires :

1) D- Mannitol
2) Syringine
3) Globularine

Les structures moléculaires des composés isolés ont été éucidées principa ement
par [utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, *CJ-modulé, COSY H-H,
HSQC , HMBC et NOESY), par la spectrométrie de masse

Les résultats de ce travail seront présentés comme suit :

» Le premier chapitre est consacré a un rappel bibliographique comprenant
une description botanique de lafamille et du genre

» Le deuxieme chapitre est consacré a une étude des polyphénols et iridoides.

» Les études phytochimiques de ’espéceseront présentées dans le troisieme
chapitre.

» Lequatrieme chapitre résultats et discussion.

Motsclés: iridoids ,Globularia alypum L , Globulriaceae, phénylethanoid
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Abstract

This work is devoted to the phytochemical study of the Algerian plant named Globularia
alypum L, belonging to the family Globulariaceae. This latter is widely distributed in the plant
kingdom is known for its richness in secondary metabolites such as flavonoids phenylethanoids
and iridoids.

This chemical study has led to the isolation by chromatographic methods and
characterization by spectroscopic methods focused mainly on the RMN1D and 2D, 3 secondary
metabolites:

1) D- Mannitol

2) Syringin

3) Globularin

The molecular structures of the isolated compounds were elucidated primarily through the
use of techniques 1D and 2D NMR (*H, **C Jmodulated HH COSY, HSQC HMBC and
NOESY), by mass spectrometry.

The results of thiswork will be presented as follows:

» The first chapter is devoted to a reminder bibliographic including a description of the

botanical family and genus

» The second chapter is devoted to a study of polyphenols and iridoids.

A\

The phytochemical studies of the species will be presented in the third chapter.

» Thefourth chapter, results and discussion.

Keywords: iridoids ,Globulraiaaypum L, Globulraiceae, phénylethanoid
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