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Introduction

Depuis le début du siècle les nouvelles techniques ont permis d'extraire de nombreuses

substances naturelles à principes actifs, et de mettre en évidence les propriétés

pharmacologiques des plantes, qui représentent une source inépuisable et renouvelable.

L’usage médical traditionnel est connu depuis bien longtemps, dont quatre-vingts pour cent

de la population du monde emploie la médecine traditionnelle pour traiter les maladies à base

de plantes médicinales.

Les substances naturelles connaissent un intérêt croissant pour des applications dans la

production de nombreux produits de consommation. En effet, leur utilisation est encouragée

car les produits équivalents issus de synthèses chimiques ont, à tort ou à raison, mauvaise

réputation parmi le grand public. Il existe donc un besoin de production de substances

bioactives isolées, concentrées et purifiées, pour une utilisation dans un large champ

d’application (pharmaceutiques, additifs nutritionnels, cosmétiques...).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne,

Saharienne et une flore paléo tropicale, estimée à plus de 3000 espèces appartenant à plusieurs

familles botaniques [1]. Ces espèces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non

négligeable (15%) d’espèces endémiques [1], ce qui a donné à la pharmacopée traditionnelle

une richesse inestimable.

Dans cette optique et dans le cadre du programme d'étude de la flore algérienne

particulièrement des Aurès et du Nord Sahara au niveau de notre laboratoire, nous nous

sommes basés, dans ce travail sur la contribution dans la recherche de principes actifs par

extraction, séparation et purification à partir de la plante médicinale algérienne Eryngium

campestre de la famille des Apiacées, récoltée près de Imedghassene.

Dans un premier temps, nous avons effectué une recherche bibliographique qui porte

sur quelques principaux axes:

 Une étude bibliographique réalisée sur la famille, le genre et l’espèce de la plante

concernant la description botanique, les propriétés biologiques et pharmacologiques

ainsi que très peu d’études phytochimiques antérieures, nous avons noté, d’après cette
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étude, qu’il n’existe pas beaucoup d’informations de nature chimique et/ou biologique

sur cette espèce. Cela représente le premier chapitre.

 Une étude chimique effectuée sur l’origine biosynthétique et les différentes activités

biologiques de certaines classes de produits naturelles qui sont considérées typiques

dans le l’espèce d’après  l’étude bibliographique qui a été réalisée ailleurs, citons : les

stéroïdes et les flavonoïdes. Ceci constitue le deuxième chapitre.

Dans deuxième temps, nous avons décri la caractérisation structurale des composés

isolés, réalisée au moyen des méthodes d’analyse spectroscopiques : la RMN 1D (H1 et C13),

la RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC), puis nous avons présenté notre travail expérimental au

nivaux de notre laboratoire, en débutant par l’extraction, La méthodologie de séparation et de

purification des composés, qui a été essentiellement fondée sur la combinaison de différentes

méthodes chromatographiques sur gel de silice, et les méthodes modernes (HPLC) car les

composés sont difficilement séparables par les méthodes classiques. C’est le troisième et le

quatrième chapitres.

En conclusion, nous avons énuméré les résultats obtenus à travers cette étude

chimique des constituants de cette plante.



Chapitre I

1. Description botanique

2. Propriétés ethnobotaniques

3. Travaux phytochimiques antérieurs
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I.1 Description botaniques de la plante

I.1.1 La famille des Apiacées

I.1.1.1 Généralité

La famille des Apiacées ou Ombellifères est une grande famille de plantes. Cette

famille contient de nombreuses espèces environ 3000, qui ont des propriétés

pharmacologiques utilisées en médecine traditionnelle, en raison de la présence des

métabolites secondaires bioactifs tels que : les huiles essentielles, les polyphénoles, les

flavonoïdes, les acides phénoliques, les coumarines (Furano et pyranocoumarins), les

saponines, les alcaloïdes et les polyacétylènes. [2] [3]

En Algérie, cette famille est très importante, elle est représentée par 55 genres [93], est

mal représentée au sahara, notamment dans sa partie centrale [4].

I.1.1.2 Distribution de la famille à travers le monde

La famille des Apiacées renferme environ 300 genres pour plus de 2500 espèces. La

famille est répartie sur la majeure partie du globe (figure I.1), plus commune dans les régions

montagneuses tempérées et relativement rare en zone tropicale [5].

Figure I. 1: Répartition géographique mondiale des Apiaceae. [6]
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I.1.1.3 Classification systématique

Embranchement       Magnoliophyta

Classe                       Magnoliopsida

Ordre                        Apiales

Famille                     Apiaceae

D’après Drude (1898) [7] et Wolff (1913) [8], la famille Apiaceae se partage en deux

sous-familles, Apioideae et Saniculoideae, cette dernière comprend deux tribus Saniculeae et

Lagoecieae, avec huit genres et environ de 330 espèces. Sanicula et Eryngium sont les seuls

genres de Saniculoideae représentés dans l’hémisphère occidental.

I.1.1.4 Caractérisation botanique

Arbustes, plantes sous-frutescentes ou herbacées, très variables, à feuilles en général

très divisées. Inflorescences ombelliformes munies à leur base de bractées souvent très

caduque (involucre), simple ou le plus souvent composés d’ombellules munies ou non de

bractéoles à leur base (involucelle). Fleurs sépales en général très petits ou nuls. Pétales libres,

égaux ou parfois rayonnants, plus grands à la périphérie des ombellules. Ovaire infère, formé
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de deux carpelles antéropostérieurs, surmonté du disque (stylopode) [1], la fleur des Apiaceae

consiste en cinq pétales, cinq étamines libres, un calice très réduit, un ovaire infère avec deux

carpelles et deux loges, et un stylopode soutenant les deux styles. Les fruits présentent une

grande diversité. Il s’agit à la base d’un fruit sec schizocarpique qui se fend à maturité le long

d’un septum en deux méricarpes à une graine, restant généralement suspendus quelque temps

au carpophore puis s’en détachant. La surface externe du méricarpe possède normalement

cinq côtes primaires et entre celles-ci quatre côtes valléculaires secondaires. Dans les sillons

entre les côtes primaires, dans les côtes elles-mêmes ou sur tout le fruit, se trouvent

fréquemment des canaux résinifères [9].

I.1.2 Le genre Eryngium

I.1.2.1 Distribution géographique

Le genre Eryngium L. est le plus répandu sur le plan taxonomique de la famille

Apiaceae, il se représente par environ 250 espèces qui font partie de la sous famille

Saniculoideae [10]. Ce genre est distribué dans les régions tempérées de tous les

continents[11,12], principalement en Eurasie, en Afrique du nord et en Amérique du sud
[13,14,15], cependant la richesse spécifique est inégalement réparti entre et dans les

hémisphères Est et Ouest, deux centres de diversité sont reconnues dans chaque hémisphère:

le centre-ouest de Mexique, le centre-est de l’Amérique du sud (sud de Brésil, nord-est de

l’Argentine et de l’Uruguay), l’ouest Méditerranée et sud-ouest de l’Asie, mais environ les

deux tiers des espèces sont distribués dans le nord, le centre et le sud de l’Amérique [11,16] .

I.1.2.2 Caractérisation botanique

Eryngium ou Panicaut, C’est une plante annuelle, bisannuelle ou vivace plus au moins

épineuse. Inflorescences capituliformes entourées de bractées en général épineuses. Fleurs

sessiles, chacune à l’aisselle d’une bractée épineuse. Calice à cinq dents foliacées épineuses.

Cinq pétales, petits, connivents. Fruits ovoïdes couvert d’écailles ou de tubercules à côtes

bandelettes nulles ou peu apparentes [1].

I.1.3 L’espèce campestre

I.1.3.1 Classification systématique
Nom commun          panicaut du champ, chardon roulant

Régne                      Plantae
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Sous-régne              Tracheobionta

Classe Magnoliopsida

Ordre Apiale

Famille Apiaceae

Sous-famille Saniculoideae

Tribu Saniculeae

Genre Eryngium

Synonyme Eryngium Lotifolium Hoffmanns

I.1.3.2 Caractérisation botanique
Des plantes ne végétant pas sur des feuilles radicales et caulinaires pinnatipartites sauf

parfois les feuilles primordiales. Bractées florales toutes entières. Feuilles épineuses à tige

courte, caulinaires embrassantes à la base, à pétiole longuement ailé. Inflorescences très

ramifiées corymbiformes [1].
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I.2 Propriétés ethnobotaniques de la plante

I.2.1 Introduction
Une grande proportion des populations des pays sous développés utilisent la médecine

traditionnelle à base de plantes, parce qu’elle répond à leurs besoins de soins, en raison du

coût élevé des produits pharmaceutiques, et parce que la médecine traditionnelle est

généralement plus acceptable d’un point de vue culturel et spirituel [17,18], Selon l’OMS

(2002) (l’Organisation Mondiale de Santé) jusqu’à 90% de la population dans les pays sous

développés utilise la médecine traditionnelle. Plusieurs enquêtes dans la région

méditerranéenne ont révélé qu’un grand nombre de plantes indigènes sont encore en usage en

thérapie [19,20,21].

I.2.2 Utilisation en médecine traditionnelle

I.2.2.1 Le genre Eryngium

En Turquie, des différentes espèces du genre Eryngium sont utilisées éventuellement

comme remèdes de quelques maladies, Les racines sont utilisées contre les divers troubles

inflammatoires, l’œdème, la sinusite, les infections urinaires, ou les inflammations,  et les

morsures de serpents ou  de scorpions. Des racines et des feuilles sont utilisées contre

l’infertilité et les herbes pour cicatriser les plaies et comme un aliment à l’état frais [21,22],
L’infusion des partie aérienne et racines de la plante Eryngium maritimum est utilisée dans les

remèdes populaires comme un antitussif, diurétique, apéritif, stimulant et aphrodisiaque [23].

Des utilisations similaires ont été trouvées dans les anciens documents de l'époque

médiévale, comme des traitements contre les plaies, les brûlures, les douleurs, les

hémorroïdes et les maladies sexuellement transmissibles [24].

Les effets des racines de différentes espèces du genre Eryngium sont indiqués contre

les divers inflammatoins, il est également bien connu dans la médicine traditionnelle à travers

le monde, par exemple, que la plante Eryngium creticum est recommandée pour guérir les

inflammations des blessures [25].

En Italie, la plante Eryngium amethystimum est connue sous le nom de ‘‘calcatreppola

ametistina”. En médecine populaire de ce pays, cette plante est employée pour les propriétés

diurétiques et laxatives, elle est indiquée aussi pour les traitements des maux urinaires, de

l’œdème et l’acidose, et elle est également utilisée comme digestif [26].
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En médecine traditionnelle d’Amiata Mount (Italie) les racines de la plante sont

utilisées comme un diaphoretique et contre le cellulite

L’Eryngium yuccifolium Michx., connue sous le nom de ‘‘rattlesnake master”,

‘‘button eryngo”, ou ‘‘button snakeroot”, est une plante vivace naturellement distribuée dans

l'est de l'Amérique du Nord. Traditionnellement, elle est utilisé comme compresses ou

teintures. Les racines de cette espèce étaient utilisées contre les morsures de serpents, les

fièvres, ou troubles de la reproduction [27,28,29]. Cependant, il n'ya pas de rapport disponible sur

la recherche phytochimique et bioactif sur cette espèce.

I.2.2.2 L’espèce campestre
L’Eryngium campestre est connus en Turquie sous le nom “Bo˘gadikeni”, il est

largement distribué dans toute la Turquie. L’infusion des parties aériennes et racines de cette

espèce est utilisée comme un antitussif, un stimulant, apéritif et diurétique [23].

L’extrait aqueux des racines d’Eryngium campestre est utilisé par voie orale et

appliquée comme un cataplasme pour le remède contre les piqûres de scorpions dans

Balıkesir – Turquie [30].

Il est également documenté dans les sources de phytothérapie populaire que l’espèce

Eryngium campestre est recommandée contre les inflammations des reins et des voies

urinaires et de l'œdème [31].

I.2.3 Activité biologique

I.2.3.1 Le genre Eryngium

Plusieurs utilisations populaires attribuées pour les espèces d’Eryngium ont fait l’objet

d’une recherche biologique en utilisant des méthodes expérimentales. Afifi [32] et Alkofahi [33]

ont confirmé les effets guérissant des racines du genre Eryngium creticum contre les morsures

de serpents et de scorpions.

Les études scientifiques qu’ont été réalisées pour confirmer l’activité anti-

inflammatoire ainsi que l’antinociception restent limites, malgré les applications très

répandues des espèces du genre Eryngium à travers le monde, sauf : la partie aérienne de la

plante Eryngium yuccifolium [34]. La partie aérienne et les racines de la plante Eryngium

bilardieri [35], les feuilles de la plante Eryngium foetidum [36,37], les racines de la plante

Eryngium maritimum [38].
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I.2.3.2 L’espèce campestre
Les effets bioactifs des racines d’Eryngium campestre sont éxploités comme un

antioedeme [39]. L’activité antidiabétique des feuilles d’Eryngium campestre a été prouvée

par Jaghabir (1991) [40]. Les activités anti-inflammatoires et antinociceptions ont été

également prouvées sur les extraits éthanoliques et aqueux des parties aériennes et racines de

la plante Eryngium Campestre récoltées en Turquie [30].
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I.3 Travaux photochimiques antérieurs

I.3.1 Sur le genre Eryngium
Une investigation phytochimique exhaustive réalisée sur les plantes du genre

Eryngium, a mis en évidence l’isolement et l’identification de divers métabolites secondaires,

composés essentiellement de : les flavonoides [41,42,43,44,45] les huiles essentiales [10,13,46,47],

les coumarines [48], les dérivés de l’acide rosmarinique [49] et les saponines [40,51,52,53] .

Une étude chimique effectuée sur l’extrait éthanolique des parties aériennes de E.

yuccifolium poussant en Texas (USA), a permis d’isoler et de caractériser trois composés

phénoliques et douze triterpenoides saponines polyhydroxylés nommés eryngiosides A-L et

deux autres triterpenoides saponines polyhydroxylés, acide caféique avec deux flavonoides
[54]. Les structures de ces composés ont été élucidées par les déférentes analyses

spectroscopiques extensives et par la dégradation chimique.

Composé R

1 H 3,4-dihydroxyphenyl caffeate

2
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Composé R

3 CH3 kaempferol-3-O-(2-O-trans-p-methoxycoumaroyl-6-O-trans-p-
coumaroyl)- β -D-glucopyranoside

4 H kaempferol-3-O-(2,6-di-O-trans-p-coumaroyl)-β-D-glucopyranoside
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Composé R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8

5 H OH H Glc H H CH2OH Glc

6 H OH H Glc H H CH2OH Gal

7 H =O H Glc H H CH2OH Glc

8 H OH H H Glc H CH2OH Glc

9 OH OH OH Ang H Xyl COOH H

10 H OH OH Ang H Xyl COOH H

11 OH OH O-Ang H H Xyl COOH H

12 OH OH O-Ang H H Ara COOH H

13 OH OH H Ang H Xyl COOH H

14 OH OH H Ang H Ara COOH H

15 OH OH O-Ang Ac H Xyl COOH H

16 OH OH O-Ang Ac H Ara COOH H

17 H OH O-Ang Ac H Xyl COOH H

18 H OH O-Ang Ac H Ara COOH H

Composé Nomenclature

5 3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-β-D-
glucopyranosyl oxy-22α-β-D-glucopyranosyloxyolean-12-ene-16α,28-diol

6 3β-[β-D-galactopyranosyl-(1→2)-β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-β-D-
glucopyranosyloxy-22α-β-D-glucopyranosyloxyolean-12-ene-16α,28-diol.

7 3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-Dglucopyranosyl-(1→2)]-β-D
glucopyranosyl oxy-22α-β-D-glucopyranosyloxyolean-12-ene-16-oxo-28-ol

8 3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)-β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-β-D-
glucopyranosyl oxy-28-β-D-glucopyranosyloxyolean-12-ene-16α,22α-diol

9 22α-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-xylopyranosyl-
(1→3)]-β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α, 16α, 21β,28-tetrol
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10 22α-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-xylopyranosyl-
(1→3)]-β -D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-16α, 21β,28-triol

11 21β-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-xylopyranosyl-
(1→3)]- β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α,16α,22α,28-tetrol

12 21β-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]- [α-L-arabinopyranosyl-
(1→3)]-β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α,16α, 22α,28-tetrol.

13 22α-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-xylopyranosyl-
(1→3)]-β -D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α,16α,28-triol

Une autre étude chimique sur la partie racines de E.bourgatii, réalisée par Jorgen. L a

permis d’isoler: Falcarinone, folcarinolone, falcarinol, 6-pentyl-2-[2-oxo-butin-(3)-yliden]-

tetrahydropyran (isomère E) et (isomère Z) [55]. Leurs structures ont été déterminées par les

méthodes d’analyses spectroscopiques et notamment la RMN 1H et RMN 13C et la

spectrométrie de masse EI.

R

19 H

20 OH

Composé 21

14 22α-angeloyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[α-L-arabinopyranosyl-
(1→3)]- β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α,16α,28-triol

15 21β-angeloyloxy-22α-acetyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-xylo
pyranosyl-(1→3)]-β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-15α,16α,28-triol

16 saniculasaponin III

17 21β-angeloyloxy-22α-acetyloxy-3β-[β-D-glucopyranosyl-(1→2)]-[β-D-
xylopyranosyl-(1→3)]-β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-16α,28-diol

18
21β-angeloyloxy-22α-acetyloxy-3β-[β-Dglucopyranosyl-(1→2)]-[α-L-
arabinopyranosyl-(1→3)]-β-D-glucuronopyranosyloxyolean-12-ene-16α,28-
diol

R

( )6
(

)2

O

( )6
(

)2
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Ayoub Nahla [10] a lancé une étude phytochimique sur la plante Eryngium yuccifolium,

l’extrait de hexane des partie aériennes de cette plante a permis d’isoler un nouveau

polyacetylene nommé : Yuccifolol (I, nonadeca-1,11-diene-4,6,8-triyne-3,10-diol). Sa

structure a été assignée par les méthodes spectroscopiques et notamment les techniques :

DEPT, COSY, HMQC, HMBC et l’analyse HRESI-MS.

I.3.2 Sur l’espèce campestre

Des recherches phytochimiques sont réalisées sur l’espèce E.campestre, permit

d’isoler et d’identifier des métabolites secondaires à base  des térpenes et des flavonoides,

mais sont très rares, et la plupart des études chimiques qui ont été effectuées, ont conduit à

l’isolement d’huiles essentielles.

L’étude phytochimique qui a été réalisée par Clemens a montré l’isolement et

l’élucidation de deux monoterpènes glycosilés de type cyclohaxenone dont les structures ont

été déterminées en se basant sur les analyses spectroscopiques tel que RMN 1H, RMN 13C et

spectrométrie de mass EI. Ces deux composés ont été isolés à la première fois dans cette

espèce5 [56].

R

22 Isomère E

23 Isomère Z
OO

(CH2)4-CH3

63

H OH

HOH



Chapitre I : Description botanique de la plante

17

Composé R Structure
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II.A Les flavonoïdes

II.1 Généralité

Les flavonoide sont des métabolites secondaires issus des plantes, occupant une très

large gamme de composés naturels appartenant à la famille des polyphénols. Le terme

flavonoide provenant du mot latin « flavus » qui veut dire « jaune ». Ils sont considérés

comme des pigments quasi universels des végétaux bien qu’ils sont présent dans toutes les

organes des plantes : feuilles, fleurs, graines, racines, etc.

A ce jour, plus de 4000 flavonoïdes naturels ont été décrits [5,13] Structurellement, les

flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes sont :

les flavones, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavone, les isoflavonones, les

chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins [13].
Les flavonoïdes présentent une diversité structurale très importante. Ils sont reconnus

pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les activités antivirale, anti-

inflammatoire, et anticancéreuse. Ces activités sont attribuées en partie, à la capacité de ces

composés naturels à piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (•OH) et

superoxydes (O2
• –) [57]

Leurs structure de base est représente dans la figure1 :

La figure II.1 : Structure de base des flavonoides

Les flavonoïdes se présentent souvent sous forme d’hétérosides, solubles dans l’eau

(localisés généralement dans les vacuoles cellulaires) ou solubles dans les solvants apolaires

(situés dans le cytoplasme) [6]

II.2 Biosynthèse des flavonoïdes

Dérivant d’une origine biosynthétique commune, les flavonoïdes possèdent tous le

même élément structural de base. Le cycle A est formé à partir de trois molécules de malonyl-

coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C
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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.

II.2.a La voie de l’acide shikimique

Les travaux de Davis ont montré le rôle de l’acide shikimique dans la formation du

noyau B et l’élément central C-3 à partir du glucose [58] .Le chemin général de la formation de

l’acide coumarique est représenté dans le schéma II-1.

Schéma II.1 : La biosynthèse des flavonoides selon la vois de l’acide shikimique
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II.2.b La voie malonate :

A travers cette voie s’effectue la cyclisation de la chaîne poly-cétonique obtenue par

condensation répétée d’unités acétates, et catalysée par l’acétyl-CoA.

II.3 Synthèse organique des flavonoïdes

Les voies synthétiques les plus utilisées pour former le squelette C15 des flavonoïdes,

commencent à partir d’unités simples, passant par l’intermédiaire chalcone et sont représentés

dans la figure II.3 [3].

Figure II.2 : Voies rétrosynthétiques d’accès au squelette flavonoïde

La voie A est la plus utilisée en synthèse organique, elle utilise une condensation d’un

dérivé de l'acétophénone (unité C6-C2) avec un dérivé du benzaldéhyde (unité C6-C1).

La voie B, qui correspond au chemin biosynthétique, consiste en l'acylation d'un phénol

(unité C6) par un dérivé d'acide cinnamique (unité C6-C3). Dans tous les cas les intermédiaires clé

de synthèse racémique sont des chalcones et dihydrochalcones [Figure II.3 composés (1) et (2)].

Figure II.3 : Squelette de chalcone (1), de dihydrochalcone (2)
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Les chalcones intermédiaires clés dans la synthèse des flavonoïdes, peuvent être

obtenues par condensation aldolique de dérivés de l’acétophénone et du benzaldéhyde

substitués (catalyse acide ou basique).

L’une des condensations, qui a été très utilisée, s'effectue en catalyse basique (Figure

II.3). Elle utilise de la potasse aqueuse ou de la soude maintenue entre 0° et 20°C durant une

période de 15 à 72 heures. Les meilleurs rendements sont obtenus avec des substrats ayant des

groupes hydroxyles méthylés ou benzylés. Notant que de bons rendements ont été obtenus

avec des substrats non protégés, mais dans ce cas les temps de réaction peuvent être

supérieurs à huit jours.

Figure II.4: Synthèse de la Flimichapparin [59]

II.4 Structure chimique et classification

La variation du degré d’oxydation de la chaîne carbonée C 3 (formant, en général un

hétérocycle C, par condensation avec un OH phénolique du noyau A) détermine les propriétés

et la classification utile en sous-groupes ou famille dont les membres peuvent porter des

substituants différents au niveau du noyau B [60]

Le noyau B est relié à l’hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4 comme le montre la

figure II.4.

Figure II.5

La figure II.5 et le tableau II.1 montrent les différents sous-groupes dérivés des flavonoïdes
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Flavones Flavonols Flavonone Isoflavones Chalcones Aurones
Apigénine
Lutéoline

Kaempférol
quercétine Eriodictyol Génistéïne Butéïne

Phlorétine Sulfurétine

Tableau II.1: Division des flavonoïdes
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Figure II.6 : Représentation des principales classes et sous-groupes des flavonoïdes au
niveau de l’hétérocycle C.

II.5 Substitution du squelette flavonique

Les substitutions du squelette flavonique sont très 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 C-3 intermédiaire [61].
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II.5.1 La O- substitution

II.5.1.a. L’hydroxylation

D’une manière générale pour les flavones et les flavonols, et d’après les réactions de

biogénèse, les hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau A et l’hydroxyle en position 4' du

noyau B sont considérés comme originaux et existent avant la constitution du noyau chalcone
[62].

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3' se fera après la fermeture de

l’hétérocycle C, c’est –à-dire après 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) [63].
Les positions 2' et 6' du cycle B sont rarement hydroxylées [39].

Exemple

4’, 5,7–trihydroxyisoflavone (génistéine) [64]

Dans le cas des isoflavones, l’hydroxylation de la position 2' du cycle B conduit le

plus souvent en présence des enzymes spécifiques à la formation du ptérocarpane [38].

Figure II.7 : Transformation de l’isoflavane en pterocarpane
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II.5.1.b La méthoxylation

La fixation du groupement méthyle se fait après celle du groupement hydroxyle et

nécessite la présence d’une enzyme (O-méthyltransferase) qui joue le rôle de transporteur à

partir de la S-adenosyl-methionine (SAM) qui représente le donneur du radical méthyle. Cette

transformation se fera avant la formation du noyau chalcone [65,66].

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 l’hétérocycle C (carbone 3) après la formation du

noyau chalcone dans le cas de flavones et flavonols [65].

Cependant, très 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 l’isoflavone se fait grâce à une enzyme séparée et purifiée par Khouri [43], on peut citer à

titre d’exemple les deux isoflavones méthoxylés en positions 4' et 5'[66,67].

Exemple :

II.5.2 La O-glycosylation

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique

du sucre (glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose).

Un deuxième sucre (ou plusieurs) peut se rattacher à la structure flavonique soit avec

un autre OH phénolique soit avec le OH alcoolique du sucre déjà fixé.

La O-glycosylation se fait en présence de l’enzyme Glycosyltransferase et un donneur

de sucre comme UDP-Glu (Uridine diphosphate glucose). D’une manière générale,
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l’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 l’hydroxyle de la position 3 [68].

II.5.3 La C- substitution

II.5.3.a La C-méthylation

Le méthyle est lié au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone, cette liaison

est rencontrée en position 6 ou en position 8, ou encore en positions C-6 et C- 8. L’enzyme

catalysant la C-méthylation en positions 6 et /ou 8 est toujours inconnue [69].

II.5.3.b La C- glycosylation

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

liaison carbone-carbone. Cette liaison résiste à l’hydrolyse acide [71].
D’une manière générale, la liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position

C-6 et ou en position C-8.

II.6 Activités biologiques des flavonoïdes :

La plupart des flavonoïdes présentent des activités biologiques intéressantes telles

que, les activités anti-oxydante et antimicrobienne.

OHO

OH

OH

Glu

R

O

O

HO

OH

OHGlu

R

VitexinO

OH

O

HO

OH

OH

Glu

R

3'
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II.6.1 Activité anti-oxydante :

Les flavonoïdes sont des composés qui possèdent de fortes propriétés anti-oxydantes.

Les donnés de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations entre la

structure flavonique et l’activité antioxydante [72]. Parmi les agents qui augmentent cette

activité le nombre des groupements hydroxyles sur le noyau B, quand le nombre augmente

l’activité augmente [73].

II.6.2 Activité antimicrobienne :

Il est connu que certains flavonoïdes sont synthétisés par les plantes lors de l’invasion

microbienne [74]. Il est par conséquent logique, qu’ils agissent comme substances anti-

microbiennes efficaces in vitro contre les microorganismes [63,75].

II.6.3 D’autres activités biologiques :

Les flavonoïdes peuvent aussi empêcher le diabète ou du moins le réduire en inhibant

l'enzyme aldose réductase [76]. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine possède un effet

hypoglycémiant chez des animaux diabétiques [66,67]. Certains flavonoïdes peuvent entraver

l'athérosclérose et par conséquent réduisent le risque des maladies cardiovasculaires [77].

II.7 Propriétés des flavonoïdes
Les flavonoïdes sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines,

tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois… . Certains flavonoides sont plus

spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plutôt localisés dans les parties externes

des fruits, des fleurs et des feuilles. Les chalcones se trouvent plus fréquemment dans les

pétales des fleurs [78].

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer à la couleur des plantes

et notamment à celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un

effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape

fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant

certains insectes par leur goût désagréable, peuvent jouer un rôle dans la protection des

plantes [79].

Les flavonoïdes montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrôle de la

croissance et du développement des plantes en interagissant d’une manière complexe avec les
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diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un rôle de

phytoalexines, c'est-à-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour

lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries.

Par ailleurs, les flavonoides présentent un intérêt thérapeutique qui date de la

découverte de la vitamine C par Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937), chercheur de l’université

de Szeged (Hongrie).

Le monde animal est lui aussi très concerné par les flavonoides. On trouve par

exemple de la chrysine (1), de la galangine (2) de la quercétine (3), dans la propolis des

abeilles.

Si tous les flavonoïdes n’absorbent pas dans le domaine visible, ils présentent tous une

bande dans l’ultraviolet proche du visible [80].

Certains dont l’absorption en UV est importante, protègent la plante vis-à-vis des

rayons UV-B de la lumière du soleil [81].
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II.B les stéroïdes

II.1 Etymologie

Le terme stéroïde tire son origine du mot grec" Stéréos" signifiant "Solide" et

désignant toutes les molécules comportant un squelette tétracyclique correspondant à un

perhydro cyclopentanophénanthréne (Gonane) (Figure II.7) [12,82].

A B

C D

Figure II.7

II.2 Généralité

Les stéroïdes représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol ou de ses

homologues particulièrement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de

substances naturelles présente une sous–classe de triterpènes. Les quatre cycles sont désignés

par les lettres A, B, C et D.

La numérotation des atomes de carbone du squelette stéroïdique est comme suit : le

carbone en haut du cycle A porte le n°1, les atomes des deux cycles A et B sont numérotés

successivement en tournant dans le sens direct (1 à 10); on passe ensuite aux atomes du cycle

C (11 à 14) puis D (15 à 17). Les radicaux méthyles liés aux carbones 13 et 10 sont désignés

par les nombres 18 et 19. Enfin, une chaine alkyle en C-17. Les deux cycles A et B peuvent

avoir aussi des insaturations au niveau des carbones C-4 et C-5 (Figure II.8) [52,83,84].

1
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R

Figure II.8 : Stéroïde (R = diverses chaines latérales)
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II.3 Classification et nomenclature

La classification qui consiste à prendre comme base trois hydrocarbures différents par

la substitution sur les positions 10,13 et 17 conduit à trois séries de stéroïdes [83]:

1-Série oestrane (appelée aussi norandostrane) qui ne comporte en plus des 4 cycles A,

B, C, D qu'un méthyle en position 13. A cette série appartient l'oestrone 61, hormone

féminine (Figure II.9).

2-Série androstane, qui comporte deux méthyles en positions 10 et 13. Le principal

représentant de cette série est la testostérone 62, qui est une hormone masculine (Figure

II.9).

3-Série prégnane, avec deux méthyles en 10 et 13 et un groupement éthyle en 17,

comme dans le cas de la cortisone 63 (Figure II.9)

HO

O

Oestrane 61

O

Androstane 62

OH

O

Prégnane 62

O

O OH OH

Figure II.9
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En utilisant cette nomenclature, il est possible de rattacher tout stéroïde à l'un de ces

squelettes ; la jonction trans ou cis des cycles A et B est précisée par la position des

substituants, et indiquée en précisant en plus la stéréochimie de l'hydrogène en position 5 (α

ou β). Dans cette nomenclature, la cortisone 63 peut également être nommée dihydroxy-17α,

21 prégnène-4 trion-3, 11,20 [83].

La nomenclature de l'insaturation au niveau du squelette stéroïdique, par le symbole

Δx,y,z ou x,y,z indiquent les positions des liaisons insaturées. A titre d'exemple, le nom

systématique du cholestérol 64 s'écrit Δ5-cholestane-3ol au lieu de cholest-5ène-3ol. Le

groupement fonctionnel prioritaire est ajouté comme un suffixe au nom original du squelette

stéroïdique.

3
5

17

18

19

HO 64

II.4 Stéréochimie

Comme on peut le constater dans le cas du cholestérol 64, il y a un nombre élevé de

carbones asymétriques, ce qui supposerait un grand nombre de stéréo-isomères. Cependant,

seuls quelques composés existent à l'état naturel, et ceci est du au fait que les jonctions entre

les cycles B et C sont toujours de type trans. Les jonctions entre C et D sont toujours de type

trans, avec cependant quelques exceptions pour les hétérosides cardiotoniques [52] (Figure

II.10)

.

H
H

H

H

A B
C D

A

B
C

DH

H

H

H

A/B trans, C/D trans A/B cis, C/D cis A/B cis, C/D trans

H

H

H

HA

B
C D

Figure II.10
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La jonction entre les cycles A et B peut être soit
 de type trans, comme dans la trans décaline 65:

H

H

65

 de type cis, comme dans la cis décaline 66:

H

H

H

H

66

Le type trans comme dans le cholestane 67, ou cis comme dans le cas du coprostane
68. Ces deux hydrocarbures proviennent de la réduction du cholestérol 64 et servent de base
pour la nomenclature systématique des stéroïdes [52].

67
H

H H

68
H

H H

Les substituants du noyau cyclopentanoperhydrophénanthrène peuvent être liés à la

face supérieure (espace β) ou à la face inférieure (espace α) [85]. Donc dans la chimie des

stéroïdes, on parle de série normale dans le cas des stéroïdes rattachés au coprostane 68; cette

série se rencontre dans les acides biliaires et on l'appelle aussi 5β pour montrer que

l'hydrogène en position 5 est en β. Pour ceux qui sont rattachés au cholestane 67, on parle

d'allo (5α) stéroïdes, comme il est indiqué dans la (figure II.11) [83].
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H  

H

Figure II.11

La représentation de ces molécules dans l'espace montre une structure plutôt plate pour

le cholestane 67, avec des cycles cyclohexaniques en conformation chaise, les méthyles 18 et

19 sont dits angulaires et sont en position β, ce qui est pratiquement toujours le cas dans les

stéroïdes [83].

II.5 Les principaux stéroïdes

Les stéroïdes les plus importants se retrouvent dans les hormones, les acides biliaires et

certaines vitamines [83].

II.5.1 Les hormones

Les hormones sont bio synthétisées à partir du cholestérol. Leurs structures n'ont été

élucidées que depuis une cinquantaine d'années en raison de leurs très faibles proportions

dans l'organisme. Elles sont de trois types :

 Les hormones sexuelles mâles qu'on retrouve dans les urines sous forme

d'androstérone 69.

 Les hormones sexuelles femelles comme l'oestradiol 70, qui peut donner l'oestrone

61, dont la présence dans les urines dénote la grossesse. Il y'a aussi les hormones

progestatives comme la progestérone 71 dont le rôle est de préparer la nidation et

maintenir gestation.

 Les hormones corticoïdes dont la plus connue est la cortisone 63, utilisée comme anti-

inflammatoire. Elles ont la particularité d'être substituées en position 5 ou 9 comme la

dexaméthasone 72. Elles sont utilisées comme médicaments et se sont avérées plus

actives que la cortisone [83].
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69
H

H H
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H

HO 70

OH

HO
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II.5.2 Les acides biliaires

Les acides biliaires proviennent de la dégradation du cholestérol 64 au niveau du foie

et sont secrétés par la bile, d'ou leur nom. Le plus important est l'acide cholique 73, qu'on

retrouve sous forme d'acide glycocholique 74, dont le rôle est l'émulsification des graisses au

cours de la digestion [83].

R = OH 73
R = NH-CH2-CO2H 74

H

HO OH

HO

COR

II.5.3 Autres composés

La vitamine D2 75 joue un grand rôle dans le métabolisme des ions calcium. On peut

citer un stéroïde particulier, la digitoxigénine 76 qui est présente dans certaines plantes sous

forme de glycosides (combinaison avec un sucre). Cette dernière a la particularité d'avoir des

jonctions cis pour A/B et pour C/D; elle sert à préparer la digitaline, qui est un médicament

pour les affections cardiaques [83].
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H H

HO

HO

76HO

O

O

II.6 Définition des stérols

La majorité des stéroïdes sont des alcools, on les appelle stérols [83,85]. Ils sont très

répandus dans les règnes :

 Végétal, depuis les champignons inférieurs jusqu’aux plantes supérieures [86].

 Animal, de la bactérie aux métazoaires (spongiaires, madrépores, vers, mollusques,

insectes, reptiles, mammifères) les plus complexes [86].

 Minéral, dans les sédiments d’origine organique bien qu’en fait provenant

initialement de végétaux ou d’animaux [86].

Ils comportent au niveau de leurs structures, un hydroxyle en position C-3

d'orientation β, éventuellement des doubles liaisons, en général une double liaison entre les

carbones 5 et 6 ainsi qu'une chaine latérale rattachée au sommet C-17 [52], par exemple le

cholestérol 64.

II.7 Classification et répartition des stérols

Il n'existe, à vrai dire, aucune classification spéciale des stérols. Selon l'origine

biologique [82], on a pris l'habitude de répartir les stérols en :

 Zoostérols (stérols chez les animaux)

 Mycostérols (stérols chez les champignons inférieurs)

 Phytostérols (stérols chez les plantes supérieures)

 Stérols chez les algues
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II.8 Définition des phytostérols

Les phytostérols (stérols végétaux) sont des composés naturellement présents dans la partie

lipidique (grasse) des plantes [83,85], il existe plus que 100 différents phytostérols [82]. Ils

apparaissent ainsi comme des graisses végétales identiques en structures au cholestérol 64

(graisse animale), peuvent différer également des stérols par l'alkylation supplémentaire de la

chaine latérale en C-24. Le β-sitostérol 46, le stigmastérol 77, le compèstérol 78 et le

brassicastérol 79, en sont la meilleure illustration [82].

77

HO

HOHO 46

78 79HO

II.9 Biosynthèse des stérols

Elaborés à partir des mêmes précurseurs, les terpènes et les stérols constituent sans

doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux [87].

Les stérols végétaux sont issus, via le squalène, du mévalonate. Tous les terpènes et

les stérols, et c'est là un point commun essentiel, peuvent être considérés comme formés par

l'assemblage d'un nombre entier d'unités pentacarbonés ramifiées dérivées du 2-

méthylbutadiène: déjà, en 1887, O.Wallach envisageait que les terpènes devaient être

construits à partir d'unités isopréniques et, quelques dizaines d'années plus tard (1953),

Ruzicka, après plus de trente années consacrées à l'étude des terpènes, transformait cette
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hypothèse en une règle générale dont le principe a été, depuis, confirmé expérimentalement.

Les stérols sont issus par condensation ‹‹ tête-à-queue›› d'unités isopréniques [87].

Les précurseurs des stérols sont des esters pyrophosphoriques d'alcools en (C5) n

formés au premier temps par l'addition séquentielle d'une unité en C5, le pyrophosphate

d'isopentényle (IPP), sur une molécule starter, un pyrophosphate de prénol allylique, le

premier terme de la série étant le pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP), ce qui les

différencier par apport au terpènes c'est la suite de dégradation et de réarrangements du

squelette triterpénique [87].

Biosynthèse de l’acide mévalonique à partir de l'acétyle-CoA

Initialement, le marquage isotopique permet de montrer que le squelette carboné des

terpènes provenait de l'acétate. Ultérieurement, il fut démontré que l'acide mévalonique devait

être un précurseur universel de ces composés. L'étape initiale du processus implique la

condensation de deux molécules de l'acétyle-CoA : formation de l'acéto-acétate coenzyme A

(Claisen) et condensation (aldolique) de celui-ci avec une molécule d'acétylcoenzyme A pour

former 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) (Schéma II.1.1) [87].

O

CoAS

2

Acétyl-CoA

SCoA

O O
Acéro-acétate-CoA

CH3COSCoA-SCoA

O SCoA
CO2H

HMG-CoA

OH

Schéma II.2

Une autre enzyme, l'hydroxyméthylglutaryl-coenzyme A-réductase, effectue la

réduction NADPH-dépendante du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA)

formé en acide 3R-mévalonique (MVA) (Schéma II.3) [87].

O SCoA
CO2H

HMG-CoA

OH

HO
CO2H

OH

MVA

2NADP+ NADPH

Schéma II.3
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Biosynthèse du squalène à partir de l’acide mévalonique

La conversion de l'acide mévalonique en structures hémiterpéniques débute par une

double phosphorylation (Schéma II.4) [87].

HO CO2H

OH

MVA

2 ATP 2 ADP

PPO
CO2H

OH

Schéma II.4

Une nouvelle phosphorylation permet d'introduire un bon groupe partant, le groupe

pyrophosphate dont l'élimination assistera la décarboxylation : la mévalonate

5diphosphatedécarboxylase induit la formation du pyrophosphate d'isopentényle (IPP)

(Schéma II.5) [87].

PPO
CO2H

OH

ATP ADP

PPO

OP

O O

H

PPO IPP

Schéma II.5

L'isopenténylpyrophosphate (IPP) est isomérisé par l'isopentényldiphosphate

(DMAPP). Le réarrangement allylique 1,3 implique l'addition d'un proton du milieu et

l'élimination du proton pro-2R (Schéma II.6) [87].

PPO

IPP

PPO

DMAPP

Schéma II.6

Ce DMAPP est hautement réactif : il est susceptible de subir une attaque nucléophile

en C-1 avec départ concomitant du groupe pyrophosphate ; l'attaque peut être le fait d'une

molécule d'IPP ou de toute autre molécule réactive [87].
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L'addition du DMAPP sur la double liaison de l'IPP est catalysée par une

prényltransférase, la GPP-synthase; la réaction implique l'ionisation du pyrophosphate d'allyle

et le départ du groupe pyrophosphate qui permet l'attaque électrophile simultanée et

stéréosélective du carbocation allylique formé sur la double liaison du pyrophosphate

d'isopentényle. La condensation s'accompagne de l'élimination d'un proton H pro-2R de l'IPP.

La même réaction de prénylation peut se poursuivre : l'addition du GPP sur un IPP conduit au

farnésylpyrophsphate (FPP) et ainsi de suite pour former la série des pyrophsphates de prénols

allyliques homologues. L'élongation est catalysée par des prényl-transférases dont certains

sont spécifiques pour une longueur de chaîne donnée [87].

Les stérols proviennent du squalène issu du couplage queue à queue de deux unités de

FPP (2 x C15 = C30). Le mécanisme de ce couplage ‹‹ queue à queue›› n'a été que tardivement

élucidé avec l'isolement d'un autre intermédiaire, le pyrophosphate de présqualène. La

structure cyclopropanique de ce dernier permet de penser que la liaison C-2-C-3 d'un FPP est

alkylée par une autre molécule de FPP et que l'élimination d'un proton conduit à la formation

du cyclopropane. Si le milieu est déficient en NADPH, le pyrophosphate de squalène

s’accumule; dans le cas contraire il se réarrange en squalène, sans doute par l'intermédiaire

d'un carbocation cyclobutanique (Schéma II.7) [87,88].

OPP

PPO

-X-Enz

R

R1

H

X-Enz

OPP

H

H R1

OPP

R

H

R1

R H+

NADPH

Squalène

Schéma II.7

Biosynthèse de l'époxy 2,3-squalène à partir du squalène

Le squalène époxydase catalyse alors une réaction d’oxydation de la molécule pour

former la fonction 3β-alcool caractéristique des stérols.



Chapitre II : Les Flavonoïdes et  Les stéroïdes

40

Cette réaction porte sur la liaison éthylénique entre les carbones 3 et 4 du squalène.

L’oxygène de la respiration sert d’oxydant : un des atomes d’oxygène formera un pont

époxyde entre les carbones 3 et 4, tandis que l’autre formera une molécule d’eau avec les

deux hydrogènes apportés par un NADPH et un proton (Schéma II.8) [88,89].

Squalène

NADPH+H+

O2

squalène époxidase

NADPH+ H2O

l'époxy 2,3 squalène
O

Schéma II.8

L’époxydation du squalène peut produire aussi des 24,25-époxysqualènes, conduisant

aux oxystérols (25-hydroxy cholestérol, par exemple) [89].

De la conformation initiale de l'époxy 2,3-squalène, dépend l'orientation de la

biosynthèse vers les stérols d'une part et les triterpènes, d’autre part. Il apparaît ainsi que:

 Si l'époxy 2,3-squalène est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-

bateau, la cyclisation conduit à un cation protostane qui se réarrange ensuite en

cycloarténol ou lanostérol.

 Si l'époxy 2,3-squalène est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-

bateau, la cyclisation conduit à un cation, ce dernier peut subir un réarrangement,

formant un cycle supplémentaire qui conduit aux triterpènes penta cyclique [52].

Biosynthèse des stérols à partir de l'époxy 2,3-squalène

Chez les animaux le squalène 2,3 oxide est convertit en lanostérol, cette réaction arrive

aussi dans les levures et les champignons. Tandis que le premier composé formé, chez les

plantes supérieures et les algues, est le cycloarténol, isomère du lanostérol et possédant un

cyclopropane au lieu de le double liaison Δ8 (Schéma II.9) [52, 88, 90].

Chez les plantes supérieures, le cycloarténol peut être transformé aussi en cholestérol

par la décyclisation du cyclopropane, désaturation des carbones 5 et 6, et enfin réduction de la

double liaison Δ24 (Schéma II. 9) [85].

L e passage du cycloarténol aux derniers stérols se produit dans trois étapes de
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déméthylation en positions C-4 et C-14 du squelette des stérols [91].

OH+ R

OH

HH

cation protostane

HOHO
H

H
H

H

Enz-X

H

H
CH3

CH3

H3C

CH3

H

Champignons et animaux Les plantes supèrieures

HOHO
Enz-X

Lanostérol

H

HOHO
Cholestérol Cycloarténol

Schéma II.9

Le schéma II.10 présente les progressions les plus importantes qui se développent

entre le cycloarténol et le stigmastérol [91].
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SMT1,SMT2 = stérol-methyltransferases; FACKEL = Δ8,14-stérol-Δ14-réductase; STE1/DWARF7/BUL1 =
Δ7-stérol-C5(6)-désaturase; DWARF5 = Δ5,7-stérol-Δ7-réductase; DWARF1/DIM = Δ5-stérol- Δ24-

réductase(isomérase); CPI = cyclopropyl stérol isomérase; CYP51 = obtusifoliol-14α-diméthylase.

Schéma II.10 : Voie de biosynthèse des stérols chez les plantes

II.10 Propriétés pharmacologiques des stérols

Les produits enrichis en phytostérols sont présentés comme aidant à la réduction du

taux de cholestérol sanguin. L’excès de cholestérol qui touche près un adulte sur 5 est un des

facteurs de risque majeur des maladies cardiovasculaires. Grâce à leur structure proche de

celle du cholestérol, les phytostérols entrent en compétition avec lui dans l’intestin et

empêchent son absorption. Le sitostérol est prescrit comme drogue pour diminuer le

cholestérol aux années 1950, mais sa moindre solubilité et bioavailabilité a fait rapidement

diminuer son utilisation. Cependant, la solubilité des phytostérols a été améliorée par

estérification, ceci est remarqué dans le premier produit commercial des phytostérols

contenant les margarines. Des études ont dévoilé, par la suite, que 2-3 g/jour du phytostanyl

ester, contenant la margarine a constamment réduit le taux du cholestérol [61].

Chez les animaux, le cholestérol contribue à la structure des membranes. Il est aussi le

précurseur de plusieurs molécules bioactives importantes : les acides biliaires, qui sont

produits dans le foie et qui émulsionnent les graisses alimentaires en vue de leurs digestion et

de leur absorption intestinale; des hormones stéroïdes produites par des cellules endocrines

(ex. surrénales, ovaires, testicules); la vitamine D3 produite dans la peau et les reins. Les

arthropodes ont besoin de cholestérol et d'autres stérols pour produire des membranes et des

hormones ecdystéroïdes, qui contrôlent le développement [92,93].

Le stigmastérol et le stigmastérol 3β-glucoside, isolés de la plante Hertia cheirifolia,

présentent une activité anti-inflammatoire [94]. Le stigmastérol, a des effets antiperoxidative et

antidiabétique, il est considéré aussi comme inhibiteur de thyroïde [95].

Les stérols aminés 6-aminocholestanols et 25-aminocholestéro montrent successive-

ment une activité antimicrobienne et une activité antifongique très élevée [89].
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III.1. Extraction

Les procédés d’extraction sont basés sur la différence de solubilité des composés

présents dans un solvant. Nous nous intéressons ici à l’extraction à partir d’un système solide,

c’est la plante.

Les parties aériennes de la plante sont séchées puis finement broyées. La poudre

obtenue (900g) est mise à macérer pendant 48 heures sous vive agitation à température

ambiante dans un mélange méthanol-eau (80/20 : v/v). Cette opération est répétée trois fois

avec un renouvellement du solvant. Après filtration et concentration à chaque fois, la phase

aqueuse obtenue subit une série d’extraction liquide-liquide par des solvants non miscibles à

l’eau et de polarité croissante ; l’éther de pétrole, l’acétate d’éthyle et le butanol. Les phases

organiques obtenues sont filtrées et évaporées à sec. On a obtenu à la fin de cette procédure :

4g d’extrait éthéropétrolique qui extraire dans son contient la chlorophylle et les lipides, 9g de

l’extrait d’acétate d’éthyle qui renferme un grand nombre de composés moyennement polaires

et 40 g d’extrait butanolique qui regroupe les composés les plus polaires et la majorité des

hétérosides.

Le protocole général de cette opération est schématisé ci-après (schéma III.1)
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Schéma III.1 : Schéma générale de protocole de l’extraction

III.2 Séparation et purification
Après une analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) des trois extraits, il

apparaît que l'extrait d’acétate d’éthyle est le plus tenant à étudier en premier, en raison de sa

richesse en métabolites secondaires.

Deux (2g) de l’extrait d’acétate d’éthyle a subi une chromatographie sur colonne de

gel de silice en phase normale, en utilisant comme système d’élution le mélange

CHCl3/MeOH à différentes polarités. Après l’examen des fractions collectés par la

chromatographie sur couche mince (CCM) en phase normale et en phase inverse, et après
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leurs révélation par une solution de sulfate de cérium, nous avons récupéré 11 fractions (F1-

F11).

La fraction F7 (185,6 mg) révèle sur sa plaque CCM deux taches majoritaires dans une

traînée. Par suite, une chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale a été

réalisée sur cette fraction éluée par CH2Cl2 et en augmentant progressivement la polarité avec

le méthanol. Cette opération nous a permis d’obtenir six fractions (G1-G6).

La fraction G1 se précipite dans le mélange CHCl3\MeOH (90\10), ce qui nous a

permis d’obtenir le composé A (25.5 g) de cette fraction.

La fraction G5 présente deux tâches visibles sur CCM en phase inverse (RP 18)

(éluant MeOH/H2O : 7:3)  et qui se révèlent par la solution de sulfate de cérium en donnant

une coloration jaune, ce qui suggère à première vue une nature flavonoïdique à ces composés,

qu’est fréquemment présente dans notre genre. Les essaies de séparation de cette fraction sur

colonne normale de gel de silice n’a abouti a voir des composés purs, et par conséquence,

cette fraction a été mise à séparer par une chromatographie liquide à haute performance sur

silice en phase inverse (HPLC). L’élution utilisé est le système H2O/MeOH, en augmentant

progressivement la polarité par le MeOH, ce qui nous a permis à isoler deux composés à l’état

pur, B (1 mg, tR=12,5 min) et C (1,6 mg, tR=17,5 min). Le chromatogramme de cette

opération est illustré dans la figure III.1. D’autres composés qui sont isolés de cette fraction

comme le montre le chromatogramme, sont minoritaires. Qu’on n’a pas pu d’enregistrer leurs

spectres en raison de leurs quantités faibles.

Sur la plaque CCM en phase inverse de la fraction F9 (135mg), montre une tâche

majoritaire. Elle a été soumise a une colonne de filtration sur gel de silice, et élué avec le

système d’élution CHCl3/MeOH (7:3), ceci a permis l’isolement du composé D à l’état pur

(73,3 mg, Rf=0,4).
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Figure III.1 : Chromatogramme des composés B et C isolés par HPLC

III.3 Détermination des structures

III.3.1 Détermination structurale du composé A

Composé A

Ce composé, invisible en UV, a été obtenu sous forme de cristaux blancs solubles dans

un mélange de chloroforme/méthanol avec chauffage.

Le spectre RMN 1H enregistré à 400 MHz dans l’acétone deutéré C3D6O (figures

III.2) permet l'observation des principaux signaux caractéristique d’un squelette stéroidique

suivants :

Deux signaux à δH = 0,68 et 0,92 ppm chacun sous forme d’un singlet sont attribuables

respectivement aux protons méthyliques H-18 et H-19.
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Trois signaux sous forme d’un doublet à δH = 0,97 ppm (J = 6,8 Hz), δH = 0,85 ppm (J

= 6,4 Hz) et   δH = 0,69 ppm (J = 6,4 Hz), correspondent respectivement aux protons

méthyliques H-21, H-26 et H-27.

Le signal à δH = 0,92 ppm (J = 7,0 Hz) sous forme de triplet correspond à H-29.

Le signal sous forme de doublet large à δH = 5,34 ppm (J = 5,3 Hz) correspond à un

proton oléfinique H-6.

Deux signaux chacun sous forme d’un doublet de doublets repérés à δH = 5,12 (Jtrans =

15,2 et Jcis = 8,4 Hz) et δH = 5,01 (Jtrans = 15,2 et Jcis = 8,4 Hz), sont attribuables

respectivement à H-22 et H-23.

Le signal sous forme d’un doublet à δH = 4,23 ppm (J = 5,3 Hz) et l’ensemble des

signaux dans la région 2,9 - 3,8 ppm supose la présence d’une unité osidique. La

grande valeur de constante de couplage du proton anomérique J1’’-2’’ = 6,3 Hz indique

qu’il s’agit d’un glucose de configuration β.

Figure III.2 : Spectre RMN 1H du composé A (400 MHz, C3D6O)

Sur le spectre RMN 13C J modulé (figure III.3). En effet on observe la présence de

29 atomes de carbones avec en particulier les signaux suivants :

Le signal apparaissant à δC = 142,7 ppm attribuable à un carbone quaternaire C-5
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Les signaux apparaissant à δC = 121,1 ; 128,7 et 138,0 ppm sont attribuables à des CH

vinyliques (C-6, C-23, C-22).

Le signal apparaissant à δC = 100,73 correspond à un carbone anomérique du glucose

(C-1’).

Les signaux  apparaissant à δC = 71,1 ; 73,5 et 77,9 ppm correspond à des

groupements osidiques CH.

Le signal apparaissant à δC = 60,7 ppm correspond à un groupement oléfinique CH2du

sucre.

Le signal apparaissant à δC = 80,2 ppm correspond à un groupement oxyméthine en

position C-3. La valeur du déplacement chimique de ce dernier indique qu’il est le

point de branchement de la génine avec le sucre.

Figure III.3 : Spectre du carbone 13C J-modulé du composé A (400 MHz, C3D6O)

L'ensemble des résultats obtenuées nous a permis, de donner sans hésitation la

structure suivante au produit A. Il s’agit du 24-éthyle-cholest-5,22-dièn-3β-D-

glycopyranosyde appelé également Stigmastérole-3β-D-glycopyranosyde.
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Composé A : Stigmastérole-3β-D-glycopyranosyde

Le tableau 6 suivant regroupe les déplacements chimiques des protons et carbones de

ce composé:

N° δH (ppm) J (Hz) δC (ppm)

1 1,09-1,86 m 37,8

2 1,5-1,85 m 31,7

3 3,56 tt ; 11,3-4,7 80.2

4 2,39 m 42,5

5 / 142,7

6 5,34 d ; 5,3 121,15

7 1,49-2,2 31,3

8 1,54 31,9

9 1,98 50,9

10 / 36,5

11 1,44 21,6

12 1,15-2,13 39,8

13 / 42,1

14 1,12 56,8

15 1,24-1,54 m 24,7

16 1,09-1,61 m 28,6

17 1,17 56,3
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Tableau III.1 : Déplacement chimiques des protons et carbones du composé A (C3D6O)

18 0,68 s 12,1

19 0,92 s 19,5

20 1,95 40,7

21 0,97 d ; 6,8 21,4

22 5,12 dd ; 15,2 ; 8,4 138,01

23 5,02 dd ; 15,2 ; 8,4 128,73

24 1,58 50,2

25 1,49 32

26 0,85 d ; 6,4 21,7

27 0,69 d ; 6,4 19,8

28 1,26-1,52 m 26,1

29 0,92 t ; 7,0 13

1’ (3-O-Glu) 4,23 d ; 6,3 100,73

2’ 3,32 /

3’ 3,56 73,5

4’ 3,39 71,1

5’ 3,31 77,9

6’
3,86

3,69
60,7
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III.3.2 Elucidation structurale du composé B

Le composé B, visible dans l’UV, a été obtenu également sous forme d’une poudre

jaune soluble dans un mélange CHCl3/MeOH. Le spectre RMN 1H (figure III.4) enregistré à

400 MHz dans le méthanol deutéré du composé B montre des signaux dans l’intervalle de

6,25 ppm jusqu’à 7,93 ppm correspondant à des protons aromatiques, et des signaux dans

l’intervalle de 3,20 à 5,30ppm correspondant à des protons osidiques. Cette première analyse

des protons suppose que notre produit est un flavonoïde glycosylé. Le composé porte un
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 Cycle B :

Une ortho substitution est déduite l’existence de deux doublets d’intégration 1H

résonant à δH = 6,95 et 7,98 ppm (d, J = 7,8 et 3,5 Hz) attribuables respectivement aux

protons H-5’et H-2’, et une meta substitution est déduite l’existence d’un doublet de doublet

d’intégration 1H résonant à δH = 7,68 ppm (dd, J = 3,5 ; 7,8) attribuables au proton H-6’

L’absence de signal de résonance due aux protons H-3’ et H-4’ laisse suppose que les

positions H-3’ et H-4’ sont substituées.
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 Cycle C :

L’absence de signal de résonance de proton H-3 dans l’intervalle de résonance des

protons H-6 et H-8 indique que ce cycle en cette position (H-3) est aussi substituée.

Les deux signaux résonants respectivement à δH = 5,27 et 4,56 ppm sous forme d’un

doublet intégrant chacun pour un proton (d, J = 7,7 et 1,9 Hz) sont attribuables à deux protons

anomères ce qui confirme l’existence de deux unités osidiques.

Le signal résonant à δH = 1,14 ppm sous forme d’un doublet et intégrant pour 3 protons

(d, J = 6,5 Hz) correspond à la présence d’un groupement méthyle. L’ensemble de ces

données spectrales est en accord avec la présence l’unité rhamnose dans la structure.

Figure III.5 : Spectre RMN 1H du composé B (400 MHz, CD3OD)
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L’attribution complète des signaux a été réalisée par l’analyse des spectres COSY,

HSQC et HMBC.

Le spectre COSY (figure III.6) a permet de confirmer les corrélations entre les protons

de l’aglycone :

Le proton H-6 résonant à δH = 6,22 (d, 2,6 ; 1H) corrèle avec le proton H-8

résonant à δH = 6,45 ppm (d, 2,6 ; 1H).

Le proton H-5’ résonant à δH = 6,95 ppm (d, 7,8 ; 1H) corrèle avec le proton H-

6’ résonant à δH = 7,68 ppm (dd, 3,5 ; 7,8 ; 1H).

Le proton H-6’ résonant à δH = 7,68 ppm (dd, 3,5 ; 7,8 ; 1H) corrèle avec le

proton H-2’ résonant à δH = 7,99 ppm (d, 3,5 ; 1H).

Figure III.6 : Partie du spectre COSY H-H du composé B (aglycone)

Cette expérience nous a facilité surtout de la détermination de la partie osidique. Partant

des protons anomériques de chaque hexose (figures III.7 et III.8).

La première unité osidique :

Cette unité est identifié par son proton anomérique H-1’’ résonant à δH = 5,27 ppm sous

forme d’un doublet avec J = 7, 7 Hz, les autre protons sont déterminés  par les couplages

entre :

Le proton H-1’’ et le proton H-2’’ résonant à δH = 3,49 ppm qui est sous forme

d’un doublet de doublet avec une constante de couplage J = 7,7 ; 8,9 Hz.
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entre le proton H-2’’ et le proton H-3’’ résonant à δH = 3,45 ppm sous forme

d’un triplet (t, 1H, J = 8,9 Hz).

le proton H-3’’ et le proton H-4’’ résonant à δH = 3,25 ppm sous forme d’un

triplet (t, 1H, J = 8,9 Hz).

Le proton H-4’’ et le proton H-5’’ résonant à δH = 3,39 ppm sous forme d’un

doublet de doublet (dd, J = 8,9 ; 6,5 Hz).

Le proton H-5’’ et le proton (H-6’’a) résonant à δH = 3,83 ppm sous forme d’un

doublet de doublet (dd, J = 6,5 ; 11,3 Hz), aussi entre H-5’’ et le proton (H-6’’b)

résonant à δH = 3,43 ppm sous forme d’un doublet (d, J = 11,3 Hz).

Les grandes valeurs de constantes de couplage indiquent qu’il s’agit d’un glucose de

configuration β au regard de la constante de couplage J1’’-2’’ égale à 7,7 Hz.

O
O

HO

OH
OH

O
1''

2''
3'' 4''

5''
6''

Glucose de configuration β

La deuxième unité osidique :

Cette est identifié par le proton anomérique H-1’’’ résonant à δH = 4,56 ppm sous forme

d’un doublet (d, J = 1,9 Hz), et avec la présence d’un signal du méthyle situé à δH = 1,14 ppm

sous forme d’un doublet (d, J= 6,5 Hz) caractérisant l’unité rhamnose. Les autre protons sont

déterminés  par les couplages entre :

Le proton H-1’’’ et le proton H-2’’’ (3,64 ppm, d, J = 3,2 Hz)

Le proton H-2’’’ et le proton H-3’’’ (3,53 ppm, dd, J = 9,1 ; 3,2 Hz)

Le proton H-3’’’ et le proton H-4’’’ (3,28 ppm, t, J = 9,1 Hz)

Le proton H-4’’’ et le proton H-5’’’ (3,42 ppm, m)

Le proton H-5’’’ et le proton H-6’’’ (CH3) (1,14ppm, d, J = 6,5 Hz)

Ces donnés assurent que cet hexose est un rhamnose de configuration α.



Chapitre III : Résultats et discussions

58

O

OH3C
HO

HO
OH

1'''

2'''3'''4'''

5'''6'''

Rhamnose de configuration α

Figure III.7 : Partie du spectre COSY H-H du composé B (400 MHz, CD3OD)

Figure III.8 : Spectre RMN 1H de la partie osidique du composé B (400 MHz, CD3OD)
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Le spectre HSQC (figure III.9) conduit à citer les corrélations proton - carbone suivantes :

Le proton H-6 repéré à δH = 6,22 ppm et son carbone C-6 résonant à δC = 98,7 ppm.

Le proton H-8 repéré à δH = 6,45 ppm et son carbone C-8 résonant à δC = 93,3 ppm.

Le proton H-2’ repéré à δH = 7,99 ppm et son carbone C-2’ résonant à δC = 113,5 ppm.

Le proton H-5’ repéré à δH = 6,95 ppm et son carbone C-5’ résonant à δC = 114,9 ppm.

Le proton H-6’ repéré à δH = 7,68 ppm et son carbone C-6’ résonant à δC = 123,0 ppm.

Le proton H-1’’ repéré à δH = 5,27 ppm et son carbone C-1’’ résonant à

δC = 103,5 ppm.

Le proton H-1’’’ repéré à δH = 4,56 ppm et son carbone C-1’’’ résonant à δC = 101,5.

Les protons du groupement méthoxy O-CH3 repéré à δH = 4,99 ppm et leur carbone

résonant à δC = 55,6 ppm.

Les protons du groupement méthyle repéré à δH = 1,14 ppm et leur carbone résonant à

δC = 16,7 ppm.

Figure III.9 : Spectre HSQC du composé B

L’enregistrement du spectre HMBC (figure III.10) a conduit à l’établissement des
corrélations géminales RMN 1H et RMN 13C du composé B. Il a ainsi pu être démontré que le
groupement OCH3 était attaché au carbone C-3’ du cycle B.
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Alors que l’enchainement des deux sucres est déterminé par la corrélation du proton

anomérique H-1’’’ du rhamnose avec le carbone C-6’’ du glucose ce qui donne le rutinoside.
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Figure III.10 : Spectre HMBC du composé B
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Ce spectre a montré également la corrélation entre le proton anomérique H-1’’ et le

carbone C-3 du cycle C permettant de localiser le point de branchement du rutinoside avec la

partie aglycone.
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Figure III.11 : Corrélation HMBC du point du branchement du rutinoside.

L’ensemble de ces donnés et par la comparaison avec les données de la littérature [96] la

structure du composé B est identifier sans équivoque comme étant la 3’-O-Methyl quercitin

3-rutinoside ou isorhamnétine 3-O-rutinoside ou le narcissine, isolé pour la première fois

des fleurs du Narcissus tazetta par Kubota et Hase [97].

Composé B : isorhamnétine 3-O-rutinoside ou narcissine

Ce composé est décrit pour la première fois dans le genre Eryngium

Les valeurs de déplacements chimiques des protons et carbones de ce dernier (composé

B) sont regroupées dans le tableau suivant (tableau III.2) :
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N° δH (ppm) m, J (Hz) δC (ppm)

2 (C) - -

3 (C) - - 134,3

4 (C=O) - -

5 (C-OH) - -

6 (CH) 6,22 d, 2,6 98,7

7 (C-OH) - -

8 (CH) 6,45 d, 2,6 93,3

9 (C) - -

10 (C) - -

1’ (C) - -

2’ (CH) 7,98 d, 3,5 113,5

3’(C-OH) - - 146,9

4’ (C-OH) - - 149,5

5’ (CH) 6,95 d, 7,8 114,9

6’ (CH) 7,68 dd, 3,5 ; 7,8 123,0

3’-OCH3 4,97 s 55,6

1’’ (3-O-Glu) 5,27 d, 7,7 103,5

2’’ 3,49 dd, 7,7 ; 8,9 74,5

3’’ 3,45 t, 8,9 76,4

4’’ 3,25 t, 8,9 71,0

5’’ 3,39 dd, 8,9 ; 6,5 76,7

6’’a 3,83 dd, 6,5 ; 11,3
69,9

6’’b 3,43 d, 11,3

1’’’ (Rha) 4,56 d, 1,9 101,5

2’’’ 3,46 d, 3,2 71,1

3’’’ 3,53 dd, 9,1 ; 3,0 71,4

4’’’ 3,28 t, 9,1 72,9

5’’’ 3,42 m 69,8

6’’’ (CH3) 1,14 d, 6,5 16,7

Tableau III.2 : Déplacement chimiques des protons et carbones du composé B (CD3OD)
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III.3.3 Elucidation structurale du composé C

Le composé C, visible dans l’UV, a été obtenu également sous forme d’une poudre

jaune soluble dans un mélange CHCl3/MeOH. L’allure générale du spectre RMN 1H (figure

III.12) du composé C montre une grande ressemblance avec celle du composé B.

En effet, les deux signaux résonant à δH = 6,22 et 6,42 ppm sous forme d’un doublet

d’intégration 1H pour chacun (d, J=2,6 Hz) sont attribuables aux protons aromatiques H6 et

H8 respectivement. Ces protons apparaissent dans la région de déplacement chimique que

ceux du composé B, ce qui confirme le même noyau A.

Deux signaux résonant à δH = 7,32 et 7,55 ppm sous forme d’un doublet d’intégration

2H pour chacun (d, J= 8,4 Hz) indique que ce cycle est mono substitué en para, ces signaux

sont attribuables aux protons (H-3’, H-5’) et (H-2’, H-6’) respectivement.

Une simple comparaison des déplacements chimiques de deux composés B et C

indique une grande similarité ce qui confirme qu’ils ont le même squelette de base sauf, la

seule déférence est l’absence de deuxième unité rhamnose par l’absence du signal due au

groupement méthyle.

Un singlet résonant à δH = 4,98 ppm sous forme d’un singlet d’intégration 3H, montre

la présence d’un groupement méthoxy O-CH3.

Un signal résonant à δH = 5,41 ppm sous forme d’un doublet et intégrant pour un

proton (d, J= 7,8 Hz) est attribuable à un proton anomérique. La présence de l’unité sucre est

confirmée par une série des signaux résonant dans l’intervalle [δH = 3,4 - 4,8 ppm].

L’attachement du groupement méthoxy est suggère d’être en position C-4’ du noyau B

et l’unité glucose est attachée au carbone C-3’ du noyau C.

Figure III.12 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CD3OD) du composé C

Chapitre III : Résultats et discussions

63

III.3.3 Elucidation structurale du composé C

Le composé C, visible dans l’UV, a été obtenu également sous forme d’une poudre

jaune soluble dans un mélange CHCl3/MeOH. L’allure générale du spectre RMN 1H (figure

III.12) du composé C montre une grande ressemblance avec celle du composé B.

En effet, les deux signaux résonant à δH = 6,22 et 6,42 ppm sous forme d’un doublet

d’intégration 1H pour chacun (d, J=2,6 Hz) sont attribuables aux protons aromatiques H6 et

H8 respectivement. Ces protons apparaissent dans la région de déplacement chimique que

ceux du composé B, ce qui confirme le même noyau A.

Deux signaux résonant à δH = 7,32 et 7,55 ppm sous forme d’un doublet d’intégration

2H pour chacun (d, J= 8,4 Hz) indique que ce cycle est mono substitué en para, ces signaux

sont attribuables aux protons (H-3’, H-5’) et (H-2’, H-6’) respectivement.

Une simple comparaison des déplacements chimiques de deux composés B et C

indique une grande similarité ce qui confirme qu’ils ont le même squelette de base sauf, la

seule déférence est l’absence de deuxième unité rhamnose par l’absence du signal due au

groupement méthyle.

Un singlet résonant à δH = 4,98 ppm sous forme d’un singlet d’intégration 3H, montre

la présence d’un groupement méthoxy O-CH3.

Un signal résonant à δH = 5,41 ppm sous forme d’un doublet et intégrant pour un

proton (d, J= 7,8 Hz) est attribuable à un proton anomérique. La présence de l’unité sucre est

confirmée par une série des signaux résonant dans l’intervalle [δH = 3,4 - 4,8 ppm].

L’attachement du groupement méthoxy est suggère d’être en position C-4’ du noyau B

et l’unité glucose est attachée au carbone C-3’ du noyau C.

Figure III.12 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CD3OD) du composé C

Chapitre III : Résultats et discussions

63

III.3.3 Elucidation structurale du composé C

Le composé C, visible dans l’UV, a été obtenu également sous forme d’une poudre

jaune soluble dans un mélange CHCl3/MeOH. L’allure générale du spectre RMN 1H (figure

III.12) du composé C montre une grande ressemblance avec celle du composé B.

En effet, les deux signaux résonant à δH = 6,22 et 6,42 ppm sous forme d’un doublet

d’intégration 1H pour chacun (d, J=2,6 Hz) sont attribuables aux protons aromatiques H6 et

H8 respectivement. Ces protons apparaissent dans la région de déplacement chimique que

ceux du composé B, ce qui confirme le même noyau A.

Deux signaux résonant à δH = 7,32 et 7,55 ppm sous forme d’un doublet d’intégration

2H pour chacun (d, J= 8,4 Hz) indique que ce cycle est mono substitué en para, ces signaux

sont attribuables aux protons (H-3’, H-5’) et (H-2’, H-6’) respectivement.

Une simple comparaison des déplacements chimiques de deux composés B et C

indique une grande similarité ce qui confirme qu’ils ont le même squelette de base sauf, la

seule déférence est l’absence de deuxième unité rhamnose par l’absence du signal due au

groupement méthyle.

Un singlet résonant à δH = 4,98 ppm sous forme d’un singlet d’intégration 3H, montre

la présence d’un groupement méthoxy O-CH3.

Un signal résonant à δH = 5,41 ppm sous forme d’un doublet et intégrant pour un

proton (d, J= 7,8 Hz) est attribuable à un proton anomérique. La présence de l’unité sucre est

confirmée par une série des signaux résonant dans l’intervalle [δH = 3,4 - 4,8 ppm].

L’attachement du groupement méthoxy est suggère d’être en position C-4’ du noyau B

et l’unité glucose est attachée au carbone C-3’ du noyau C.

Figure III.12 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CD3OD) du composé C



Chapitre III : Résultats et discussions

64

Figure III.13 : Partie du spectre RMN 1H du composé C (partie osidique)

Ainsi, la confirmation finale de la structure du composé C est déduite sans ambigüité

par la comparaison de ces données spectrales avec celles décrites dons la littérature [96], il

s’agit de « 4’-méthoxy-3-(β-D-glucoperanosyl) kaempferol

Composé C : 4’-méthoxy-3-(β-D-glucoperanosyl) kaempferol

Ce composé est décrit pour la première fois dans le genre Eryngium

Les valeurs de déplacements chimiques des protons de ce dernier (composé C) sont

regroupées dans le tableau suivant (tableau III.3) :
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Tableau III.3 : Déplacement chimiques des protons et carbones du composé C (CD3OD)

N° δH (ppm) J (Hz)

2 (C) - -

3 (C) - -

4 (C=O) - -

5 (C-OH) - -

6 (CH) 6,22 d, 2,6

7 (C-OH) - -

8 (CH) 6,42 d, 2,6

9 (C) - -

10 (C) - -

1’ (C) - -

2’ (CH) 7,55 d, 8,4

3’(CH) 7,32 d, 8,4

4’ (C-OCH3) - -

5’ (CH) 7,32 d, 8,4

6’ (CH) 7,55 d, 8,4

3’-OCH3 4,98 s

1’’ (3-O-Glu) 5,41 d, 7,7

2’’ 3,49 dd, 7,7 ; 8,9

3’’ 3,45 t, 8,9

4’’ 3,25 t, 8,9

5’’ 3,39 dd, 8,9 ; 6,5

6’’a 3,83 dd, 6,5 ; 11,3

6’’b 3,43 d, 11,3
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III.3.4 Elucidation structurale du composé D
Le composé D, visible dans l’UV, se présente comme une poudre blanche, soluble

dans le mélange chloroforme/méthanol. Ce produit présent à caractère polaire sur la plaque

CCM RP18 (Rf=0,4, H2O/MeOH 50/50). Le spectre RMN 1H enregistré à 400 MHz dans le

méthanol deutéré (figure III.14) permet d’observer :

Deux signaux résonant à δH = 6,30 et 7,53 ppm sous forme d’un doublet (d, J = 15,1

Hz) et intégrant chacun pour un proton à correspondant à deux protons oléfiniques. La

constante de couplage (J = 15,1 Hz) élevée indique une géométrie trans de la double

liaison. Le déblindage de déplacement chimique de l’un de ces proton (δH = 7,53

ppm) distingue que ce proton est lié à un noyau aromatique.

Des signaux résonant dans l’intervalle [6,63-7,09 ppm] intégrant pour six protons

caractéristiques des protons aromatiques, montre la présence de deux noyaux

aromatiques.

Un signal se forme d’un doublet de doublet résonant à δH = 5,10 ppm (dd, J =8,5 ;

4,0 Hz) et intégrant pour un proton correspondant à un groupement oxyméthine OCH.

Le déblindage fort de ce proton, en comparaison avec les protons oléfiniques suggère

qu’il lié à une fonction qui présente un pouvoir attracteur puissant.

Deux signaux, l’un apparaît se forme d’un multiplet à δH = 2,92 ppm et l’autre

apparaît se forme d’un doublet de doublet à δH = 3,13 ppm (dd, J =14,7 ; 8,5 HZ),

correspondant à deux protons oléfiniques formant un système AB.
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Figure III.14 : Spectre RMN 1H (400 MHz, CD3OD) du composé D

Ce raisonnement permet de suggérer les fragmentations suivantes qui appariement
proviennent  d’un composé phénolique :

L’expérience COSY H-H (figure III.15) met en évidence les corrélations entre :

Le proton (H-7’a) et le proton (H-7’b) résonant respectivement à δH = 2,92 ppm et

δH = 3,13 ppm.

Les deux protons H-7’ et le proton H-8’ résonant à δH = 5,1 ppm.

Les protons de la double liaison, H-7 résonant δH = 7,53 ppm à et H-8 résonant à δH = 6,3

ppm.

Les protons aromatiques dans la zone 6,63-7,09 ppm.
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Figure III.15 : Spectre COSY H-H du composé D

L’expérience de corrélation hétéronucléaire directe C-H ou HSQC (Figure III.16),

montre les couplages des protons liés directement aux carbones. Les corrélations illustrées

sont :

Les deux protons H-7’ (δH = 2,92, 3,13 ppm) et leurs carbone C-7’ repéré à δc =

38 ppm.

Le proton H-8’ (δH = 5,10 ppm) et son carbone C-8’ repéré à δc = 78 ppm.

Le proton H-7 (δH = 7,53 ppm) et son carbone repéré à δc = 147 ppm.

Le proton H-8 (δH = 6,30 ppm) et son carbone repéré à δc = 116 ppm.

Les protons aromatiques :

Le proton H-2’ (δH = 6,72 ppm) et son carbone repéré à δc = 122 ppm.

Le proton H-6’ (δH = 6,64 ppm) et son carbone repéré à δc = 117 ppm.

Le proton H-2 (δH = 7,09 ppm) et son carbone repéré à δc = 115 ppm.

Le proton H-6 (δH = 6,92 ppm) et son carbone repéré à δc = 123 ppm.

Les protons H-5 et H-5’ son superposés, leurs carbones sont observés entre

115  et 118 ppm.
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Figure III.16 : Spectre HSQC du composé D

L’expérience de corrélation hétéronucléaire carbone-proton longue distance ou HMBC

(Figure III.17) permet de confirmer et compléter la structure proposée, et cela par

l’observation des autres couplages en 2JC-H et en 3JC-H, citons :

Les protons H-7’ corrèlent avec les carbones résonant à δC = 177,1 ppm et 130,3 ppm

en 3J et 2J respectivement, ces deux carbones ne montrent aucune corrélation C-H dans

l’expérience HSQC qui nous prouves que ce sont des carbones quaternaires, la valeur

de déplacement chimique (δC = 177,1 ppm) montre que c’est un carbone d’une

fonction acide C-9’, et le deuxième c’est le carbone aromatique C-1’.

Ces deux protons montrent des tâches de corrèlation en J3 avec les carbones résonants

à δC = 117,2 et 122,4 ppm, ce sont les carbones C-6’ et C-2’ respectivement.

Une tâche de corrélation entre le proton (H-7’b) et le carbone C-8’ résonant à δC =

78,1 ppm.
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Des tâches de corrélation sont observées entre le proton H-8’ (δH = 5,10 ppm) et les

carbones C-7’, C-9’ et C-1’ respectivement (δC = 37,8, 177,1 et 130,3 ppm).

Ce proton corrèle avec un carbone résonant à δC = 169,7 ppm en 3J, qui devrait être un

carbonyle d’une fonction ester C-9.
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Le proton oléfinique H-7 (δC =147,3 ppm) corrèle avec les carbones C-9, C-2 et C-6

résonant à δC = 169,7, 115,7 et 123,2 ppm respectivement, avec une constante de

couplage en 3J pour chacun.

Le douzième proton oléfinique H-8 résonant à δH = 6,30 ppm corrèle avec le carbone

C-9 (δC = 169,7 ppm) et un carbone quaternaire résonant à δc = 128,1 ppm en 2J, qui

devrait être le carbone aromatique C-1.

Toutes ces corrélations sont illustrées dans le spectre HMBC (figure III.5) ci-après :
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Figure III.17 : Spectre HMBC du composé D

Les protons H-2 et H-6 corrèlent avec les carbones aromatiques quaternaires résonants

à δc = 146,5 et 149,1 ppm, ce indique que sont les carbones qui portent les fonctions

hydroxy OH, C-3 et C-4 respectivement.

Le proton H-2’ corrèle avec le carbone C-1’, et corrèle aussi avec un carbone qui

apparait  dans cette expérience  à δC =  145,6 ppm qui ne donne aucun signal dans le

spectre HSQC, c’est le carbone C-3’ portant le groupement hydroxyle OH a cause de

son déplacement chimique.

Le proton H-6’ corrèle avec un carbone résonant à δC = 144,8 ppm, c’est le carbone
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Figure III.17 : Spectre HMBC du composé D
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Figure III.18 : Partie du spectre HMBC du composé D

A la lumière de toutes ses donnés spectrales, et par leurs comparaison à celles de la

littérature [98], nous permet d’établir la structure du composé D, il s’agit de l’acide

rosmarinique.

Composé D : l’acide rosmarinique

L’acide rosmarinique est un ester de l’acide caféique et de l’acide 3,4-

dihydroxyphenyllactique, il a été isolé pour la première fois à l’état pur par deux chimistes

italiens, Scarpati et Oriente, en 1958 [89,99,100]. Son nom provient du nom de la plante à partir

de laquelle il a été isolé, le romarin (Rosmarinus Officinalis) [99].
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L’acide rosmarinique est présent dans les espèces de la famille des Lamiacea [99,100],

ainsi que dans certaines plantes de la famille des Boraginaceae [101,102] et des Apiaceae [102].

Les valeurs de déplacements chimiques des protons et carbones de ce dernier

(composé D) sont regroupées dans le tableau suivant (tableau III.4) :

N° δH (ppm) J (Hz) δC (ppm)

1 (C) - - 128,1

2 (CH) 7,09 d, 2,3 115,7

3 (C-OH) - - 146,5

4 (C-OH) - - 149,1

5 (CH) 6,8 m

6 (CH) 6,92 dd, 8,1 ; 2,3 123,2

7 (CH) 7,53 d, 15,1 147,3

8 (CH) 6,3 d, 15,1 115,6

9 (CH) - - 169,7

1’(C) - - 130,3

2’ (CH) 6,72 d, 2,4 122,4

3’ (C-OH) - - 145,6

4’(C-OH) - - 144,8

5’ (CH) 6,8 m

6’ (CH) 6,64 dd, 8,5 ; 2,4 117,2

H-7’a

H-7’b

3,13

2,92

m

dd, 14,7 ; 8,5
37,8

8’ 5,1 dd, 8,5 ; 4,0 78,1

9’ - - 177,1

Tableau III.4 : Déplacements chimiques des protons et carbones du composé D (CD3OD)
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IV. 1 Matériels et méthodes
La plante Eryngium campestre a été récoltée dans la région de Imedghéssene-

Batna-Algérie au mois de Mai 2008, et identifiée par le professeur Bachir Oudjehih

du département d’Agronomie faculté des sciences université de Batna. Après séchage

dans un endroit sec et à l’abri de la lumière, les parties aériennes ont été broyées

(900g).

IV.1.1 Méthodes Chromatographiques analytiques

IV.1.1.1 Chromatographies sur couche mince (CCM)
Les chromatographies analytiques sur couches minces CCM ont été effectuées

en phase normale sur des plaques Silicagel Kieselgel (60 F254 Merck) et en phase

inverse  RP18 F254S (Merck). Le développement des plaques s’effectue dans des cuves

en verre. L’observation sous la lampe UV à 254 et 366 nm est suivie d’une révélation

au sulfate de céruim et la vanilline sulfurique.

IV.1.2 Méthodes préparatives

IV.1.2.1 Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)
Des colonnes ouvertes de gel de silice en phase normale (60-320 mesh) ont été

utilisées dans la deuxième étape de fractionnement des extraits. La taille des colonnes,

le débit de la phase mobile et le volume des fractions ont été adaptés à la quantité et à

la nature des échantillons à séparer. Le choix des conditions d’élution, le suivi de la

séparation et le rassemblement final des fractions ont été effectués sur la base de

l’analyse sur CCM.

IV.1.2.2 Chromatographie liquide à haute performance (HPLC)
La séparation par chromatographie liquide haute preformance semi-

préparative ou analytique a été largement utilisée pour l'analyse et la séparation de la

majorité des composés. Elle a été réalisée sur un Shimadzu LC-10AD équipé   d'un

détecteur UV-SPD-10A à une longueur d'onde (à 210 et 254 nm) et contrôlée par des

logiciels classe-VP. Le système a été équipé de deux pompes (pompe A pour solvant

aqueux et une pompe B pour solvant organique). Les colonnes utilisées étaient de

différents types et tailles. En particulier Kromasil 5 microns 100A C18 (250 x 4,60)

Phenomenex, Kromasil 5 microns 100A C18 (250 x 10 mm), Kromasil 5 microns

100A de silice (250 x 4,6 mm), Kromasil 5 microns 100A de silice (250 x 10 mm) et

Synergi 4 microns d'Hydro-RP 80A (250 x 4,60) colonnes Phenomenex ont été

utilisés.
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L'injection a été faite par la seringue et les échantillons ont été injectés à

travers la boucle, après leur dissolution dans le solvant et l'élimination appropriée des

particules insolubles par filtration ou centrifugation. Tous les solvants utilisés sont de

qualité HPLC et l'eau était ultra-pure.

IV.1.3 Méthodes physico chimiques

IV.1.3.1 Spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN)
Les spectres de résonance magnétique nucléaire RMN 1D (RMN 1H et RMN

13C) et RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC) sont enregistrés dans CD3OD et C3D6O

sur un appareil Bruker Avance-400 à 400 MHz, de l’institut de chimie et chimie

biomoléculaire, Naples-Italie et du centre national de recherche (CNR) -France.

Les déplacements chimiques ont été exprimés en ppm par rapport au signal du

tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne, et les constantes de

couplage sont exprimées en Hz

IV. 2 Extraction
Le protocole d’extraction des parties aériennes a été antérieurement décrit dans

le chapitre résultat et discussion (pages 50 et 51).

IV.3 Contrôle chromatographique des extraits
L’examen en chromatographie sur couche mince (CCM) des trois extraits

étheropétrolique, l’acétate d’éthyle et butanolique des parties aériennes dans des

différents systèmes d’élution montre, après la révélation par la vanilline sulfurique et

chauffage, plusieurs taches à des Rf différents et incluses dans des traînées, mais

l’extrait d’acétate d’éthyle contient plusieurs tâches intéressantes et pour cela on a

choisi de l’étudier.

IV.4 Séparation et purification

IV.4.1 Extrait de l’acétate d’éthyle
Deux grammes de l’extrait d’acétate d’éthyle sont traités par chromatographie

sur une colonne de gel de silice. On a utilisé le mélange CHCl3/CH3OH comme un

système d’élution. Des fractions de 50 ml recueillies à chaque fois, sont soumises à

une chromatographie sur couche mince (CCM). Les plaques sont examinées sous la

lumière UV à 254 et 366 nm, révélées par le sulfate de cérium et chauffées.
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L’examen des plaques CCM a permis de rassembler les fractions qui présentent des

similitudes en plusieurs lots.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant (tableau IV.1) :

Tableau IV.1 : Fractionnement de l’extrait d’acétate d’éthyle

Les examens des plaques CCM en phase normale (figure IV.1) et en phase

inverse (figure IV.2) sont illustrés dans les figures ci-après :

N° de lot Fraction
Eluant (colonne)

CHCl3/CH3OH
Poids (mg)

F1 1-2 CHCl3 pur 14

F2 3 CHCl3 pur 14

F3 4-5 90/10 154

F4 6-7 ″ 220

F5 8 80/10 205

F6 9 ″ 180

F7 10 70/10 185,6

F8 11 ″ 156

F9 12 50/50 135

F10 13-14 CH3OH pur 380,9

F11 15 CH3OH pur /
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Figure IV.1 : CCM en phase normale des lots F1-F11 de l’extrait acétate d’éthyle

Figure IV.2 : CCM en phase inverse des lots F1-F11 de l’extrait acétate d’éthyle

D’après les CCM, les lots F7 et F9 nous semblent intéressants, ils sont donc de

nouveau mis à chromatographier sur colonne de gel de silice en phase normale puis

examinés par les plaques CCM en phase normale et en phase inverse.

HEXANE/E.E
1/1

CHCl3/CH3OH
70/30

F1    F2      F3 F4       F5  F6   F7   F8  F9  F10

F5     F6    F7  F8   F9       F10

Composé A

Composé B

Composé C
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A. L’étude du lot F7

D’après la plaque CCM de ce lot, est observée la présence de deux tâches

majoritaires. Une chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale a été

réalisée sur ce lot (185.6 mg). Après l’examen en CCM en phase normale et en phase

inverse suivi, d’une révélation à la vanilline sulfurique et chauffage, les fractions

similaires sont réunies. Le tableau (IV.2) suivant reproduit la progression de ce

fractionnement.

Poids de l’échantillon : 185 mg

Gel de silice : 6g

N° de lot fraction

Eluant

(colonne)

CH2Cl2/CH3OH

Poids

(mg)

G1 1-2 90/10 36,6

G2 3-4 ″ 18

G3 5-10 85/15 28

G4 11-16 ″ 27

G5 17 CH3OH pur 12,7

Tableau IV.2 : Fractionnement du lot F7

La figure (IV.3) suivante illustre la CCM en phase inverse de ce lot.

La figure (IV.3) : CCM en phase inverse du lot F7.
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Le lot G1 (36,6 mg) précipite et représente le composé A (25.5 g) en

majorité. Le lot G5 (12,7 mg) a subi une chromatographie liquide haute performance

(HPLC) sur gel de silice inverse RP18 en utilisant le mélange H2O/CH3OH comme

éluant, cette opération est conduis à isoler le composé B (1 mg) et le composé C (1,6

mg) à l’état pur. Le tableau IV.3 suivant regroupe les différentes étapes de cette

opération :

Temps

(min)

Eluant

H2O/CH3OH

10 30/70

20 20/80

30 10/90

40 CH3OH pur

Tableau IV.3 : Fractionnement du lot C5

B. L’étude du lot F9
La plaque CCM en phase inverse de la fraction F9 (135mg) montre une tâche

majoritaire dans une traînée. Elle est soumise à une colonne de filtration de gel de

silice (20g). Éluée par le système d’élution CHCl3/MeOH : (70/30), elle conduit

l’isolement du composé D à l’état pur (73,3 mg ; Rf= 0,4), ce composé est illustré

dans la figure suivante (figure IV.3).

Figure IV.3 : CCM du composé D

MeOH/H2O

50/50
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IV.5 Constantes physiques et données spectrales des composés isolés

IV.5.1 Composé A

Stigmastérole-3β-D-glycopyranosyde

HO
OH

OH
O

HO

O

Formule brute : C35H58O6

Quantité du produit : 32 mg

Aspect : poudre blanche

RMN 1H : 400 MHz, acétone deutéré

1,09-1,86 (m, 1H, H-1)

1,5-1,85 (m, 1H, H-2)

3,56 (tt, 1H, 11,3 ; 4,7, H-3)

2,39 (m, 2H, H-4)

5,34 (d,1H, 5,3, H-6)

1,49-2,2 (2H, H-7)

1,54 (1H, H-8)

1,98 (1H, H-9)

1,44 (2H, H-11)

1,15-2,13 (2H, H-12)

1,12 (1H) = H-14

1,24-1,54 (m, 2H, H-15)

1,09-1,61 (m, 2H, H-16)

1,17 (1H, H-17)

0,68 (s, 3H, H-18)
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0,92 (s, 3H, H-19)

1,95 (1H, H-20)

0,95 (d, 3H, 6,8, H-21)

5,12 (dd, 1H, 15,2 ; 8,4, H-22)

5,02 (dd, 1H, 15,2 ; 8,4, H-23)

1,58 (1H, H-24)

1,49 (1H, H-25)

0,85 (d, 3H, 6,4, H-26)

0,69 (d, 3H, 6,4, H-27)

1,26-1,52 (d, 2H, 6,4, H-28)

0,92 (t, 3H, 7,0, H-29)

Glu 4,23 (d, 1H, 5,3, H-1’)

3,32 (1H, H-2’)

3,56 (1H, H-3’)

3,39 (1H, H-4’)

3,31 (1H, H-5’)

3,86 (1H, H-6’a)

3,69 (1H, H-6’b)

RMN 13C:

37,8 (CH-1), 31,7 (CH-2), 71,5 (CH-3), 42,5 (CH-4), 140,1 (CH-5), 121,15 (CH-6),
31,3 (CH-7), 31,9 (CH-8), 50,9 (CH-9), 36,5 (CH-10), 21,6 (CH-11), 39,8 (CH-12),
42,1 (CH-13), 56,8 (CH-14), 24,7 (CH-15), 28,6 (CH-16), 56,3 (CH-17), 0,68 (CH-
18), 19,5 (CH-19), 40,6 (CH-20), 21,4 (CH-21), 138,01 (CH-22), 128,73 (CH-23),
50,2 (CH-24), 32 (CH-25), 21,7 (CH-26), 19,8 (CH-27), 26,1 (CH-28), 13 (CH-29),
100,73 (CH-1’), 75,3 (CH-2’), 77,5 (CH-3’), 70,5 (CH-4’), 75,9 (CH-5’), 62,8 (CH-
6’).



Chapitre IV : Partie expérimentale

83

VI.5.2 Composé B
3’-O-méthylquercitin 3-rutinoside ou

isorhamnétine 3-O-rutinoside ou

narcissine

B

O

OHO

OH

OH

OCH3

O
O

O

HO

OH
OH

H3C
HO

HO
OH

O

Formule brute : C28H32O16

Quantité du produit : 1 mg

Aspect : poudre jaune

RMN 1H : 400 MHz, MeOD

6,22 (d, 1H, H-6)

6,45 (d, 1H, H-8)

7,99 (d, 1H, 7,8 ;5,2, H-2’)

6,95 (d, 1H, 7,8, H-5’)

7,68 (d,1H, 5,2, H-6’)

4,99 (s, 3H, H-3’)

Glu : 5,27 (d, 1H, 7,7, H-1’’) =

3,49 (dd, 1H, 7,7 ;8,9, H-2’’)

3,45 (t, 1H, 8,9, H-3’’)

3,25 (t, 1H, 8,9, H-4’’)

3,39 (dd, 1H, 8,9 ;6,5, H-5’’)

3,83 (dd, 1H, 6,5 ;11,3, H-6’’a)

3,43 (d, 1H, 11,3, H-6’’b)

Rha : 4,56 (d, 1H, 1,9, H-1’’’)

3,46 (d, 1H, 3,2, H-2’’’)



Chapitre IV : Partie expérimentale

84

3,53 (dd, 1H, 9,1 ; 3,0, H-3’’’)

3,28 (t, 1H, 9,1, H-4’’’)

3,42 (m, 1H, H-5’’’)

1,14 (d, 1H, 6,5, H-6’’’)

RMN 13C:

98,7 (CH-6), 94,3 (CH-8), 114,2 (CH-2’), 114,9 (CH-5’), 123,3 (CH-6’), 56,6
(OCH3), 105,3 (CH-1’’), 75,5 (CH-2’’), 76,4 (CH-3’’), 71,0 (CH-4’’), 76,7 (CH-5’’),
68,6 (CH-6’’), 102,5 (CH-1’’’), 71,1 (CH-2’’’), 71,4 (CH-3’’’), 72,9 (CH-4’’’), 69,8
(CH-5’’’), 16,7 (CH-6’’’).

VI.5.3 Composé C
4’-méthoxy-3-(β-D-glucoperanosyl) kaempferol

A

B

O

OHO

OH

OCH3

O
OH

HO

OH
OH

O

Formule brute : C22H22O11

Quantité du produit : 1,6 mg

Aspect : poudre jaune

RMN 1H : 400 MHz, MeOD

6,22 (d, 1H, H-6)

6,42 (d, 1H, H-8)

7,55 (d, 1H, H-2’)

7,32 (d, 1H, H-3’)

6,32 (d, 1H, H-5’)

7,55 (d, 1H, H-6’)

4,99 (s, 3H, OCH3-3’)

Glu : 5,41 (d, 1H, 7,7, H-1’’)

3,49 (dd, 1H, 7,7 ;8,9, H-2’’)

3,45 (t, 1H, 8,9, H-3’’)

3,25 (t, 1H, 8,9, H-4’’)
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3,39 (dd, 1H, 8,9 ;6,5, H-5’’)

3,83 (dd, 1H, 6,5 ;11,3, H-6’’a)

3,43 (d, 1H, 11, 3, H-6’’b)

IV.5.4 Composé D

Acide rosmarinique

COOH

HO

HO

OH

OH

H

H O

O

H H

H

Formule brute : C17H16O8

Quantité du produit : 73,3 mg

Aspect : poudre blanche

RMN 1H : 400 MHz, MeOD

7,09 (d, 1H, H-2)

6,8 (m, 1H, H-5)

6,92 (dd, 1H, H-6)

7,53 (d, 1H, H-7)

6,3 (d, 1H, H-8)

6,72 (d, 1H, H-2’)

6,8 (m, 1H, H-5’)

6,64 (dd, 1H, H6’)

3,13 (m, 1H, H-7’a)

2,92 (dd, 1H, H-7’b)

5,1 (dd, 1H, H-8’)

RMN 13C:

128 (C-1), 115 (CH-2), 145 (C-3), 149 (C-4), 123 (CH-6), 147 (CH-7), 116 (CH-8),
169 (CH-9), 130 (C-1’), 122 (CH-2’), 117 (CH-6’), 38 (CH-7’), 78 (CH-8’)
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Conclusion générale

Le présent travail décrit une investigation phytochimique d’une plante médicinalle

Eryngium campestre, cette plante est parmi les plantes de grande importance

pharmacologique, appartient à la famille des Apiacées qui constituent une vaste subdivision

du règne végétal. Cette famille est connue également par sa richesse en métabolites

secondaires bioactifs tels que : les flavonoides, les saponines, les coumarines et les alcaloïdes.

Au cours de notre travail, nous avons isolé les composés majoritaires de cette espèce.

La méthodologie de purification a été essentiellement fondée sur la combinaison de

différentes méthodes chromatographiques solide-liquide sur différents supports

(chromatographie sur colonne, chromatographie sur couche mince) et les méthodes

chromatographiques modernes (HPLC).

La détermination structurale des métabolites secondaires isolés a été réalisée grâce à

l’utilisation de techniques physico-chimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie

ultraviolette (UV) et la spectroscopie de résonance magnétique (RMN). Pour la spectroscopie

RMN, les techniques monodimensionnelles (1H, 13C) et bidimensionnelles (COSY, HSQC,

HMBC), nous ont permis d’établir la détermination structurale définitive et sans équivoque

des métabolites secondaires isolés.

En conclusion, nous avons isolé à partir de l’extrait d’acétate d’éthyle de cette espèce

quatre produits purs (A-D), et dont A est un stéroïde, B et C sont des flavonoïdes et D est un

composé phénolique, leurs structures sont les suivantes :

HO
OH

OH

O
HO

O

Composé A : Stigmastérole-3β-D-glycopyranosyde
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B

O

OHO

OH

OH

OCH3

O
O

O

HO

OH
OH

H3C
HO

HO
OH

O

Composé B : Isorhamnétine 3-O-rutinoside (narcissine)

O

OHO

OH

OCH3

O
OH

HO

OH
OH

O

Composé C : 3-O-β-D glucopyranosyl Kaempferol

COOH

HO

HO

OH

OH

H

H O

O

H H

H

Composé D : Acide rosmarinique
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Annexe

Sinusite : inflammation des sinus de la
face, elle se développe dans la
muqueuse qui tapisse les sinus. La
sinusite peut être aigue. [Sinus : nom
donne à certaines cavites de
l’organisme].

Infection : invasion d’un organisme
vivant par des micro-organismes
pathogènes (bactérie, virus,
champignon, parasite).

Infection urinaire : présence de germe
dans les voies urinaires.

Inflammation : réaction localisée d’un
tissu, consécutive à une agression
(blessure, infection, irradiation, etc …)

Antitussif : médicament utilisé dans le
traitement symptomatique de la taux.

Aphrodisiaque : substance destinée à
stimuler le désir et à améliorer la
performance sexuelle, de manière
réelle ou supposée.

Acidose : trouble de l’équilibre acido-
basique de l’organisme correspondant
à une augmentation dans le plasma et
les liquides interstitiels.

Antidiabétique : médicament capable
de diminuer le taux de glucose de sang
(glycémie).

Hémorroïde : varice des veines situées
autour de l’anus.[ Anus est l’orifice
terminal du tube digestif permettant la
défécation].

Brûlure : lésion de la peau ou des
muqueuses provoquées par leur
exposition à une chaleur intense, ou

par leur contact avec un agent physique
ou chimique.

Cellulite : modification ou altération
visible du tissu cutané ou sous-cutané.

Digestif : un aide a la digestion :
ensembles des processus mécanique et
biochimique assurant la transformation
et l’absorption des aliments.

Œdème : rétention pathologique de
liquide dans les tissus de l’organisme,
en particulier le tissu conjonctif.

Laxatif : médicament utilisé dans le
traitement de constipation.

Diurétique : médicament augmentant
l’excrétion urinaire de l’organisme,
utilisé dans le traitement de
l’hypertension artérielle et des
œdèmes.

Fièvre : température corporelle
supérieure à 37°c, mesurée dans la
bouche ou dans le rectum.

Cataplasme : préparation étalée entre
deux linge et appliquée sur la peau
pour soulager une inflammation
(bronchite, douleur dorsale).



Résumé

Le présent travail est le bilan d’une étude phytochimique, qui nous avons menée sur

l’Eryngium campestre (famille Apiaceae).

Nos investigations ont porté sur l’extrait d’acétate d’éthyle des parties aériennes de cette

plante. Quatre métabolites secondaires ont été caractérisés et sont des composés phénoliques,

composés flavoniques et stéroïdes.

Les structures de ces quatre composés sont élucidées sur la base des méthodes

spectroscopiques notamment la spectrométrie RMN dans ses multiples techniques, RMN 1H,

RMN 13C, et RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC).

Les différentes parties de notre travail sont :

 Une première partie sur les travaux antérieurs consacrés à la description botanique de

la plante aux propriétés biologiques de l’éspece campestre et aux études chimiques

antérieures réalisées sur la famille, l’éspece et le genre.

 Une seconde partie consacrée à une étude impliquant la structure, la classification,

activité biologique, et biosynthèse des flavonoïdes et stéroïdes.

 Une troisième partie décrivant nos travaux personnels allant de la séparation à la

détermination de structures des produits isolés.

 Une quatrième partie constituant la partie expérimentale.

Mots clés : phytochimie, apiaceae, eryngium campestre, composé flavonoidique.



ملخص

و التي تنتمي إلى Eryngium campestreھذا العمل عبارة عن حصیلة للدراسة الفیتوكیمیائیة التي أنجزت على النبتة 
.Apiaceaeعائلة 

أبحاثنا متعلقة بمستخلص اسیتات الاثیل للجزء الھوائي لھذه النبتة حیث تم تمییز أربع مركبات، مركب فبنولي، مركبان 
.و أخر مركب ستیرویديفلافونیان

تم عزل ھذه المركبات العضویة بواسطة مختلف طرق الفصل الكروماتوغرافي و حددت بنیاتھا على أساس مختلف الطرق 
.المطیافیة لاسیما الرنین المغناطیسي النووي بمختلف تقنیاتھ

نتائج ھذا العمل جاءت موضحة وفق الفصول التالیة 

ف النباتي للنبتة محل الدراسة، الخصائص البیولوجیة و كذا دراسة كیمیائیة حول عبارة عن الوص: الفصل الأول
.العائلة، النوع و الصنف

مخصص لدراسة متضمنة البنیة، النشاط البیولوجي و الخلق الحیوي و الكیمیائي للفلافونویدات: الفصل الثاني.
بنیة المركبات المعزولةیضم الأعمال الشخصیة المتعلقة بفصل و تحدید : الفصل الثالث.
متضمن الجزء العملي: الفصل الرابع  .



Abstract

The present work is the result of a phytochemical study that we conducted on the

Eryngium campestre (Apiaceae family).

Our investigation focused on the ethyl acetate extract of the aerial parts of this plant.

Four secondary metabolites have been characterized and are phenolic compounds, flavonoid

compounds and steroids.

The structures of these four compounds were elucidated based on spectroscopic

methods including NMR spectrometry in its many technical, NMR 1H, NMR 13C, and 2D

NMR (COSY, HSQC, HMBC).

The different parts of our work are:

 The first part on previous work devoted to the botanical description of the plant to the

biological properties of the species campestre and chemical studies performed earlier

on the family, the species and gender.

 A second part devoted to a study involving the structure, classification, biological

activity, and biosynthesis of flavonoids and steroids.

 A third section describes our personal work from the separation to the determination

of structures of isolated products.

 A fourth part constituting the experimental part.

Keywords: Phytochemistry, apiaceae, Eryngium campestre, flavonoid compound.


