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INTRODUCTION GENERALE

Depuis I’antiquité, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base: nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes médicinales dans tous les continents du
globe pour le traitement de diverses maladies est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de
I’humanité. Cette pratique ancestrale connait a ce jour un engouement remarquable au niveau

de plusieurs franges de la population a travers le monde.

Les ressources naturelles en plantes alimentaires, médicinales et aromatiques
(PAMA) constituent une richesse pour le développement socio-économique des populations
de I’Algérie et en particulier celles des régions des Aures et du nord du Sahara. L’étude
chimique de ces ressources (PAMA) est un sujet porteur depuis quelques années et les
laboratoires pharmaceutiques sont toujours en concurrence pour l'élaboration de nouveaux
principes actifs d’origine végétale. Les activités de recherche passent tout d’abord par la
récolte et 1’identification des especes végétales présentant un intérét en médecine
traditionnelle en particulier, a I’extraction de la matiere végétale, au criblage biologique des
extraits obtenus, a I’isolement des biomolécules ainsi qu’a leur caractérisation par les
différentes méthodes spectroscopiques et a I’évaluation biologique des produits isolés a 1’état
pur. Les structures découvertes ayant un potentiel pharmacologique intéressant vont servir de
modele moléculaire pour la conception de nouveaux médicaments et faire face a la résistance
bactérienne aux antibiotiques. A cet effet, des investissements colossaux ont été entrepris par
des boites pharmaceutiques a travers le monde pour la mise au point de médicaments

susceptibles de guérir des maladies telles que : le cancer, le sida et le diabete ....etc.

Le phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques est dii en grande partie a
la prescription massive d'antibiotiques par les médecins et leur mauvaise administration (2]
Egalement, l'utilisation des antibiotiques en agriculture comme promoteurs de la croissance et
dans la prévention des infections est suspectée de contribuer au développement de souches
résistantes non seulement chez les animaux, mais aussi chez les populations humaines ™). Fait

intéressant, aux Etats-Unis, plus de 50% des antibiotiques produits sont utilisés en agriculture
[4]

et la situation est sensiblement la méme a travers le monde

Etant donné que les plantes médicinales offrent diverses biomolécules utilisées comme

remedes contre plusieurs maladies et qu'une frange importante de la population en Algérie et



notamment au niveau des zones rurales a recours aux plantes médicinales, réputées pour leurs
vertus thérapeutiques, il est impératif de donner beaucoup d’importance a cette catégorie
d’especes végétales d’une part, et d’autre part, construire du savoir autour des plantes
médicinales et de réaliser des recherches phytochimique et pharmacologique sur cette
ressource naturelle pour en isoler de nouvelles biomolécules aux activités biologiques
prometteuses. Cette thématique transversale s’intéresse donc a la substance naturelle, support
de 'activité biologique. La chimie et la biologie sont donc indispensables pour préciser la
relation structure-activité des biomolécules, notamment celles d’intéréts thérapeutiques. Ces

composés bioactives sont vraisemblablement a 1’origine du développement de 1’industrie

pharmaceutique.

Dans le cadre de la recherche de nouveaux composés et d’activités biologiques
d’origine végétale qui peuvent trouver en général des applications thérapeutique, cosmétique
et agroalimentaire, notre laboratoire a entamé un programme de recherche destiné a la
valorisation des ressources naturelles d’origine végétale poussant dans les régions des Aures
et du nord de Sahara. Les criteres de sélection des plantes objets d’études sont basés sur
I’endémisme et/ou I'utilisation en médecine traditionnelle. Dans cet ordre d’idées, nous nous
sommes intéressés a 1’étude chimique et biologique d’une plante saharienne Centaurea
pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. appartenant a la famille des Asteraceae. Cette

(5]

espece endémique pour 1’Algérie et la Tunisie n’a pas fait 1’objet antérieurement

d’investigations chimique et biologique.

Les travaux de recherche dénotent largement que la famille des Asteraceae est la plus
vaste du regne végétal et est constituée de plusieurs genres. Parmi, les genres qui composent
cette famille, on peut citer les genres Artemisia, Cotula, Matricaria, Chrysanthemum,
Atractylis, Asteriscus, Pulicaria, Scorzonera, Launaea et Centaurea 51 Ce dernier présente
une large distribution géographique et se rencontre en Europe, Asie, Afrique, Amérique du

Nord (Canada et USA) et Australie 61

Les especes du genre Centaurea sont riches en biomolécules appartenant a différentes
classes de métabolites secondaires tels que les sesquiterpenes lactones, triterpenes, stéroides et
polyphénols et particulicrement les flavonoides. Ces derniers considérés comme constituants

typiques de la famille Asteraceae en général et du genre Centaurea en particulier agissent



comme antioxydants primaires et stabilisent les radicaux peroxydes et encore chélatent les

méteaux [,

Le premier chapitre de ce travail concerne tout d'abord 1’étude bibliographique de la
plante. Cette étude commence par une description botanique de 1’espece Centaurea pubescens
Willd. ssp. omphalotricha Batt., description qui permet de positionner cette espece dans la
systématique des plantes Asteraceae. Elle se poursuit également par les travaux de chimie
antérieurs relatifs a plusieurs especes du genre Centaurea.

Le deuxieme chapitre a trait a 1’étude des flavonoides et triterpenoides tout en

présentant leurs définitions, classifications, biogeneses et propriétés biologiques.

Le troisieme chapitre est consacré aux résultats phytochimiques personnels obtenus a
partir des parties aériennes de la plante C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. Cette
partie du mémoire décrit l'isolement, la purification et la caractérisation structurale de neuf
produits naturels issus de I’extrait CH,Cl, ainsi que les techniques chromatographiques et

spectroscopiques utilisées.

Le quatrieme chapitre présente particulierement des testes de recherche d’activité anti-
bactérienne et anti-oxydante des extraits végétaux préparés : éther de pétrole, dichloromé-
thane, acétate d’éthyle et n-butanol et des biomolécules isolées de I’extrait dichlorométhane

des parties aériennes de 1’espece C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.

Le cinquieme chapitre résume les travaux expérimentaux réalisés dans le cadre de
I’investigation phytochimique de I’extrait CH,Cl, des parties aériennes de la plante C.
pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. et de I’évaluation biologique des extraits végétaux

(éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol) et des biomolécules isolées.

A la lumiere des résultats obtenus tant phytochimique que biologique, différentes

perspectives de recherche seront évoquées a la fin du manuscrit.
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I-1- Position systématique de la famille Asteraceae

La famille Asteraceae est la plus vaste de la classe des dicotylédones, car elle comprend
environ 900 genres et entre 15 000 et 20 000 especes selon les estimations, distribuées
principalement dans les zones tempérées du globe. Ce sont des plantes herbacées, rarement

. . 8
arbustives, arborées ou rampantes[ 1

I -2- Caractéristiques botaniques de la famille Asteraceae

Les Astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules,
c'est-a-dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules, placées sur l'extrémité d'un
rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelée un involucre el

La fleur des Astéracées est tres particuliere : les étamines sont soudées par leurs
antheres déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situées des « brosses a pollen ».
La croissance rapide du style permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le
stigmate a traversé le tube formé par les antheres, les stigmates se déplient et exposent leur

face gluante au pollen. Il faut penser qu'a ce moment-1a, du nectar est sécrété.

L’inflorescence est ordinairement un compact de fleurs sessiles tubulées et/ou ligulées
sous-tendu par un involucre de bractées disposées sur un a plusieurs rangs. Les bractées
peuvent etre herbacées, scarieuses ou épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si elles sont
présentes, peuvent prendre la forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Les capitules sont
disposés en cymes ou en corymbes ou quelques fois réunis en glomérules, dans ce cas, ils sont

uniflores (Echinops).

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée pappus qui

favorise la dispersion des graines par le vent [10] (figure-1-1).
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Figure-I-1: Taxonomie des Asteraceae

I -3- Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes Asteraceae sont largement utilisées en médecine populaire pour guérir bon
nombre de maladies ", Cette utilisation 2 grande échelle par les sociétés ne pouvant pas
accéder a la médecine moderne, en fait un argument prépondérant qui justifie les travaux
intensifs de recherches réalisés tant du point de vue phytochimique que pharmacologique. A
ce jour, nombre d’especes sont utilisées en médecine traditionnelle. On citera :

Centaurea chamaerhaponticum Bail.: A Marrakech et a Fes, les racines, fraiches ou
seches, en décoction, sont utilisées dans le traitement des maladies du foie, de 1’estomac et
des intestins.

Centaurea maroccana Ball. et C. calcitrapa L.: A Marrakech et dans la région de Kalaa
des Sraghna, les sommités fleuries, en décoction, sont employées contre les palpitations.

Centaurea pungens Pomel.: A Tissint, la plante entiere, réduite en poudre, est utilisée par

voie orale pour combattre les refroidissements.



Centaurea montana L.: Cette plante est utilisée contre les dyspepsies. Employée en
collyre ou compresse, elle soigne les affections des yeux aussi, elle est connue comme

diurétique 51

I -4-Présentation du genre Centaurea

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composées, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule
multiflores homomorphes ou dimorphes, entourées d'un involucre ovoide ou globuleux a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes
tubulées, multiflores homomorphes ou dimorphes, celles de la périphérie (souvent stériles)
s'ouvrant largement en cinq lobes. Leur couleur varie le plus souvent entre le rose, le pourpre
et le violet, mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes. Ces fleurs entourées d'un
involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et inégales sur plusieurs rangs, a la
maniere des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses.
Leur observation est essentielle pour déterminer les especes. Le réceptacle plan ou sub plan
est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akenes longues ou ovoides, lisses, a hile
latéral, profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante
ou caduque 51,

Le genre Centaurea qui totalise environ 500 especes, présente une large distribution
géographique. Ce genre se rencontre en Europe, Asie, Afrique, Amérique du Nord (Canada et

USA) et Australie . Quelques exemples sont résumés dans le tableau 1 qui suit :

Tableau 1: Especes du genre Centaurea

Localisation Espéces
Région méditerranéenne. C. calcitrapa, C. hololeuca
Afrique du Nord C. chamaerhaponticum, C. pullata
Toute I'Europe C. maroccana, C. Ptosimopappa
Saharienne C. ruthencia, C. Tougourensis
Europe de I’Est. C. solstitialis, C. diffusa
Algérie C. pubescens, C. Musimomum




I -5-Métabolites secondaires isolés du genre Centaurea

Le genre Centaurea est connu pour produire des lactones sesquiterpeniques du groupe

des germacranolides et des guainolides [11]

. Les flavonoides ont été signalés dans de
nombreuses especes Centaurea et pres de 80 taxons ont été étudiés pour leur contenu en
composés flavonoidiques, isolés a partir des feuilles, des parties aériennes et parfois des
racines (Tableau 2), et identifiés comme des flavones, flavonols, 6-deoxyflavones, et leurs O-

et C-glycosides 6l

Tableau 2: Métabolites secondaires isolés du genre Centaurea

Nom du composé Structure Plante Réf.

Patuletine :
R1 = OH, Rz = OCH3; R3 = OH,
R, = OH; Rs= OH.

Patuletine 7-O-glucoside:
R1 = OH, Rz = OCH3, R3 ZOGIC;
R,= OH; Rs= OH.

Patuletine 3,7-di-O-glucoside: C. ruthenica [6]

R, = OGlc; R, = OCH;; R; = OGlc;
R,;= OH; Rs=OH

Quercétagetine:
R; =OH; R, = OH; R; = OH;
R,=OH; Rs = OH




Quercétagetine 7-0-glucoside:

R, = OH; R, = OH; R; = OGlc;
R, = OH; Rs= OH.

6-méthoxykaempferol:
R1 = OH, Rz = OCH‘;, R'; = OH,
R, = H; Rs= OH.

6-méthoxykaempferol 7-O-
glucoside:

R, = OH; R, = OCH;; R3;= OGlc;
R,=H; Rs=0H

Axillarine:
R, =OH; Rs= OH.

Axillarine 7-O-galactoside:
R1 = OCH3, R2 = OCH3, R3 = OGal,
R, =OH; Rs = OH.

Axillarine 7-O-glucoside:
R1 = OCH3, R2 = OCH3, R3 = OGIC,
R, =OH; Rs = OH.

Jaceosidine:
R1 = H, R2 = OCH3, R3 = OH,
R4 = OCH3, R5 = OH.

Jaceosidine 7-O-glucoside:
R, =H; R, = OCHj;; R; = OGlc;
R4 = OCH3; R5 = OH.

Quercétine 3-0-glucoside:
R;=OGlc; R, =H; R; =0OH;
R,=OH; Rs = OH.

C. ruthenica

[6]




B-cyclocostunolide (SaH,
6pH,70H,10BCH;3-eudesma -
4(15),11(13)-dien-6,12-olide)

Costunolide (6pH,7aH-germacra
-1(10),4(5)-dien-6,12-olide)

Zaluzanine D (3B-acétoxy-1aH,
5aH,6BH,7aH-guaia-4(15),
10(14),11(13)-trien-6,12-olide)

14-chloro-10B-hydroxy-
10(14)-dihydrozaluzanine D (33-
acétoxy-14-chloro-10p-hydroxy-
laH,5aH,6pH,70H-guaia-4(15),
11(13)-dien-6,12-olide)

Santamarine (1B-hydroxy-5aH,
6BH,70H,10BCH;-eudesma-3(4)
,11(13)-dien-6,12-olide)

Kandavanolide (3p-acétoxy-8a-
hydroxy-1oH,50H,68H,7aH-
guaia-4(15),10(14),11(13)-trien-
6,12-olide)

C. acaulis

[12]




4’-méthylgossypetine

Algérianine

Jaceidine

C. africana

[13]

Americanine:

R = D-(3-O-caffeoyl)-gluco-

pyranosyl

R’=Me

Arctiine:

R= D-glucopyranosyl
R’=Me
Matairesinoside :

R = D-glucopyranosyl
R’=H

Matairesinol :
R=H

R’=H

Arctigenine:

R=H

R’ =Me

C. americana

[14]




Lappaol A

20-Hydroxyecdysone:
R=H

Makisterone A:
R =Me

C. americana

[14]

Cyanidine 3-0O-(6-O-succinyl-
glucoside) -5-O-glucoside

Apigenine 7-O-glucuronide-4’-
O-(6-0-malonylglucoside)

C. cyanus

[15]

Hierapolitanine A

C.

hierapolitana

[16]




Hierapolitanine B

Dehydrodiconiferol

Hispiduline :

R;=H, R,=0CH;, R;=H,
R4y=H

Jaceocidine :

R;=H, R,=0CH;, R;=H,
R,=OCH;

Shaftoside :
R;=R,=Gluy,R;=R,=H

Kaempferol 3-O-rutinoside :

R;=H, R,=H, R;=ORut,
R4= H

Hierapolitanine C

Hierapolitanine D

C.

hierapolitana

[16]




Isoorientine

o C. [17]
[sovitexine
macrocephala
MeO
HO
Arctigenine
OMe
OH
HOOC,
HO
Chrysine 7-0-B-galactopyranuro-
noside
OH
00C,
HO
Baicaleine 6-méthylether-7-0-f3- C. [18]
pseudoscabiosa

galactopyranuronoside

Pinocembrine 7-O-a-arabino-
pyranosyl-(1—2)-B-glucopyra-

noside

OH
HO

OH

0
HO \ OH O
OH




Zaluzanine D:
R=Ac
Zaluzanine C:

R=H

Arctigenine:
R=H
Matairesinol:

R =Me

Janerine

OH

Chlorojanerine

Cynaropicrine

18

OH

C.

ptosimopappa

[19]




Deacylcynaropicrine

14

Al OH

110,30-dihydrodeacylcynaro-

picrine

14

Il OH

11B,3a-dihydrodeacylcynaro-

picrine

14

il QOH

.u,,“”/ 13

4B,15-dihydro-3-dehydro-
solstitialine A:

R=R,=H

4B,15-dihydro-3-dehydro-
solstitialine A diacétate:

R:RleC

OR,

C.

ptosimopappa

[19]

Montanoside

C. montana

[20]




Moschamine

OMe

HO.

C. montana [20]
Montamine — 3
OMe
C. moschata [21]
Moschamide
1 19
Chlorojanerine oH
C. alba et [22]
conifera

Centaurepensine




3-oxo0-4a-acétoxy-15-hydroxy-
loH,5aH,6B8H,7aH, 113H-guai-
10(14)-en-6,12-olide

11
g3

3-ox0-4a-hydroxy-15-hydroxy-
1aH,5aH,6pH,70H,11BH-guai-
10(14)-en-6,12-olide.

14

1
....uml13

5-hydroxy-6,7,3’ ,4’-tetra-

méthoxyflavone

C. musimomum

[23]

178,21B-époxy-16a-éthoxy-
hopan-3f-ol :

R, = OCH,CH;

R,=H
178,21B-époxyhopan-3p-ol :
R=R,=H

3B-acétoxyhop-17(21)-ene

C.

ptosimopappoides

[24]




27

C.

3B-acétoxy-17,24-dioxo- 0
baccharane ptosimopappoides | [24]
Centabracteine
C. bracteata [25]
HOOC OH
Q
HO
o o L)
Bracteoside OH ‘ |
OCHjz
OH 0
N E/OH
P _a0H
Babyline A '
Babyline B C. babylonica [26]

Repine




Chlorohyssopifoline

Janerine Snon C. babylonica | [26]
Cebelline
11B,13-dihydrocnicine
S OH
R =
\\\\\\OR
11
11B,13-dihydro-19-désoxy g
cnicine HO
o
C. pullata [27]

8a-0-(4-acétoxy-5-hydro-
xyangeloyl)-11p,13-dihydro-

cnicine

.
3

OAC




11B,13-dihydrosaloniteno-
lide

8a-0-(4-hydroxy-2-
méthylenebutanoyloxy)-
11B,13-dihydrosonchucar-
polide

8a-0-(4-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)-
11p,13-dihydro-4-epi-

sonchucarpolide

8a-hydroxy-11p,13-
dihydro-4-epi-sonchucar-

polide

8a-0-(4-hydroxy-2-
methylenebutanoyloxy)

melitensine

C. pullata

[27]




Melitensine

C. pullata [27]
8a-hydroxy-11p,13-
dihydro-onopordaldehyde
Centaurepensine

14
18
OH
HO
19

Chlorojanerine HOM™ C. solstitialis | [28]

Cl

13-acétylsolstitialine A




Kandavanolide :
R=Ac,Ri=R,=H
Salograviolide A:
R=Ac,R;=H, R,=0H
3-deacetyl-9-O-acétyl-
Salograviolide A:
R=R;=H, R,=0Ac

C. nicolai

[29]

5-hydroxy-6,7,3",4’-

tetraméthoxyflavone

OMe

5,3’-dihydroxy-6,7,4’-

triméthoxyflavone

8a-hydroxy-11,13-
dihydroonopordaldehyde

C. granata

[30]

(5R,6R,7R,8S,10S,11S)-15-
hydroxy-8-(1,2-dihydroxy-
éthyl)-acryloxyelema-1,3-
dien-6,12-olide.

C. nicaensis

[31]




Diaine

OH

Janerine

Guaianolide

Dehydrocostus lactone

Germacranolide

Jurineolide

C. scoparia

[32]

Chnicine :
o) OH
R= OH

4’-acétylcnicine :
O OH
R= OAc

3’-acétylcnicine :
(0] OAc
R= OH

C. moesiaca

[33]




Salonitenolide-8-0-(4’-
acétoxy-5’-hydroxy-

angelate)
OAc

o]

°
\

o
8a-(5-hydroxy)-angeloyl-

salonitenolide :

80-(3,4-dihydroxy-2-méthyl-
enebutanoyloxy)-dehydro-

melitensine
0 OH

Malacitanolide :
0o OH

R=)‘\’(\\/OH

8a-(3-hydroxy-4-acétoxy-
2-méthylenebutanoyloxy)-

4-épi-sonchucarpolide
O OH

R= )}\’(K/OAC

C. moesiaca

[33]




8a-acyloxy-1,15-dihydroxy-
4E,10(14),11(13)-germacra-

trien-12,6a-olide

(0] OH

Pectolinarigenine:
R;=0OCHj3;, R,=H,
R;=Me,Rs=H
Jaceidine:

R;=OCHj;, R, = OCHj3,
R;=H, R4= OCH;.
Centaureidine:

R;=Ry= OCHj3, R3= Me,
Rs= OH.
Desméthoxycentaureidine:
R;=0CH;, R,=H,
R;=Me, Ry= OH
kaempferol-3,6-diméhyl
ether:

R;=OCHj3, R,= OCHj3,
R;=H, Rs=H.
Hispiduline:

R;=0OCH;3, R,=H, R3=H,
Rs=H.

Isokaempferide:

R;=H, R,=0CH3;, R3=H,
R4=H.

Apigenine:
Ri=R;=R3;=R4=H.
Axillarine:

Ri= R,=0CH3, R3=H,
R4= OH.

C. moesiaca

[33]




A Tl’issue de cette recherche bibliographique exhaustive, il est a relever aisément que
les flavonoides, les triterpenes et les sesquiterpenes lactones constituent principalement la
majorité des métabolites secondaires que renferment les plantes du genre Centaurea. Ces
métabolites sont particulierement caractérisés par les différentes méthodes spectroscopiques a
savoir: RMN 1D et 2D, Masse, UV, IR,....etc. Ces composés possédant des activités
biologiques  intéressantes  (anti-oxydante,  anti-bactérienne,  anti-fongique,  anti-
inflammatoire....etc.), sont tout a fait typiques des plantes du genre Centaurea en particulier

et de la famille Asteraceae en général.






II-1- Les flavonoides

II-1-1- Généralités sur les flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin *° flavus™, signifiant — jaune " est attribué aux
composés possédant un squelette a 15 atomes de carbones, qui a son niveau le plus simple,
consiste en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones
(structure en C6-C3-C6) P, Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé

pour former le cycle C (Figure II-1).

Figure II-1: Structure de base des flavonoides.

Ils ont été isolés par le scientifique Chervreuil E. En 1814, mais ont été réellement
découverts en 1937, par Albert Szent-Gyorgyi, qui mit en exergue leur influence pour réduire la
perméabilité des vaisseaux sanguins. Les flavonoides désignent une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux. Structuralement, les flavonoides se répartissent en
plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, flavonols,
flavanones, dihydroflavonols, isoflavones, isoflavanones, chalcones, aurones, anthocyanes et
tanins.

Plusieurs études ont souligné que les flavonoides de différentes sources botaniques
agissent comme anti-oxydants puissants encore plus que la vitamine C 341 Cette action est due
principalement a la configuration catéchol du noyau B. Cette activité s'exerce surtout dans les
milieux émulsionnés car ils sont peu solubles dans les phases lipidiques et protegent
efficacement les lipoprotéines ou liposomes 7,

Les flavonoides agissent comme anti-oxydants primaires et stabilisent les radicaux
peroxydes, mais peuvent aussi désactiver l'ion super-oxyde, le radical OH" ou I'oxygene singulet

et inhiber la lipoxygénase ou encore chélater les métaux 7\,



I1-1-2- Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides se trouvent d'une maniere systématique dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs
et fruits. Ils possedent tous le méme élément structural de base, car ils dérivent d’une origine
biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de malonyl-
coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose (voie de la glycolyse).

Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du
shikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA, le
p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour
former une chalcone, la 4,2°,4’,6’-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcone
synthétase).

Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalcone-
isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a un seul énantio-
mere 2(S)-flavanone: la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes

classes de flavonoides %! (Figure I1-2).

Métabolisme du glucose

1 | l

Acétyl-CoA shikimate
phénylalanine
o o OH OH
)I\/“\ - -
3X | CoA OH | |
CoA HO HO
3 malonyl-CoA o) fo} o)
p-coumaroyl-CoA p-coumarate cinnamate

G h
HO 0es)
HO OH C les réactions ultérieures
| s ———» aboutissent aux principales
classes de flavonoides
OH O OH O
4,2',4',6'-tetrahydroxychalcone naringénine

Figure II-2: Schéma de la biosynthese des flavonoides illustrant les voies de ’acétyle CoA

et de la phénylalanine.



La chalcone "4,2'.4',6'-tétrahydroxychalcone" est métabolisée en différentes classes de
flavonoides: flavanone, aurone, flavanonol, flavone, anthocyane et flavonol (Figure II-3).
Phénylalanine + 4 coumaryl-CoA

1) Phénylalanine ammonia Lyase (PAL)
2) chalcone-synthase (CHS)

4,2' 4',6'-tétrahydroxychalcone aurone

Chalcone-isomérase (CHI)

OH
HO@A\@

OH O

L
>

Flavone-synthase

OH O
Flavanone Flavone

(2S)-flavanone 3- hydroxylase (F3H)

OH
H"@Qﬁ@ "

.

OH Flavonol-synthase
OH O OH O

flavanonol Flavonol

Dihydroflavonol 4-réductase (DFR)

OH
HO o\ _ .
OH
OH Gy
leucoanthocyanidine anthocyane

Figure II-3: Schéma illustrant les différentes réactions enzymatiques conduisant aux

principales classes de flavonoides.



Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles
aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire. A 1'état naturel, on trouve tres souvent les
flavonoides sous forme de glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors

glycosylées. La partie du flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone.
I1-1-3- Structures chimiques et classification

Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors que les composés individuels au sein d’une classe
se distinguent par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de flavonoides
existe: les flavones, flavanols, flavanones, dihydroflavonols, flavan-3-ols, flavane-3,4-diols,

chalcones, aurones, anthocyanes et isoflavones (361 (Figure 11-4).

O O O “\\\\
soniew H

OH
(0] (0] (0]
flavone flavonol flavanone
i : o) ‘\\\\© (0] _\\\\\
OH
OH OH
dihydroflavonol flavan-3-ol flavane-3,4-diol
on 1] . < ;
LI (L~ )
(0] (0] =
chalcone aurone anthocyane

isoflavone

Figure II-4: Les diverses classes de flavonoides.



I1I-1-4- Substitution du squelette flavonique

Pour chaque classe de flavonoides, les molécules different entre elles par le nombre et la
position des groupements hydroxyles, la présence de substituant sur la génine (flavonoide non
substitué) et le degré de polymérisation. Les formes les plus rencontrées sont issues d’une hydr-
oxylation, alkylation (méthylation), glycosylation et acylation soit sur la génine, soit sur un
groupe hydroxyle d’un ose.

Ainsi que les flavonoides sont essentiellement hydroxylés en positions 3, 7 et 4’ et
éventuellement en position 5. Ces groupes hydroxyles peuvent étre alkylés. Ils sont
fréquemment rencontrés sous forme glycosylée. La présence d’un sucre modifie les propriétés
de la molécule par rapport a son analogue non glycosylé en particulier sa solubilité et son
hydrophobicité. La liaison entre I’aglycone et I’ose se fait généralement par I’un des hydroxyles
phénoliques, en particulier ceux en positions 3 (pour les flavonols) ou en 7 (pour les flavones)
et parfois en 6 ou 8 si ces positions sont hydroxylées. Les principaux monosaccharides entrant
dans leur composition sont : le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, I’acide D-
glucuronique, 1’acide D-galacturonique, le L-arabinose, le D-xylose, et occasionnellement le D-
allose, I’apiose et le D-mannose. Les oses les plus couramment rencontrés sont le D-glucose et
le L-rhamnose.

Pour les flavonoides acylés, la partie acyle est soit un acide aliphatique (acétique, butyri-
que...etc.), soit un acide aromatique (benzoique, p-hydroxybenzoique...etc), soit les deux a la

fois 17

I1-1-5-Role des flavonoides dans les plantes

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

IIs sont impliqués dans les interactions plantes-microorganismes particulicrement dans les
pathogeneses comme dans les symbioses (nodules des légumineuses). 1ls agissent dans les
systemes de défense des cellules végétales en réponses a certains stress tels que les radiations
ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs d’enzymes, des agents chélatants de métaux

nocifs aux plantes. De plus, ils sont impliqués dans la photosensibilisation et les transferts



d’énergie, la morphogenese et la détermination sexuelle, la photosynthese et la régulation des

hormones de croissance des plantes [38, 39].

I1-1-6- Importance des flavonoides dans I’alimentation

La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est trés importante. En
effet, 50 a 800 mg/jour en fonction de la consommation de fruits et légumes mais aussi de
boissons comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) sont recommandés
afin d’assurer une alimentation équilibrée 3% On trouve également des flavonoides dans de
nombreuses plantes médicinales et des préparations a base de plantes contenant de flavonoides

sont utilisées en médecine traditionnelle partout dans le monde pour guérir plusieurs maladies
[40]

I1-1-7- Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont essentiellement connus pour leur action anti-oxydante. Ils
participent a combattre les radicaux libres issus de I’oxygene et de 1’azote. Ces molécules mises
en cause dans de nombreux processus dégénératifs, accélerent le vieillissement des tissus et
cellules. Le stress oxydatif occasionné par ces radicaux libres semble fragiliser la bonne santé
de I’organisme. Les défenses naturelles servent a limiter leur effet, mais 1’organisme ne peut,
parfois, pas se défendre seul, notamment chez les personnes plus agées, et, nécessite de trouver

. . S c 1 39
de nouvelles armes a travers une alimentation riche en composés flavonoidiques 1391

Les sources d’anti-oxydants naturels se trouvent donc principalement dans les fruits et
légumes colorés, mais également dans certaines céréales. Il semble aujourd’hui indispensable
pour le bien-étre de 1’organisme d’avoir une alimentation variée et de manger au moins cinq
fruits et 1égumes par jour. Selon certaines études, leur action de piéger les radicaux libres serait
méme plus efficace que celle des vitamines C et E. Ils améliorent I’action de ces vitamines sur

I’organisme en augmentant leur absorption et en retardant leur élimination.

Les flavonoides augmentent aussi la résistance des parois capillaires et diminuent leur
perméabilité (activité de type vitamine P ou C;). Aussi, ils ont d’autres activités biologiques
que nous citons ci-apres : activité anti-bactérienne, activité anti-virale, activité anti-tumorale,

activité anti-inflammatoire, activité anti-allergique et activité anti-cancéreuse !,



I1-2- Les triterpenes

II-2-1- Introduction

Les triterpenes sont des substances d'origine organique en C30 de la famille des
terpenes. Tres répandus dans la nature, on les trouve notamment dans les résines, a 1'état libre,
sous forme estérifiée ou hétérosidique. Jusqu'a présent ont été isolés des sources végétales
plus de 30 000 terpenes, cela comporte plus de 4000 triterpenes dérivés de plus de 40 types de
squelettes.

Les triterpenes aussi comme mono -, sesqui-, di-, et tétra- terpenes forment un grand
sous-groupe de métabolites secondaires d’origine végétale. Ils sont largement étendus non
seulement dans les végétaux supérieurs, mais aussi dans les organismes maritimes, les
moisissures, les microorganismes ou rarement dans les bolets. Les triterpenes présentent une
tres forte unité structurale, les différences majeures sont d’ordre stéréochimique se rapportant
a la conformation adoptée par I’époxysqualene avant la cyclisation initiale. Le cation formé
lors de cette cyclisation peut ensuite étre 1’objet d’une série de déplacements 1, 2 de protons et
de méthyles qui aboutissent aux différents squelettes tétra- et pentacycliques qui caractérisent

ce groupe de substances naturelles 421

Triterpéne tétracyclique Triterpéne pentacyclique

I1-2-2- Biosynthese des triterpenes

La diversité des structures des composés terpéniques rend délicate toute tentative de

généralisation quant a leur biogenese. Toutefois, Il est important de rappeler que la



biosynthese des terpénes est conditionnée par la mise a contribution de trois séquences
réactionnelles fondamentales [**1 :
- formation de " I'isoprene actif " a partir de 'acétate via l'acide mévalonique
- couplage " téte a queue " des unités en C5 justifiant 1'existence des mono, sesqui, di et
polyterpenes.
- couplage queue a queue des unités en C15 ou C20 formant des triterpénes et
tétraterpenes.
lere étape :

Condensation aldolique de 1'acétyl coenzyme-A sur l'acétoacétyl coenzyme-A 461,

QO o
HO CH
H,C M SCoA //’//, 3

H H,0 _
H,C SCoA - CoASH
T COOH  Co-SH-CoA
(0]
acétyl coenzyme-A (3S) 3-hydroxy-3-méthylglutaryl CoA

2éme étape :
Réduction (irréversible) par le NADPH en acide 3R-mévalonique (MVA) 471,

HO////, CH, HO,  ,CH,
+2NADPH

COOH Co-SH-CoA 20" COOH CH,OH

HMG-CoA MVA

3eme étape :

Conversion du MVA en isopenténylpyrophosphate (IPP) par phosphorylation suivie d'une
(48],

décarboxylation assistée (élimination E2) par le départ du groupe phosphate

HO,  ,CH,

+2ATP

Y

COOH CH,OH



0
& \\\SH/’ P 034' )\/\
f\ 7\ S O-PP
0 0-PP  -CO,

isopenténylpyrophosphate (IPP)

4eme étape :

Isomérisation de I'IPP en pyrophosphate d'isopentén-3-yle ou le diméthylallylpyrophosphate

(DMAPP) 1,
)\/\O-PP _ )\/\O-PP

(IPP) (DMAPP)

Pour finir, I'isopréne synthase, une enzyme en marge de ce processus biosynthétique
localisée au niveau des chloroplastes catalyse 1’élimination du motif diphosphate du DMAPP
en le transformant en isopréne, un hémiterpeéne émis par les plantes et qui a en réalité une

action protectrice 501,

)\/\O-PP M g+2 _ IQ)\J/ )

(DMAPP) Isopréne synthase

Isopréne

Apres I'isomérisation de I’'TPP en DMAPP, cette derniere molécule est condensée avec
une, deux ou trois unités d’IPP, par I’intermédiaire de prényltransférases et permet respective-
ment la formation de :

- géranyl diphosphate (GDP: C-10)
- farnésyl diphosphate (FDP: C-15)
- géranylgéranyl diphosphate (GGDP: C-20).

Ces trois prényl-diphosphates acycliques subissent de nombreux réarrangements pour

conduire aux squelettes carbonés parents de chaque classe de terpénoides. Ainsi, le GDP



permet la formation des monoterpenes. Le FDP conduit aux sesquiterpenes et triterpenes et

enfin le GGDP aux diterpenes et tétraterpenes [**4,

Le couplage queue-a-queue de deux unités en C-15, farnésylpyrophosphate (FPP)

suivi d’une oxydation permet 1’élaboration de I’époxysqualene, précurseur des triterpenes et

stéroides ***! (Figure 11-5).

Z =
Z + =z
—_—
O-pPP O-PP
farnésylpyrophosphate (FPP) squaléne

Oxydation

2,3-époxydosqualéne

Figure II-5 : Formation du squalene

L’ouverture de I’époxyde amorce la cyclisation, I’enzyme responsable de cette
cyclisation stabilise la conformation du polyisoprene de telle sorte que les impératifs
stéréoélectroniques soient entierement respectés. C’est de la conformation initiale de
I’époxysqualene sur la surface de I’enzyme que dépend 1’ orientation de la biosynthese vers les
triterpenes tétra- ou pentacycliques. L’époxysqualene adopte la conformation chaise-chaise-
chaise-bateau, la cyclisation aboutit par conséquent a un autre cation appelé dammaranyle. Ce
dernier peut évoluer afin de donner naissance aux triterpenes tétracycliques et pentacycliques

(Figure II-6).



2,3-époxydosqualéene

triterpeénes tétracycliques

triterpénes pentacycliques /

cation dammaranyle

Figure II-6: Schéma de biogenese des triterpenes tétra- et pentacycliques

I1-2-3-Intéréts des triterpenes

Jusqu'a présent on a isolé des sources végétales plus de 30 000 terpenes, cela comporte
4000 triterpenes dérivés de plus de 40 types de squelettes. La palette des activités biologiques
des triterpenes est incroyablement large et comporte par exemple des activités : anti-virale (les
dérivés de l'acide bétulinique), anti-inflammatoire (lupéol), des effets anti-tumoraux (des
acides bétuliniques), anti-cariés (glycyrrhetique), anti-angiogenne, anti-ulcerienne (des acides
glycyrrhetiques), hepatoprotectifs (lupéol). Dans la médecine traditionnelle les triterpenes
sont utilis€és pour soulager des douleurs, aussi comme fortifiant et pour le traitement de

I'asthme.

Il est a signaler que les triterpenes pentacycliques (o et f amyrines, acides ursolique et
oléanolique) ont une activité anti-bactérienne et un role de protection des plantes vis-a-vis des

micro-organismes.
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III-1- Rappel botanique

L’espece Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. (Figure III-1) est une
plante saharienne vivace. Elle est glabre, multicaule, élancée (40-50 cm) et rigide. Les fleurs
sont jaunes et les feuilles lancéolées, entieres lobulées a la base, coriaces et pétiolées. Cette
plante possede de gros capitule (2 cm de large sur 3 cm de long), bractées avec 3-7 épines
latérales courtes. Les akenes sont jaunes claires, de 3-4 mm, a aigrette aussi longue que le

corps. Cette espece est endémique pour I’ Algérie et la Tunisie .

Figure-1II-1: Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. d’aprés Ozenda

Les systématiciens de la botanique s’accordent a classer cette espece comme suit :

Regne : Plantae
Enchainement : Spermatophyta
Sous tribu : Angiosperme
Classe: Dicotyledones
Famille : Asteraceae
Genre : Centaurea

Espece : C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.



III-2- Extraction

Les parties aériennes de C. pubescens ssp. omphalotricha sous forme d’une poudre

fine (800 g) sont mises a macérer a température ambiante dans un mélange (Ethanol/Eau :

70/30).

Cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans
chaque cas 48 heures. Apres concentration non a sec a température de 40 °C, 800 ml de
I’extrait aqueux ont été récupérés. Ce dernier subit des extractions successives de type
liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante (éther de pétrole,

dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol). Les rendements d’extraction sont donnés

dans le Tableau 3 suivant.

Tableau 3 : Rendement de I’extraction

Matériel végétal Extrait Masse (g) | Rendement %
éther de pétrole 3,10 0,39 %
800 g dichlorométhane 5,80 0,73 %
acétate d’éthyle 4,70 0,59 %
n-butanol 27,64 3,46 %

Les différentes étapes de cette extraction sont récapitulées dans la figure I1I-2.

Matériel végétal 800 g

- Macération 3 fois dans
(EtOH /H,0:7/3) (3x5L) 72 h
- Filtration

Extrait éthanolique

l - Concentration non a sec (T= 40 °C)

Extrait concentré V = 800 ml

- Extraction par EP (3x400 ml)
- Décantation

A

A

Phase aqueuse Phase organique 1




- Extraction par CH,Cl, (3x400 ml)

- Séchage sur MgSO,4
- Filtration

- Décantation .
- Evaporation
\4
Extrait EP
M=310g
A A
Phase organique 2 Phase aqueuse
- Séchage sur MgSO,4
- Filtration
- Evaporation - Extraction par AcOEt (3x400 ml)
- Décantation
Extrait CH,Cl,
\ 4
M=580g

\4

\4

Phase aqueuse

Phase organique 3

- Extraction par n-BuOH (3x400 ml) - Séchage sur MgSO,4
- Décantation - Filtration
- Evaporation
v
Y y Extrait AcOEt
Phase aqueuse Phase organique 4 M=4,70¢g

- Séchage surMgSOy4
- Filtration
- Evaporation

Extrait n-BuOH
M=27,64¢

Figure III-2: Schéma général d’extraction des parties aériennes de

C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.



I11-3- Purification des composés

Les CCM réalisées sur tous les extraits obtenus et cela dans plusieurs systemes
d’élution révelent la richesse des extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle en produits
comparativement aux autres extraits (éther de pétrole et n-butanol). Les deux extraits CH,Cl,
et AcOEt montrant particulierement en CCM des taches visibles aux longueurs d’onde 254 et
366 nm se colorent en jaune apres révélation a I’acide sulfurique. Le profil CCM de ces
extraits est presque identique notamment dans la partie relative aux composés flavonoidiques.
Cependant I’extrait CH,Cl, indique la présence de taches supplémentaires invisibles a ’'UV se
révélant en différentes couleurs, rose, marron et violet apres pulvérisation de I’acide
sulfurique et chauffage. La masse de I’extrait CH,Cl, (5,80 g) étant supérieure a celle de
I’extrait AcOEt (3,10 g) et sa richesse en composés de différentes natures nous a motivé a

s’intéresser a I’investigation chimique de 1’extrait dichlorométhane.

L’extrait CH,Cl, est soumis a un fractionnement par une chromatographie liquide sous
vide (VLC) sur silice normale en utilisant des gradients d’élution (EP/AcOEt) et (AcOEV/
MeOH) allant de (0 % a 100 %) et (0% a 40%) respectivement. Ce fractionnement grossier
permet de séparer les produits contenus dans cet extrait en plusieurs groupes de métabolites
secondaires a méme de faciliter les opérations ultérieures de purification et d’isolement des

produits. Cette étape s’est soldée par 1I’obtention de 11 fractions.

Les fractions obtenues sont purifiées par les différentes méthodes chromato-
graphiques utilisées au laboratoire :
- Chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale CC
- Chromatographie sur colonne de séphadex LH-20
- Chromatographie sur CCM en phase inverse C-18

- Chromatographie sur plaque préparative CPP en phase normale

L’utilisation en alternance des techniques chromatographiques citées précédemment a

conduit a I’isolement de 09 composés (Figure II1-3).



CHCI;/MeOH 7%

CP-11 r
| ) CP-9 /

v

k- N

Ref F-1 F-2 F-3 F-+4 F5 F-6 -7 F8 F9 F-10 F-11

-

F-3' F-6' F-§'

Figure III-3: CCM récapitulative des fractions VLC de I’extrait dichlorométhane des

parties aériennes de la plante Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.
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III-4- Caractérisation des produits obtenus

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN 1D du proton et du carbone-13, RMN 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé¢, HMBC), UV,
IR, Spectrométrie de masse ESI-MS, par la mesure du pouvoir rotatoire et par comparaison

avec les données de la littérature.

I11-4-1- Elucidation structurale du composé CP,

5,7-dihydroxy-6-méthoxyflavone (Oroxyline A)

Le composé CP; est le 5,7-dihydroxy-6-méthoxyflavone nommé Oroxyline A. Cette

flavone se présente sous forme de cristaux jaunes solubles dans I’acétone. Il a été isolé

U8I ot Centaurea

[52]

antérieurement des especes du genre Centaurea: C. pseudoscabiosa
malacitana " Cette flavone possede des activités biologiques anti-oxydante ", anti-

tumorale ™ et anti-HIV [54],

Le spectre UV enregistré dans le méthanol (Figure III-5) présente deux bandes
d’absorption a 270 nm (Bande II) et 322 nm (Bande I) caractérisant un composé flavonique
de type flavone.

Le déplacement bathochromique de la bande I (+17 nm) obtenue apres addition de
AICI; (Figure III-5) comparativement a celle dans le méthanol, confirme la présence d’'un OH
libre en position C-5 et une substitution OR en C-6. Par ailleurs la bande I étant inférieure a

435 nm, indique I’absence d’hydroxyle en C-8 **! (Tableau 4).



Tableau 4 : Données spectrales UV du composé CP;

A max (nm)

Bande II (Cycle A) Bande I (Cycle B)
MeOH 270 322
MeOH + AICI; 283 (+ 13) 339 (+17)

ICL; + MeOH

{
...
Mo,

: Y eOH _
i _“&;_2

Figure III-5 : Spectres UV du composé CP,

Le spectre IR du composé CP, montre des bandes d’absorption a 3406 cm’
(hydroxyle) et 1656 cm™ (carbonyle). D’autres bandes d’absorption apparaissant 2 3090 cm’
(C-H aromatiques) et 1600, 1571 et 1448 cm’! (C=C) indiquent I’existence d’un systeme

aromatique et de doubles liaisons.

Le spectre de masse ESI-MS enregistré en mode positif (Figure 11I-6) et en mode

négatif (Figure I1I-7) présentent des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 307,0 [M+Na] *,



590,8 [2M+Na] " et 282,9 [M-H] respectivement, correspondant 2 une masse moléculaire de

284 uma et une formule brute en CiH70s.

Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Analysis Namea NMOD2449 d Acquisition Date 031010 15:17:51
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Figure III-6 : Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé CP,
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Figure III-7 : Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CP,

Le spectre de masse MS/MS en mode négatif (Figure III-8) de 1’ion pseudomoléculaire
(m/z = 282,9) montre un pic a m/z = 267,9, soit une différence de masse de 15 uma indiquant
le départ d’un groupement méthyle et suggérant aussi la présence d’un groupement méthoxyle

attaché au squelette flavonique.
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Figure III-8: Spectre MS/MS (mode négatif) du composé CP,

L’analyse structurale des spectres de RMN 'H (Figure I11-9), HSQC J-modulé (Figure
II1-10) et COSY H-H (Figure III-11) du composé CP; indique :

- deux protons a oy 9,16 (s) et 13,11 (s) ppm ne présentant aucune tache de corrélation
sur le spectre HSQC J-modulé correspondent a deux groupements hydroxyles.
- un méthoxyle a dy 3,89 (s, 3H) et d¢ 60,8.
- sept protons aromatiques entre 6,67 et 8,07 ppm se répartissant en :
» un proton a oy 6,79 (s, 1H) corrélant sur le spectre HSQC avec un carbone
résonant a 105,7 ppm.
» un autre proton a oy 6,67 (s, 1H) couplant sur le spectre HSQC avec un carbone
repéré a oc 94,9.
» cing protons aromatiques résonant a oy 8,07 (dd, J = 8,1; 1,8 Hz, 2H), 7,58 (m,
2H) et 7,61 (m, 1H) appartiennent a un méme systeme de spin selon le spectre
COSY H-H. Ces protons sont caractéristiques d’un noyau aromatique mono-

substitué, ne pouvant étre que le cycle B de la flavone.
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Figure ITI-9: Spectre RMN 'H (500 MHz, Acétone) du composé CP;
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Figure III-10: Spectre HSQC J-modulé du composé CP,
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Figure III-11: Partie du spectre COSY H-H (cycle B)

Sur le spectre RMN °C J-modulé (figure III-12) de CP, sont visualisés 14 signaux
correspondant a 16 atomes de carbones :
- 1 carbonyle a 183,8 ppm (C-4).
- 5 carbones aromatiques oxygénés entre 132,4 et 164,9 ppm
- 2 carbones aromatiques quaternaires non oxygénés resonant a 106,1 et 132,4 ppm.
- 7 CH aromatiques entre 94,9 et 132,8 ppm dont deux équivalents a 127,4 ppm et deux
autres équivalents a 130,1 ppm.

- 1 méthoxyle détecté a 60,80 ppm.
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Figure ITI-12: Spectre RMN “C J-modulé (125 MHz, Acétone) du composé CP,

L’analyse structurale du composé CP, peut débuter par le signal du proton de
I’hydroxyle 5-OH (13,11 ppm) qui correle sur le spectre HMBC en °J avec le carbone C-5
résonant 2 154,1 ppm et en °J avec les carbones aromatiques quaternaires C-10 (8¢ 106,1) et
C-6 (¢ 132,4) (figure III-13). Ce dernier correle avec les protons du groupement méthoxyle
repérés a 3,89 ppm, confirmant la substitution de la position C-6 du noyau A par OCHj3, ainsi
qu’avec le proton du deuxieme groupement hydroxyle 1i€é au carbone C-7. Le déplacement
chimique du carbone C-7 est déterminé suite a la corrélation en 2y qu’il présente sur le spectre

HMBC avec I’hydroxyle en question 7-OH a 157,9 ppm (Figure III-13).

Figure II1-13: Corrélations HMBC des substituants du noyau A



Le carbone C-10 présente également des taches de corrélation avec deux protons H-3
et H-8 appartenant a deux systemes de spin a un proton chacun selon le spectre COSY H-H
(Figure III-11) et résonant a 6,79 et 6,67 ppm respectivement. La distinction entre ces deux
protons est facile du fait que le carbone C-6 correle en HMBC avec un de ces deux protons
repéré a Oy 6,67, ne pouvant étre que le proton H-8 (Figure I1I-14). En conséquence, 1’autre
proton est H-3 (6,79 ppm). Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC J-modulé avec
leur carbone a d¢ 94,9 (C-8) et d¢ 105,7 (C-3) et sur le spectre HMBC avec deux carbones C-
10 déja identifié et le carbone du carbonyle (C-4) résonant a 183,8 ppm. Aussi, le proton H-8
correle en HMBC avec deux carbones oxygénés quaternaires C-7 déja assigné et C-9 détecté a

Oc 154,2 (Figures I1I-14 et 15).

Figure I11-14: Corrélations HMBC des protons H-8 et H-3

Le proton oléfinique H-3 (Figures III-14 et 15) appartenant a un systeéme de spin isolé
correle également dans 1’expérience HMBC en °J avec un carbone éthylénique oxygéné
résonant a oc 164,9 correspondant au carbone C-2 du cycle C et en 5] avec un carbone

aromatique quaternaire qui est le C-1’ (132,4 ppm) du cycle B de la flavone.
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Figure III-15: Spectre HMBC des noyaux A et C

A ce niveau d’analyse, les déplacements chimiques des protons et carbones des
noyaux A et C ont été enticrement déterminés.

L’analyse du cycle B de la flavone peut se faire de la méme maniere en commengant
par le signal du carbone oxygéné C-2 identifié précédemment qui correle en °J sur le spectre
HMBC (Figure III-16) avec deux protons aromatiques équivalents résonant a 8,07 ppm

attribuables aux protons H-2’et H-6’.
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Figure II1-16: Partie du spectre HMBC du noyau B



Les carbones des protons H-2" et H-6’ sont aisément assignés en tenant compte de
leurs taches observées sur le spectre HSQC J-modulé (Figure I11-17) a 0¢ 127,4 (C-2’ et C-6).
Ces protons apparaissant sous forme de doublet de doublets couplent sur le spectre COSY
H-H (Figure III-11) avec trois protons aromatiques au regard des constantes de couplage
J = 8,1 Hz (couplage ortho, H-2’/H-3’ et H-6’/H-5") et J = 1,8 Hz (couplage méta, H-2’/H-4’
et H-6’/H-4"). Ce qui permet d’attribuer les déplacements chimiques des protons H-3" et H-5’
a 7,58 ppm et H-4" a 7,61 ppm. Leurs carbones résonnent respectivement a 130,1 ppm (C-3’
et C-5") et 132,8 ppm (C-4") selon I’expérience HSQC J-modulé (Figure I1I-17).
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Figure II1-17: Partie du spectre HSQC J-modulé

En HMBC les protons équivalents H-3’ et H-5" corrélent en J avec le carbone
aromatique quaternaire C-1’ assigné précédemment tandis que le proton H-4’ présente des

taches de corrélations en 2J avec C-3’ et C-5" et en °J avec C-2’ et C-6’ (figures I11-18).

A T’issue de cette analyse tous les protons et carbones du noyau B de cette flavone ont

été identifiés.
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Figure II1-18: Spectre HMBC montrant les corrélations du noyau B

L’ensemble de ces données spectroscopique (Tableau 5) nous conduit a proposer sans
ambigiiit¢ pour ce composé, la structure moléculaire suivante: 5,7-dihydroxy-6-

méthoxyflavone ou Oroxyline A (CP,).



dans 1’acétone.

Tableau 5 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "°C (125 MHz) de CP,

Position OH J (Hz) Multiplicité dc

2 - - - 164,9

3 6,79 - s 105,7

4 - - - 183.,8

5 - - - 154,1

6 - - - 132,4

7 - - - 157,9

8 6,67 - s 94,9

9 - - - 154,2

10 - - - 106,1

I - - - 132,4

2 8,07 (8,1;1,8) dd 1274

3 7,58 - m 130,1

4 7,61 - m 132,8

5 7,58 - m 130,1

6’ 8,07 (8,1;1,8) dd 1274

6-OCHj3 3,89 - s 60,8
5-OH 13,11 - s -
7-OH 9,16 - s -




I11-4-2- Elucidation structurale du composé CP;

OH o

5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)

Il s’agit du 5,7-dihydroxyflavone (CP3) appelé €galement Chrysine. Cette flavone a
été antérieurement isolée des especes C. pseudoscabiosa ™ et C. scabiosa ™ Elle est connue

[571 [58]

pour ses différentes activités biologiques telles que anti-oxydante ", anti-inflammatoire

et anti-mutagenique 591

Le spectre UV du composé CP; enregistré dans le méthanol présente deux bandes
d’absorption a 269 nm (Bande II) et 350 nm (Bande I), suggérant la présence d’une structure
flavonique.

Le déplacement bathochromique de la bande I (+39 nm) lorsque le spectre UV est
enregistré dans un milieu de MeOH + AICl; comparativement a celle observée dans le

méthanol atteste que cette flavone porte un groupement hydroxyle libre en position C-5

(Tableau 6).

Tableau 6 : Données spectrales UV du composé CP3

A max (nm)
Bande II (Cycle A) Bande I (Cycle B)
MeOH 269 350
MeOH + AICI3 276 (+7) 389 (+39)

Le spectre IR du composé CP; (Figure III-19) révele des bandes d’absorption a
3406 cm’™ (groupement hydroxyle), 1656 cm™ (carbonyle), 3090, 1600, 1571 et 1500 cm™

(systeme aromatique et doubles liaisons).
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Figure II1-19: Spectre IR du composé CP3

Le spectre de masse electrospray (ESI-MS) du composé CPj3 (Figure I1I-20) obtenu
également sous forme de cristaux jaunes, montre en mode négatif deux pics d’ions
pseudomoléculaires a m/z 253 [M-H] et 507 [2M-H]J. Ceci correspond a une masse

moléculaire de 254 uma et une formule brute en C;sH;oO4.
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Figure II1-20: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CP3



Les spectres RMN 'H et "*C J-modulé du composé CP3 sont presque similaires  ceux

du composé précédent CP, déja identifié (Figure III-21 et 22).
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Figure III-21 : Spectres RMN 'H (500 MHz, Acétone) des composés CP, (haut)
et CP; (bas)
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Figure ITI-22: Spectres RMN *C J-modulé (125 MHz, Acétone) des composés CP, (haut)
et CP; (bas)

La seule différence entre CP, et CP3 réside dans la disparition des signaux du
groupement méthoxyle résonant a dy 3,89 et ¢ 60,8 dans le cas du composé CP;, et
1’apparition, sur le spectre RMN 'H du composé CP3 d’un signale a champ faible & 3y 6,28

(1H, d, J = 1,9 Hz, couplage méta) attribuable a un proton aromatique qui correle sur le

spectre HSQC J-modulé avec un carbone méthine résonant a d¢ 100,0 (Figure I11-23).
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Figure II1-23: Spectre HSQC J-modulé du composé CP;

Le spectre COSY H-H du composé CP3 montre en plus des systemes de spin observés
pour le composé CP, un autre systeme de spin a deux protons qui visualise le couplage entre
le proton H-8 (6y 6,57, J = 1,9 Hz) et un autre proton qui résonne a (oy 6,28, J = 1,9 Hz)

traduisant un couplage méta et qui ne peut €tre que le proton H-6 (Figure 11I-24 et 25).

Figure III-24: Corrélations COSY H-H du composé CP3
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Figure III-25: Spectre COSY 'H-'H du composé CP3

La position du proton H-6 (6y = 6,28) est confirmée également suite a I’analyse du
spectre HMBC (Figure III-26) qui montre cinq taches de corrélation en 21, Jet “J avec les
carbones résonant a d¢c 95,1 (C-8), 105,7 (C-10), 165,9 (C-7), 163,1 (C-5) et 183,1 (C-4).

D’autres corrélations sont observées sur le spectre HMBC entre :

- le proton H-8 et les carbones repérés a d¢ 100,0 (C-6), 105,7 (C-10) et 159,1 (C-9).

- le proton H-3 et les carbones résonant a 6¢ 105,7 (C-10), 132,5 (C-1°), 183,1 (C-4)
et 164,7 (C-2).

- le carbone C-2 du cycle C et les protons H-2’ et H-6’ du cycle B détectés a oy 8,05,
leurs carbones déterminés par expérience HSQC J-modulé C-2’ et C-6’ résonant a
127,4 ppm présentent des corrélations en *J et J avec les protons H-3" et 2 H-5"

observés a 7,58 ppm et H-4* a 7,60 ppm.
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Figure II1-26: Spectre HMBC du composé CP3

Toutes ces données (tableau 7) nous permettent d’attribuer sans équivoque pour ce
composé, la structure suivante : 5,7-dihydroxyflavone ou Chrysine (CP3).

Tableau 7: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN '°C (125 MHz) de CP3

dans ’acétone.

Position OH J (Hz) Multiplicité dc
2 - - - 164,7
3 6,76 - s 106,3
4 - - - 183,1
5 - - - 163,1
6 6,28 1.9 d 100,0
7 - - - 165,9
8 6,57 1,9 d 95,1
9 - - - 159,1
10 - - - 105,7
I - - - 132,5
2’ 8,05 (8,1;1,8) dd 127,4
3 7,58 - m 130,1
4 7,60 - m 132,8
5 7,58 - m 130,1
6’ 8,05 (8,1;1,8) dd 1274

OH-5 12,88 - sl -




I11-4-3- Elucidation structurale du composé CP,

5,7,2'-trihydroxy-6-méthoxyflavone

Le spectre UV du composé CP4 enregistré dans le méthanol (Tableau 8) présente deux
bandes d’absorptions a 270 nm (Bande II) et 338 nm (Bande I) caractéristiques d’un
flavonoide de type flavone.

Un effet bathochromique de la bande I (+ 38 nm) est visualisé sur le spectre UV
enregistré dans le milieu MeOH + AICl;, comparativement a celui réalisé dans le méthanol
indique la présence d’un OH libre en C-5, ceci se traduit par la formation d’un complexe

stable (Figure III-27) entre I’aluminium, la fonction carbonyle et I’hydroxyle en C-5 du cycle

A.
HO a

HO HO o
oo o
H3CO
(0] O
H3CO AlCl3 \Al\\\
OH le) Cl/ \Cl

Figure I11-27: Formation de complexe AlClz-flavone

Tableau 8 : Données spectrales UV du composé CPy4

A max (nm)
Bande II (Cycle A) Bande I (Cycle B)

MeOH 270 338

MeOH + AICl3 282 (+12) 376 (+38)




L’analyse du spectre IR du composé CPy4 (Figure 1II-28) obtenu aussi sous forme de
cristaux jaunes permet d’observer les bandes d’absorptions suivantes :
- une large bande d’absorption a 3468 cm™ indiquant la présence de groupements hydroxyles.
- une bande d’absorption 2 3144 cm™" attribuable aux protons CH du noyau aromatique.

- une bande d’absorption 2 1664 cm™ montre ’existence d’un groupement carbonyle (C=0).
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Figure II1-28: Spectre IR du composé CP4

Les spectres de masse ESI-MS du composé CPy, enregistré en mode positif (Figure
III-29) et en mode négatif (Figure III-30) présentent des pics d’ions pseudomoléculaires a
m/z = 323 [M+Na]’, 623 [2M+Na] ¥, 299 [M-H] et 599 [2M-H] respectivement,
correspondant a une masse moléculaire de 300 uma et une formule brute en C;sH,0s, soit

une différence de +16 uma par rapport au composé CP, déja identifié
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Figure II1-29: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé CP4
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Figure III-30: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CP4

Le

spectre de masse MS/MS en mode négatif (Figure III-31) de [I’ion

pseudomoléculaire (m/z = 298,8) montre un pic de fragmentation a m/z = 283,7 traduisant une

différence de 15 uma et indiquant le départ d’un groupement méthyle. Ceci confirme la

présence d’un méthoxyle.
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Figure II1-31: Spectre MS/MS (mode négatif) du composé CP,

Le spectre MS/MS en mode négatif (Figure III-32) du pic de I’ion de fragmentation a

m/z = 284 [M-H-CH3] révele un pic a m/z = 166, soit une différence de 118 uma suggérant



une hydroxylation au niveau du cycle B selon le mécanisme de fragmentation suivant

(Figure III-33).
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Figure II1-32: Spectre MS/MS (mode négatif)
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Figure I11-33: Mécanisme de fragmentation du composé CP4

L’analyse des spectres de masse ESI-MS, RMN 'H, Be découplé et HMBC du
composé CPy4 indique une similitude structurale avec le composé CP; au niveau des cycles A
et C. En effet, le spectre RMN 'H (Figure III-34) montre les signaux des protons H-3 2
ou 7,21 (s, 1H), H-8 a oy 6,57 (s, 1H) et les protons du groupement méthoxyle a 3,91 ppm
(s, 3H). Le spectre RMN Be découplé (Figure III-35) révele la présence de 16 signaux
correspondant a 16 atomes de carbones résonant a C-2 (162,2 ppm), C-3 (108,6 ppm), C-4



(183,3 ppm), C-5 (152,5 ppm), 131,4 ppm (C-6), 157,6 ppm (C-7), 93,9 ppm (C-8), 153,5
ppm (C-9) et 104,4 ppm (C-10).
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Figure ITI-35: Spectre RMN *C découplé du composé CP,



Comme [I’analyse du spectre MS/MS (Figure III-33) indique la présence d’un

groupement hydroxyle dans le cycle B, il reste a déterminer la position de cette substitution.

Le carbone quaternaire oxygéné C-2 a 162,2 ppm présente sur le spectre HMBC
(Figure III-37) une grande tache de corrélation (SJ) avec le proton H-6’ dont le carbone est
repéré a 128,3 ppm selon le spectre HSQC J-modulé. La multiplicité du proton H-6" sous
forme de doublet de doublets avec des constantes de couplage 7,9 et 1,5 Hz traduit des

couplages ortho et méta respectivement selon les schémas de substitution suivants.

7N Correlation HMBC 2
X Correlation COSY

Schéma 1 : Ortho-substitution Schéma 2 : méta-substitution

Les autres protons aromatiques du cycle B (Figure III-36) résonant a oy 7,38 (#d,
J=28,3;1,3Hz), 0n 7,03 (¢td, J = 8,3 ; 1,3 Hz), 6u 6,99 (dl, J = 8,1 Hz) et 6u 7,89 (dd, J = 8,3;
1,8 Hz). Les grandes valeurs de constantes de couplage suggerent que tous les protons du
noyau B sont adjacents (4 protons voisins), ce qui permet de placer I’hydroxyle en C-2’

correspon-dant a une ortho-substitution.
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Figure I1I-36: Etalement du spectre RMN 'H du composé CP;

La grande tache de corrélation visualisée en HMBC (Figure III-37) entre le proton
H-6" et un carbone oxygéné résonant a 156,8 ppm traduisant un couplage en 7 qui n’est pas
observable dans le cas d’une méta-substitution (Schéma 2), confirme que le groupement
hydroxyle est lié¢ au carbone C-2’ (156,8 ppm). A partir du proton H-6’, il est facile d’assigner
les déplacements chimiques des protons H-3°, H-4” et H-5" en analysant le spectre COSY qui
montre un systeme de spin a 4 protons révélant les couplages (Figure III-38) entre H-6’/
H-5°(7,03 ppm)/H-4’(7,38 ppm)/H-3°(6,99 ppm). L’expérience hétéronucléaire directe C-H
(HSQC) permet de repérer leurs carbones a ¢ 116,5 (C-37), 132,4 (C-4’) et 119,4 (C-5).
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Figure II1-37: Spectre HMBC du composé CP4



Sur le spectre HMBC (Figure 1II-39), il est observé en plus les corrélations a longue distance

entre :

- H-3’ et les carbones C-1’ (117,6 ppm), C-4’ (132,4 ppm), C-5" (119,4 ppm) et C-2’
(156,

8 ppm).

Figure II1-38: Corrélations COSY du cycle B

- H-4 et les carbones C-2’ (156,8 ppm) et C-6’ (128,3 ppm).
- H-5" etles carbones C-1" (117,6 ppm) et C-6’ (128,3 ppm).
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Figure II1-39: Partie du spectre HMBC du composé CP,




Toutes ces données spectroscopiques (Tableau 9) nous permettent de proposer pour le
composé CPy, la structure suivante: 5,7,2’-trihydroxy-6-méthoxyflavone nommé Ténaxine II.
Ce composé a été identifié antérieurement dans des especes du genre Scutellaria de la famille

[61]

N . . . 160 . PR
Asteraceae a savoir Scutellaria barcalensis *" et Scutellaria amoena "Y' mais a été isolé pour

la premicere fois dans le genre Centaurea.

Tableau 9 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) de CP4

dans CD;0D.
Position On J (Hz) Multiplicité oc

2 - - - 162,2
3 7,21 - s 108,6
4 - - - 183,3
5 - - - 152,5
6 - - - 131,4
7 - - - 157,6
8 6,57 - s 93,9
9 - - - 153,5
10 - - - 104.,4
I - - - 117,6
2’ - - - 156,8
3 6,99 8,3 dl 116,5
4 7,38 (8,3;1,3) td 132,4
5 7,03 (8,3;1,3) td 119.,4
6’ 7,89 (8,3;1,3) dd 128,3
OCHj; 391 - s 59,5




I11-4-4- Elucidation structurale du composé CPs

5,7,2'-trihydroxyflavone

Le composé CPgest le 5,7,2’-trihydroxyflavone. Cette flavone se présente sous forme
d’une poudre blanche soluble dans le méthanol et se révele sur CCM en jaune a 1’acide

sulfurique. I a été isolé antérieurement des especes : Scutellaria strigillosa "% et Scutellaria

[63] [64] [65]

et i1l possede les activités biologiques anti-mycobactérienne™ ', anti-tumorale

[66]

amabilis

et anti-oxydante

Le spectre UV du composé CPg (Figure I11-40), enregistré dans le MeOH présente
deux bandes d’absorption a 273 nm (Bande II) et 344 nm (Bande I), attestant de la présence
d’un squelette flavonique de type flavone. L’addition de AICI; conduit a un déplacement
bathochromique de I’ordre de (+ 36 nm) de la bande I, par rapport au spectre enregistré dans

le méthanol indiquant ainsi un OH libre en position C-5.

Ymin=-0.0230 Ymax = 2.4597

- MeOH o1, v MeOH!
ﬂ( . L
e
~ -
0.000 I . e 2
0500




Figure I11-40: Spectres UV du composé CPg
Les spectres de masse ESI-MS enregistrés en mode positif (Figure III-41) et en mode
négatif (Figure I11-42), présentent des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 293 [M+Na]",
563 [2M+Na]*, 269 [M-H] et 539 [2M-H] respectivement, correspondant 2 une masse
moléculaire de 270 uma et une formule brute en C;sH;0Os. La différence de 30 uma par

rapport au composé CP4 (300 uma) indique 1’absence du groupement méthoxyle.
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Figure I11-41: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé CPg
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Figure II1-42: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CPs

Le spectre MS/MS en mode négatif (Figure I1I-43) de I’ion pseudomoléculaire a
m/z = 269 montre un pic de fragmentation a m/z = 151, soit une différence de 118 uma,
indiquant la présence d’un hydroxyle au niveau du cycle B comme il a été signalé dans le

composé CPy.
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Figure I11-43: Spectre MS /MS (mode négatif) du composé CPg

Le spectre IR du composé CPg montre des bandes d’absorption 2 3315 cm’
correspondant 2 un groupement hydroxyle et 1656 cm™ a un carbonyle. D’autres bandes
d’absorption apparaissant & 3074, 1617, 1571 et 1500 cm™ montrent I’existence d’un systéme

aromatique.

Le spectre RMN 'H du composé CPg est presque similaire 2 celui du composé CPy
(Figure I11-44), au niveau des protons aromatiques du cycle B. Comme 1’analyse du spectre de
masse MS/MS suggere la présence d’un groupement hydroxyle dans le cycle B, celui-ci ne
peut étre qu’en positon C-2°. Cette substitution a été démontrée précédemment lors de

I’analyse du spectre RMN 'H du composé CPy.
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Figure I11-44: Spectres RMN "H des composés CP4 (haut) et CPg (bas)

La seule différence entre CPgs et CP4 reside dans I’apparition d’un signal sous forme
d’un doublet a 8y = 6,27 sur le spectre RMN 'H du composé CPs et la disparition du signal
correspondant au groupement méthoxyle 1i€ au carbone C-6 dans le cas du CPy4. Il en résulte
que ce doublet est attribué impérativement au proton H-6. Ce proton correle dans I’expérience
COSY (Figure III-45) avec un autre proton a oy 6,46 ne pouvant étre donc que le proton H-8,
au regard de la constante de couplage (J = 2 Hz) caractéristique d’un couplage de type méta
(Figure II1-46). Aussi, ces deux protons H-6 et H-8 couplent en HSQC (Figure I11-47) avec

leurs carbones a 99,6 et 94,7 ppm respectivement.
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Figure II1-45: Partie du spectre COSY
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Figure I11-46: Etalement du spectre RMN 'H du composé CPg
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Figure I11-47: Spectre HSQC J-modulé du composé CPs

Le spectre RMN °C J-modulé (Figure III-48) présente les signaux de 15 atomes de

carbone, avec en particulier le signale du groupement carbonyle a 6¢ = 183,8 ppm.
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Figure IT1-48: Spectre RMN *C J-modulé du composé CPg




Les déplacements chimiques des carbones de ce composé ont été déterminés en
analysant le spectre HMBC. En effet, les corrélations observées (Figure I1I-49) entre les deux
protons H-6 et H-8 et les carbones quaternaires résonant a 6c 105,1 et 164,9 permettent de les
attribuer facilement aux carbones C-10 et C-7 respectivement. En outre, le proton H-6 correle
avec les carbones résonant a o¢ 162,2 (C-5) et a 3¢ 94,7 (C-8) et le proton H-8 couple en 2J, 37
et *J avec les carbones repérés a d¢c 158,9 (C-9), 99,6 (C-6), et 183,8 (C-4). Les autres

corrélations sont représentées dans le spectre ci-dessous (Figure 111-49).
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Figure I11-49: Spectre HMBC du composé CPg



Toutes ces données (Tableau 10) nous permettent de proposer sans ambigiiité pour ce
composé, la structure suivante: 5,7,2’-trihydroxyflavone (CPg). Il est important de signaler

que ce composé a été isolé pour la premiere fois dans le genre Centaurea.

Tableau 10: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) de

CPs dans CD;0OD/CDCls.

Position OH J (Hz) Multiplicité oc
2 - - - 162,8
3 7,22 - s 110,1
4 - - - 183.,8
5 - - - 162,2
6 6,27 2,0 d 99,6
7 - - - 1649
8 6,46 2,0 d 94,7
9 - - - 158,9
10 - - - 105,1
I - - - 118,5
2 - - - 1574
3 6,98 8,2 dl 116,5
4 7,35 (8,2;1,2) td 133,1
5 7,01 (8,2;1,2) td 120,2
6’ 7,86 (8,2;1,2) dd 129,1




I11-4-5- Elucidation structurale du composé CPy

OH (0]

5,7,3',4'-tétrahydroxyflavonol (Quercétine)

L’examen du spectre UV du composé CPy (Figure I1I-50), enregistré dans le MeOH
permet d’observer deux bandes d’absorption a 257 nm (Bande II) et 374 nm (Bande I)
indiquant la présence d’un squelette flavonique de type flavonol (OH libre en C-3) 67,

L’addition du réactif AlCl; conduit a I’apparition d’une nouvelle bande d’absorption a
448 nm laissant suggérer la présence d’un flavonol avec au moins trois hydroxyles, dont deux

sont ortho di-OH sur le cycle B et le troisieme en C-5 (Tableau 11) 1671,

-

AlCIz+MeOH

/
TN YN

N— X

.

ol e - = e

Figure III-50: Spectres UV du composé CPy

Tableau 11: Données spectrales UV du composé CPy

A max (nm)

Bande II (Cycle A) Bande I (Cycle B)
MeOH 257 374
MeOH + AICI; 272 448




Le spectre de masse ESI-MS du composé CPy (Figure II1-51) montre en mode négatif
deux pics d’ions pseudomoléculaires a m/z 301 [M-H] et 603 [2M-H]". Ceci correspond a une

masse moléculaire de 302 uma et une formule brute en C;sH;¢O7
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Figure III-51: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CPy

Le spectre MS/MS en mode négatif (Figure III-52) de I’ion pseudomoléculaire a
m/z = 301 montre les pics de fragmentation suivants:

- deux pics de fragmentation a m/z 179 et 151, correspondent respectivement a une rétro-
cyclisation et perte du CO caractéristiques des flavonols 681 Ces deux fragments confirment
la substitution du noyau A par deux groupements hydroxyles (Figure I1I-53).

- un pic de fragmentation a m/z 257, traduisant une différence de 44 uma, indique le

départ d’une molécule de CO, (Figure III-53).
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Figure III-52 : Spectre MS/MS (mode négatif) du composé CPy
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Figure II1-53: Fragmentations du composé CPy

Le spectre IR du composé CPy montre des bandes d’absorption a 3500 cm’

(groupements hydroxyles), 1662 cm™ (carbonyle) et 1614 cm™, 1512 cm™ (cycle aromatique).

Le spectre RMN PC J-modulé (figure III-54) permet d’observer quinze signaux se
répartissant en cinq carbones aromatiques méthines, sept carbones aromatiques oxygénés,

deux carbones quaternaires et un carbonyle.
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Figure ITI-54: Spectre RMN *C J-modulé du composé CPy




Sur le spectre RMN 'H (Figure III-55) du composé CPy, il est facile de visualiser deux
signaux sous forme de doublet attribuables aux protons H-6 et H-8 du cycle A résonant a 6,18

et 6,39 ppm respectivement, comme il a été constat¢ précédemment lors de 1’analyse
structurale du composé CPs.
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Figure I1I-55: Spectre RMN 'H du composé CPs

Les déplacements chimiques des carbones du cycle A sont aisément assignés par
analyse des spectres HSQC, HMBC (Figure III-56) et '>C J-modulé et comparaison avec les
données spectrales du composé CP3 (Tableau 7) et de la littérature. L’absence sur le spectre
RMN 'H du composé CPy d’un signal singulet entre 6,70 et 7,30 ppm (H-3) caractéristique
des flavones et ’apparition sur le spectre RMN "°C J-modulé d’un nouveau signal a 8¢ 137,2

(C-3) confirment la présence d’un groupement hydroxyle en position C-3
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Figure III-56: Spectre HMBC du cycle A



Les protons du cycle B du flavonol sont visualisés sur le spectre RMN 'H entre 6,70 et
7,90 ppm ' Sur les spectres RMN 'H (Figure III-55) et COSY H-H (Figure III-58) du
composé CPy, on constate la présence de trois protons aromatiques formant un méme systeme
de spin a trois protons de type ABX a oy 7,74 ppm (d, J = 2,1 Hz, H-2"), 7,62 ppm (dd, J =
8,3et2,1 Hz, H-6") et 6,88 ppm (d, J = 8,3 Hz, H-5") (Figure III-57).

Figure III-57 : Substituants du cycle B du composé CPy

Le spectre COSY montre le systtme de spin correspondant aux couplages des protons
H-2’, H-5° et H-6’ du cycle B (Figure III-58). Ces protons correlent en HSQC avec les
carbones C-2’ (116,1 ppm), C-5’ (116,1 ppm) et C-6’ (121,8 ppm).
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Figure III-58: Spectre COSY du cycle B



L’expérience HMBC (Figure III-59) met en évidence les couplages C-H a longue
distance en *J et 7/ entre :

» le proton H-2’ et les carbones résonant a d¢ 148,2 (C-2), 121,8 (C-6"), 150,3 (C-4’) et
146,3 (C-3’). Le déplacement chimique du carbone C-2 a 148,2 ppm indique
également un OH libre en position C-3.

» le proton H-5" et les carbones détectés a o¢c 148,2 (C-2), 124,3 (C-17), 146,3 (C-3’) et
150,3 (C-4°).

» le proton H-6" et les carbones repérés a d¢c 116,14 (C-5") et 150,27 (C-4").
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Figure III-59 : Spectre HMBC du cycle B

Toutes les données spectroscopiques représentées dans le tableau 12, permettent
d’identifier ce composé au 5,7,3’,4’-tétrahydroxyflavonol ou quercétine (CPy), isolé

antérieurement des espéces : C. collina 71 c. napifolia " et C. chilensis 721 Ces données

sont conformes 2 celles de la littérature >4,

La quercétine est réputée pour €tre le plus actif des flavonoides. Elle a des propriétés

[75] [76]

biologiques intéressantes anti-oxydantes "7, anti-inflammatoires et anti-histaminiques

(anti-allergiques) 7"\, Ces activités ont été constatées au cours de nombreuses études in vitro



et in vivo. La quercétine a aussi des effets positifs sur les capillaires et le systeme

cardiovasculaire 3!,

Tableau 12 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) de

CPy dans CD;0D.

Position oH J (Hz) Multiplicité oc
2 - - - 148,2
3 - - - 137,2
4 - - - 177,5
5 - - - 162,6
6 6,18 2,0 d 99,4
7 - - - 165,7
8 6,39 2,0 d 94,6
9 - - - 158,4
10 - - - 104,7
I - - - 1243
2 7,74 2,1 d 116,1
3 - - - 146,3
4 - - - 150,3
5 6,88 8,3 d 116,1
6’ 7,62 (8,3:;2,1) dd 121,8




I11-4-6- Elucidation structurale du composé CPg

24-éthylcholest-5-én-3-ol (B-sitostérol)

Le composé CPg est le 24-éthylcholest-5-én-3-ol, un stéroide nommé communément

[-sitostérol, se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le chloroforme, et se

colore sur CCM en rose apres révélation par I’acide sulfurique et chauffage.

Les spectres de masse du composé CPg obtenues en ionisation par ESI
(Electrospray), enregistrés en mode négatif (Figure III-60) et mode positif (Figure I11-61),
présentent des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 413 [M-H] et 437 [M+Na]

respectivement, correspondant a une masse moléculaire de 414 uma et une formule brute en

C29H5()O.
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Figure III-60: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CPg
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Figure II1-61 : Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé CPg

Le spectre MS/MS en mode positif (Figure II1-62), du pic de I’ion pseudo-

moléculaire a m/z =

437 [M+Na]" révele un pic de fragmentation a m/z =

405, soit une

différence de 32 uma indiquant le départ des groupements CH3; et OH, ce qui est largement

attendu pour les stérols.
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Figure II1-62 : Spectre de masse MS/MS (mode positif) du composé CPg




Le spectre RMN °C J-modulé (Figure III-63), présente 28 signaux correspondant 2
29 carbones confirmant ainsi la nature stéroidique de ce composé avec six méthyles caracté-
ristiques des phytostérols a savoir : H3-18 (0,74 ppm), H3-19 (1,06 ppm), H3-21 (0,93 ppm),
Hs-26 (0,88 ppm), H3-27 (0,87 ppm) et H3-29 (0,89 ppm). L’expérience HSQC J-modulé
permet de reconnaitre leurs déplacements chimiques a o¢ 11,8 (C-18), 19,4 (C-19), 18,8
(C-21), 19,8 (C-26), 19,0 (C-27) et 12,0 (C-29). Par ailleurs, le spectre RMN Bc permet de
visualiser les signaux de deux carbones éthyléniques déblindés a o¢ 140,7 (Cq) et 121,7 (CH)

correspondant a une double liaison.

Ii||lll

CH2 ct carbones quaternaires

| A,
a1 ™

N (J;.g, C-14 E‘-” 6 méthyles

Figure ITI-63 : Spectre RMN “*C J-modulé du composé CP;

En tenant compte de la formule brute Cy9Hs50O, le nombre d’insaturation égale a 5 et la

présence d’une seule double liaison, on peut suggérer un squelette stéroidique tétracyclique.



v R

o

1,443

-

K M YW w

Figure ITI-64 : Spectre RMN 'H du composé CP;

L’analyse combinée des spectres RMN 'H (Figure III-64), COSY et HSQC (Figure
I1-65) du composé CP¢ montre la présence d’un signal sous forme d’un triplet de triplets dont
les intensités des pics sont 1:2:3:4:3:2:1, a oy 3,58 correspondant au proton oxyméthine H-3
caractéristique des stérols. Ce dernier fait partie d’un systeme de spin a 7 protons selon le
spectre COSY incluant les protons H,-1/H,-2/H-3/H»-4, ce qui permet d’attribuer leurs
déplacements chimiques 1,90 ppm (H-1a), 1,13 ppm (H-1b), 1,88 ppm (H-2a), 1,56 ppm
(H-2b), 2,34 ppm (H-4a) et 2,30 ppm (H-4b). Leurs carbones sont assignés par 1’expérience
HSQC & 6¢37,2 (C-1), 31,6 (C-2), 71,8 (C-3) et 42,3 (C-4).

~«—> (Corrélations COSY

7/~ "\ Corrélations HSQC

Figure II1-65 : Corrélations COSY et HSQC du cycle A



Les grandes valeurs des constantes de couplages entre le proton H-3 et les protons H,-2
et Hy-4 (#t, J = 11,3 Hz et J=5,3 Hz), traduisant des couplages trans-diaxial et cis-diéquatorial
respectivement entre H-3 et les deux protons H,-2 et H,-4 permettant de placer le groupement

hydroxyle OH-3 en position 3 équatoriale (Figure I1I-66).

Figure II1-66 : Couplages du proton H-3

Les protons H,-1 et Hy-4 montrent en HMBC (Figure III-67) des corrélations en 2] et
3J avec deux carbones quaternaires résonant a oc 140,7 et 36,5 attribuables respectivement aux
carbones C-5 (sz) et C-10 (sp’), aussi ces deux protons corrélent en HMBC avec les carbones
C-2 et C-3. Les protons H,-1 couplent avec un carbone méthyle a 6¢ 19,4 et oy 1,06 indiquant
la présence du Me-19 au niveau du carbone C-10. Les protons du Me-19 correlent en HMBC
avec deux carbones C-10 et un carbone méthine a ¢ 50,1 qui ne peut étre que le carbone C-9.
L’expérience HSQC permet de repérer son proton a oy 0,98 (H-9).

A Tissue de cette analyse, les protons et les carbones du cycle A du stérol sont

identifiés.

Figure II1-67 : Corrélations HMBC du cycle A

Le spectre HMBC (Figure III-68) montre une tache de corrélation entre le proton
H-4 et un carbone éthylénique CH résonant a 121,7 ppm ne pouvant étre que le carbone C-6.
Son proton H-6 est détecté a 5,40 ppm sou forme de doublet de doublets (J = 5,2 ; 2,3 Hz) par
expérience HSQC. Les deux protons H-6 et H-9 correlent simultanément en HMBC avec

deux carbones dont un carbone secondaire CH; (C-7) a 6¢ 31,9 et I’autre un carbone tertiaire



CH (C-8) a 8¢ 31,8. L’expérience HSQC permet d’attribuer leurs protons a 1,50 ppm (H»-7) et
2,03 ppm (H-8).

Figure II1-68 : Corrélations HMBC du cycle B

Les protons H-6, H,-7, H-8 et H-9 faisant partie d’'un méme systeme de spin selon la
carte COSY, permettent de constituer 1’enchainement =°CH-'CH,-*CH-’CH- et de former le
cycle B du stérol (Figure I11-69).

Figure I11-69 : Corrélations COSY du cycle B

A partir du proton H-9 (Figure III-70), le spectre COSY montre les couplages H-9/
H,-11 résonant a 1,55 ppm (H-11a) et 1,50 ppm (H-11b) et H»-11/H>-12 a 2,06 ppm (H-12a)
et 1,21 ppm (H-12b). Leurs carbones sont détectés a 21,1 ppm (C-11) et 39,7 ppm (C-12) par
HSQC. Les protons H,-7, H-9 et H,-12 couplent en °J sur le spectre HMBC avec un carbone
méthine a 56,7 ppm attribuable au carbone C-14, son proton est localisé par I’expérience
HSQC a 1,04 ppm (H-14). Les protons H-14 et H>-12 correlent en HMBC avec un carbone
quaternaire résonant a 42,3 ppm et un groupement méthyle a 11,8 ppm qui ne peuvent étre

que les carbones C-13 et C-18 respectivement. Ce qui permet la fermeture du cycle C.
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Figure II1-70 : Corrélations COSY et HMBC du cycle C

A partir du proton H-14 on observe sur le spectre COSY (Figure III-71) les couplages
entre les protons H-14 (1,04 ppm)/H,-15 (1,63 H-15a; 1,11 H-15b) ppm /H,-16(1,89 H-16a ;
1,30 H-16b) ppm /H-17 (1,16 ppm). Par ailleurs le spectre HSQC indique leurs carbones a
d¢c 24,3 (C-15) 28,2 (C-16) et 56,0 (C-17).
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Figure III-71 : Corrélations COSY et HSQC du cycle D
L’expérience HMBC (Figure I1I-72) montrant des corrélations entre le proton H-17 et

les carbones C-12, C-13, C-18, les protons H,-16 et les carbones C-13 et C-17 conduit a la

fermeture du cycle E.

Figure III-72 : Corrélations HMBC du cycle E



A partir du proton H-17 déja identifié, il est visualisé un systeme de spin etendu
(Figure III-73) montrant les couplages entre les protons: H-17/H-20/H3-21 et H,-22/H,-23/
H-24/(H,-28/H3-29) et (H-25/H3-26 et H3-27). Ce qui permet d’attribuer leurs déplacements
chimiques a 6y 1,40 (H-20), 0,93 (H3-21), 1,36, 1,07 (H,-22), 1,21 (H»-23), 0,97 (H-24), 1,71
(H-25), 0,88 (H3-26), 0,87 (H3-27), 1,31 (H»-28), 0,89 (H3-29). Leurs carbones sont assignés
par I’expérience HSQC a 6¢ 36,1 (C-20), 18,8 (C-21), 33,9 (C-22), 26,0 (C-23), 45,8 (C-24),
29,1 (C-25), 19,8 (C-26), 19,0 (C-27), 23,0 (C-28) et 12,0 (C-29). Ce qui permet de constituer

la chaine latérale en CoH;; observée en générale dans les phytostérols (671,

Figure III-73 : Corrélations COSY de la chaine latérale du composé CPg

Le spectre HMBC (Figure III-74) présente des corrélations a longue distance C-H en

2y , 3J et *Jrelatives a la chaine latérale entre :

- les protons du groupement Me-21 et les carbones C-17, C-20 et C-22.
- les protons H,-23 et les carbones C-20, C-22 et C-24.

- le proton H-25 et les carbones C-23, C-24, C-26, C-27 et C-28.

- les protons H»-28 et les carbones C-24, C-25 et C-29.
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Figure II1-74 : Spectre HMBC du composé CPg

L’ensemble de ces données et la valeur du pouvoir rotatoire de ce composé mesurée
dans le chloroforme [a]p= -30° (C= 0,80 g/100 ml), permettent d’attribuer sans ambiguité
pour ce composé la structure suivante: 24-éthylcholest-5-én-3-ol ou B-sitostérol (CPg). Ce
métabolite secondaire commun a toutes les plantes, a été isolé de plusieurs especes du genre
Centaurea : C. africana [13], C. nicolai "™ et C. scabiosa ®®. Ces données sont conformes 2
celles de la littérature %,

Le B-sitostérol a fait I’objet de nombreuses études pharmacologiques qui ont montré
qu’il possede des propriétés anti-inflammatoire, anti-pyrétique, anti-néoplasique et immuno-
modulatrices *!.

Le B-sitostérol, seul ou en association avec d’autres phytostérols, diminue les niveaux
sanguins du cholestérol. Enfin, plusieurs études montrent 1’intérét du p-sitostérol dans le

traitement de I’hyperplasie de la prostate ",



Tableau 13: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) de

CP¢ dans CDCls.
Position oum J Hz oc
1 1,90 H-lam ; 1,13 H-1bm 37,2
2 1,88 H-2am ; 1,56 H-2b m 31,6
3 358 11,3;5,3 71,8
4 2,34 H-4a ddd (13,0; 5,0; 2,0) , 2,30 H-4b td 11,0; 2,0 42,3
5 - 140,7
6 5,40dd 5,2 ;2,3 121,7
7 1,50 m 31,9
8 2,031d 12,1;2.4 31,8
9 0,98 m 50,1
10 - 36,5
11 1,55 H-11am ; 1,50 H-11b ¢d 10,8; 4,6 21,1
12 2,06 H-12a dr 12,8; 3,6 ; 1,21 H-12b m 39,7
13 - 42,3
14 1,04 m 56,7
15 1,63 H-15am ; 1,11 H-15btm 11,2 243
16 1,89 H-16am ; 1,30 H-16b m 28,2
17 1,16 ¢ 10,0 56,0
18 0,74 s 11,8
19 1,06 s 19,4
20 1.4 m 36,1
21 0,93d6,5 18,8
22 1,36 H-22am ; 1,07 H-22b m 33,9
23 1,21 m 26,0
24 0,97 m 45,8
25 71 m 29,1
26 0,88 d 6,9 19,8
27 0,87d6,9 19,0
28 1,31 m 23,0
29 0,89174 12,0




I11-4-7- Elucidation structurale du composé CPy;

B-sitostéryl 3p-D-glucopyranoside

Il s’agit d’une saponine stéroidique, B-sitostéryl 3B-D-glucopyranoside (CPy;) connu

4 . £ 40 N . 82
sous le nom Daucostérol, isolée antérieurement des especes suivantes: C. bracteata L ],

e composé possede des activités biologiques : anti-inflammatoire, anti-

[84]

C. africana

pyrétique, anti-néoplasique, ** et anti-mutagénique

Les spectres de masse du composé CP;; obtenus en ionisation par ESI
(Electrospray), enregistrés en mode négatif (Figure III-75) et mode positif (Figure I1I-76)
montrent des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 575 [M-H], 1151 [2M-H], 599
[M+Na]* et 1175 [2M+Na]" respectivement, correspondant a une masse moléculaire de 576

uma et une formule brute en C3sHgoOe.
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Figure III-75 : Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé CPy;
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Figure III-76: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé CPy;

Hormis les signaux de protons et carbones (Tableau 13) de la génine stéroidique
(sitostérol) identifiables par comparaison avec le composé précédent CPg et les données de la
littérature %) le spectre RMN 'H (Figure III-77) montre un proton anomérique déblindé

résonant a 4,41 ppm sous forme d’un doublet a grande constante de couplage Jur-u2'= 7,9 Hz.
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Figure ITI-77: Spectre RMN 'H du composé CPy;

Le spectre COSY H-H (Figure I1I-78) permet d’identifier un systeme de spin a sept
protons d’un hexose. En effet et partant du proton anomérique H-1’, on relie a travers leurs
taches de corrélation les protons H-2’ (3,23 ppm), H-3" (3,42 ppm), H-4’ (3,42 ppm), H-5’
(3,29 ppm) et H-6" (3,84, H-6’a et 3,75 H-6’b). Les grandes valeurs de constantes de couplage



(Jur-nz = 7,9 Hz, Juz-wy = 7,9 Hz, Juy-va= 7,9 Hz) indiquent que tous les protons sont
axiaux. Il s’agit donc d’un glucose de configuration 3 au regard de la constante de couplage

Jur-n2 =79 Hz.
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Figure III-78: Spectre COSY (partie glucose)

L’expérience HSQC J-modulé permet d’attribuer tous les déplacements chimiques des
carbones du glucose a o6¢ 101,5 (C-1’), 74,0 (C-2’), 76,9 (C-3’), 70,7 (C-4’), 76,3 (C-5’) et
62,2 (C-6").

La corrélation *Jy.c observée sur le spectre HMBC (Figures III-79 et 80) entre le
proton anomere H-1" du glucose et le carbone C-3 de la génine, montre que ce sucre est

attaché a I’hydroxyle en position C-3.
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Figure II1-80: Principales corrélations HMBC observées pour le composé CPyy

L’ensemble de ces données et la mesure du pouvoir rotatoire [a]p = - 41,5° (¢ = 0,4,
MeOH), permettent d’attribuer sans ambiguité pour ce composé la structure suivante :

B-sitostéryl 33-D-glucopyranoside (CPjy;) nommé également Daucostérol.



Tableau 14: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) de

CPy1 dans CDCI3 + CD;0D.

Position OHm JHz oC
1 1,88 (H-1a) m ; 1,08 (H-1b) m 37,6
2 1,91 (H-2a) m ; 1,62 (H-2b) m 29,9
3 3,59 m 79,5
4 2,42 (H-4a) dm 10 ; 2,28 (H-4b) 1 10 39,0
5 - 140,7
6 5,37d5,0 122.4
7 1,47 m 32,3
8 1,97 m 32,3
9 0,96 m 50,6
10 - 37,1
11 1,45 (H-11a) m ; 1,02 (H-11b) m 21,2
12 2,01 (H-12a) m ; 1,17 (H-11b) m 40,8
13 - 42,7
14 1,03 m 57,2
15 1,59 (H-15a) m ; 1,11 (H-15b) m 24,6
16 1,84 (H-16a) m ; 1,29 (H-16b) m 28,6
17 1,14 m 56,4
18 0,70 s 12,1
19 1,03 s 19,5
20 1,37 m 36,5
21 0,95d5,1 18,9
22 1,34 (H-22a) m ; 1,04 (H-22b) m 34,3
23 1,L19m 26,4
24 0,93 m 46,2
25 1,68 m 29,5
26 0,94d5,3 19,9
27 0,83 d 6,9 19,2
28 1,26 m 23,4
29 0,8517,4 12,3

Glucose
I’ 4,41d7,9 101,5
2’ 3,23t7,9 74,0
3 3,421t7,9 76,9
4 342 m 70,7
5 3,29 m 76,3
6’ 3,84 H-6’a dl 10,0 62,2

3,75 H-6’b dd 10,0; 5,0




I11-4-8- Elucidation structurale du composé CP;

Lup-20(29)-én-3-ol

Le composé CP; est le lup-20(29)-eén-3-ol, un triterpene pentacyclique appartenant a
la série lupane, nommé lupéol, se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le
chloroforme. Ce composé prend une coloration marron apres révélation en CCM par I’acide

sulfurique et chauffage. Il a ét€ isolé pour la premiere fois en 1889 de I’espece Lupinus luteus.

Le spectre de masse obtenu par électrospray ESI-MS (Figure III-81) permet
d’observer en mode positif deux pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na]" et [2M+Na]" a m/z
= 4494 et 875,3 respectivement, soit une masse moléculaire égale a 426 uma correspondant a

une formule brute en C;oHs(0.
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Figure II1-81 : Spectre de masse ESI (mode positif) du composé CP;

La majorité des signaux du spectre RMN 'H du composé CP; (figure II1-82) est
observée dans la région des hauts champs attestant de la présence de protons aliphatiques.
Parmi ceux-ci, le spectre présente un profil typique de triterpene avec la présence de sept
groupements méthyles : six formant des singulets fins chacun résonant a dy 0,97 (H3-23),

0,77 (H3-24), 0,84 (H3-25), 1,04 (H3-26), 0,96 (H3-27), 0,80 (H3-28) et un formant un singulet



large a oy 1,70 attribuable aux protons H3-30. Le déblindage de ces derniers indique que le
groupement méthyle Me-30 est lié & un carbone insaturé. En plus, le spectre RMN 'H révele
dans la région des champs faibles la présence d’un signal correspondant a un groupement

hydroxyméthine a 6y 3,18 et des signaux de deux protons oléfiniques a oy 4,56 et 4,68 ppm.
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Figure ITI-82 : Spectre RMN 'H du composé CP;

Le spectre RMN BC J-modulé du composé CP; (Figure III-83) montre 30 signaux
confirmant la présence d’un squelette triterpénique, avec sept méthyles dont I’expérience
HSQC J-modulé permet de définir leurs déplacements chimiques a do¢ 28,4 (C-23), 15,6
(C-24), 16,2 (C-25), 16,1 (C-26), 14,8 (C-27), 18,1 (C-28) et 109,5 (C-30). Par ailleurs, il
permet d’observer les signaux d’un carbone quaternaire oléfinique a ¢ 151,2 et d’un carbone

secondaire oléfinique a o¢ 109,5 (CHy).
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Figure ITI-83: Spectre RMN *C J-modulé du composé CP;



Les déplacements chimiques du groupement méthine CH a (6¢ 79,3/0u 3,18) déduits
du spectre HSQC J-modulé confirment la présence d’un groupement hydroxyle en C-3. Les
signaux d’un autre groupement méthine CH a (3¢ 55,5/6y 0,69) déterminés également a partir
de la carte HSQC J-modulé (Figure III-84) sont caractéristiques d’un méthine en C-5 d’une

trans-décaline A/B'® observé dans de nombreux composés triterpéniques.

CH;

:

g /N Corrélations HSQC

Figure II1-84 : Trans-décaline A/B

L’identification de la structure du composé CP; repose principalement sur I’examen
conjoint des spectres HMBC, COSY H-H et HSQC J-modulé. Cette analyse peut débuter a
partir du proton H-3 (Figure III-84) résonant a oy 3,18 sous forme d’un doublet de doublets
(J =11,0; 5,3 Hz) qui correle avec les protons Hy-2 a 6y 1,61 selon ’expérience COSY H-H.
Ces deux derniers couplent avec deux protons géminés H-1a et H-1b détectés a 1,64 et 0,94
ppm respectivement. L’expérience HSQC J-modulé permet d’identifier leurs carbones a 6c

38,7 (C-1), 27,5 (C-2) et 79,3 (C-3) (Figure III-85).

-«——>» corrélations COSY

Figure III-85 : Corrélations HSQC et COSY du cycle A



La configuration B-orientée du groupement hydroxyle lie au carbone C-3 est
confirmée par le déplacement chimique du C-3 a 3¢ 79,3 ppm, alors qu’elle serait proche de

76 ppm dans le cas d’une orientation o '** (Figure I11-86).

Figure I11-86: Configurations et o du groupement hydroxyle

Le carbone C-3 correle en HMBC avec les protons de deux groupements méthyles a
0,97 ppm (s, 3H) et 0,77 ppm (s, 3H) couplant a leur tour en HSQC avec deux carbones
méthyliques Me-23 et Me-24 a 28,4 et 15,6 ppm respectivement. La différence de
déplacement chimique de 12,8 ppm permet d’attribuer le Me-23 d’orientation équatoriale a oc
28,4/6y 0,97 et le Me-24 axial a d¢ 15,6/6y 0,77. Par ailleurs les protons des groupements
méthyles H3-23 et H3-24 correlent en 3] dans le spectre HMBC avec le carbone méthine C-5 a
55,5 ppm identifié précédemment et en °J avec un carbone quaternaire ne pouvant étre que le
C-4 a2 39,8 ppm. Le carbone C-5 présente sur le spectre HMBC une tache de corrélation avec
les protons d’un groupement méthyle a oy 0,84 (s, 3H) correspondant au groupement méthyle
Hs-25. Le déplacement chimique du carbone C-25 est repéré a 16,2 ppm selon 1’expérience
HSQC. Les protons H3-25, H-1b et H-5 couplent avec un carbone quaternaire résonant a 37,2

ppm correspondant au carbone C-10 (Figure III-85 et 87).

H,C CH
2 237

Figure III-87: Corrélations HMBC au niveau du cycle A



A Tissue de cette analyse, les protons et carbones du cycle A du triterpene sont
entierement identifiés.

Le carbone méthine détecté a 50,9 ppm correle dans le spectre HMBC (Figure 111-88)
en °J avec deux groupements méthyles a oy 0,84 (Me-25) et a oy 1,04 (s, 3H, Me-26). Ce
carbone ne pouvant étre que le C-9. Les protons H3-26 couplent en HSQC avec leur carbone
résonant a 16,1 ppm. Le spectre COSY montrent un systeme de spin a 5 protons formant
I’enchainement -°CH-°CH,-"CH,- et permet d’assigner les protons couplés H-6a (1,52 ppm),
H-6b (1,39 ppm), et H-7 (1,38 ppm) qui correlent en HSQC avec les carbones résonant a
19,0 ppm (C-6) et 34,2 ppm (C-7). Le proton H-6a couple en HMBC avec un carbone
quaternaire résonant a 41,1 attribuable au carbone C-8, ce qui permet alors de fermer le

deuxieme cycle B du triterpene (Figure 11I-88).

[VaVavavyl

25
T féﬂ "
P
8
A 5 B . Corrélations HMBC/~ X\

\ ’ .
HO Corrélations COSY «——>
H
H,C CHONH

Figure II1-88: Corrélations HMBC et COSY observées au niveau du cycle B

Les protons du méthyle Me-26 (Figure III-89) correlent en HMBC avec C-7, C-8
et C-9 déja assignés et avec un carbone quaternaire repéré a 42,8 ppm correspondant au
carbone C-14. Les carbones C-8 et C-14 présentent des taches de corrélation dans le
spectre HMBC avec un groupement méthyle sous forme d’un singulet détecté a 0,96 ppm
attribuable aux protons H3-27. Ces derniers couplent en 7J avec deux carbones résonant 2
38,5 ppm (CH) et 27,2 ppm (CH;) correspondant aux carbones C-13 et C-15 respective-
ment. Leurs protons sont détectés a 1,62 ppm (H-13), 0,96 ppm (H-15b) et 1,61 ppm
(H-15a) selon I’expérience HSQC. A partir du proton H-13, il est observé sur le spectre
COSY les couplages scalaires entre les protons: H-13/H»-12 (1,10; 1,70 ppm)/H,-11
(1,29; 1,43 ppm)/ H-9. Les protons H,-12 et H»-11 couplent en HSQC avec les carbones



C-12 (25,3 ppm) et C-11 (21,2 ppm). En conséquence les déplacements chimique de tous

les protons et carbones du cycle C sont déterminés.

Corrélations COSY <=—>

Corrélations HMBC 7~ X\

H;C CH;

Figure II1-89: Corrélations HMBC et COSY du cycle C

En plus, I’analyse structurale des spectres HSQC et COSY du composé CP; indique la
présence de deux protons déblindés sous forme de singulet large chacun a oy 4,68 et 4,56
attribuables respectivement aux protons géminés H-29a et H-29b, qui couplent sur le spectre
HSQC (Figure III-90) avec le méme carbone résonant a ¢ 109,5 (C-29) et correlent aussi
dans I’expérience COSY (Figure III-91) en “J avec les protons H3-30 (couplage allylique).

Ces constatations suggerent alors la présence d’un groupement isoprényle.
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Figure II1-90: Partie du spectre HSQC du composé CP;
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Figure II1-91: Partie du spectre COSY du composé CP,

Les protons Hy-15 assignés précédemment couplent en COSY avec deux protons
géminés H,-16 résonant a 1,48 ppm dont le carbone est repéré a 35,9 ppm (C-16). Ce dernier
correle en HMBC avec les protons du groupement méthyle H3-28 a 6y 0,80/0¢ 18,1 qui
couplent a leur tour avec trois carbones se répartissant en un carbone méthylene C-22 (40,3
ppm) et H>-22 (1,19 ppm), un carbone quaternaire C-17 (43,2 ppm) et un carbone méthine
C-18 (48,5 ppm) et H-18 (1,39 ppm) (Figure III-92). Cette analyse nous permet de former le
cycle D du triterpene.
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Figure II1-92 : Spectre HMBC du composé CP;



Toutes ces données spectroscopiques permettant de déduire la formule brute du
composé CPq en C30Hs0O indiquent 6 degrés d’insaturations, ce qui nous autorise a émettre
I’hypotheése que le composé CP; est un triterpene pentacyclique dont le dernier cycle
(cycle E) est a 5 chainons et est substitué par un groupement isoprényle. Alors, le composé
CP; peut donc étre de type lupane (groupement isoprenyle li€é au C-19) ou hopane

(groupement isoprenyle 1ié au C-21) (figure I11-93) #3,

Hopane Lupane

Figure II1-93: Squelettes hopane et lupane

En raison de la proximité et de I’orientation de la chaine latérale du groupement
1soprénique dans le squelette lupane, les C-13 et C-27 sont beaucoup plus blindés que dans le
squelette hopane 851 Pour le composé CPj, le déplacement chimique du C-13 est de ¢ 38,5
alors qu’on observerait une valeur d’environ 50,0 ppm dans le cas d’un hopane; de la méme
maniere, le Me-27 a oc 14,8 dans le composé CP;p serait plus déblindé o6c 18,0 dans une

structure de type hopane 86571 En conséquence le composé CP; est a squelette lupane.

Sur le spectre COSY (Figure III-94), il est visualisé un systeme de spin constituant
I’enchainement "*CH-'CH-'°CH-*'CH,-*’CH,- qui montre les couplages attendus entre:
H-13/H-18/H-19/H,-21/H,-22. Ce qui permet d’attribuer leurs déplacements chimiques a
ou 2,38 (H-19), 1,27 (H»-21) et 1,19 (H»-22). Leurs carbones sont assignés par 1’expérience
HSQC a 8¢ 47,8 (C-19) et 30,1 (C-21). Le déplacement chimique du proton H-19 (2,38 ppm)

est également caractéristique d’un squelette lupane %)



Figure II1-94 : Corrélations COSY des cycles D et E

L’ensemble des données spectroscopiques (RMN 'H, "*C J-modulé, COSY, HMBC et
HSQC J-modulé et la mesure de pouvoir rotatoire [a]p =+26,4° (C = 0,4, CHCl5) conduisent
a vérifier la stéréochimie des centres chiraux de ce composé (Figure 11I-94) et a identifier tous

les protons et carbones de 1a molécule (Tableau 15).

23 CH;

Figure II1-95 : Stéréochimie des centres chiraux du composé CP;

A Tissue de cette analyse ce composé est identifié au lup-20(29)-¢n-3-ol nommé
lupéol isolé précédemment de Centaurea horrida ™, Strobilanthus callosus ®", Paullinia
weinmanniaefolia " 11 possede des activités biologiques intéressantes anti-inflammatoire,

anti-arthritique [901, anti-fongique et anti-malarique 21



Tableau 15 : Déplacements chimiques en RMN '"H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) de

CP] dans CDC13.
Position oym,J Hz dc
1 1,64 m H-1a; 0,94 m H-1b 38,7
2 1,61 m 27,5
3 3,18dd 11,0 ;5,3 79,3
4 - 39,8
5 0,69 m 55,5
6 1,52 m H-6a; 1,39 m H-6b 19,0
7 1,38 m 34,2
8 - 41,1
9 1,30 sl 50,9
10 - 37,2
11 1,43 m H-11a; 1,29 m H-11b 21,2
12 1,70 m H-12a, 1,10 m H-12b 25,3
13 1,62 m 38,5
14 - 42,8
15 1,61 m H-15a; 0,96 m H-15b 27,2
16 1,48 m 35,9
17 - 43,2
18 1,39 m 48,5
19 2,38 m 47,8
20 - 151,2
21 1,27 m 30,1
22 1,19 m 40,3
23 0,97 s 28,4
24 0,77 s 15,6
25 0,84 s 16,2
26 1,04 s 16,1
27 0,96 s 14,8
28 0,80 s 18,1
29 4,68 sl H-29a ; 4,56 sl H-29b 109,5
30 1,70 sl 19,8




I11-4-9 Elucidation structurale du composé CP;
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18a,19a-urs-20(30)-en-3p-ol

Le composé CPjy est le 18a,19a-urs-20(30)-en-3B-o0l, un triterpene pentacyclique
nommé taraxastérol, se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le
chloroforme. Ce composé prend une coloration violette apres révélation en CCM par 1’acide

sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS du composé CPjg (Figure 111-96) montre en mode négatif
deux pics d’ions pseudomoléculaires [M-H] et [2M-H] a m/z = 425,3 et 851,2 respective-
ment, ce qui donne une masse moléculaire égale a 426 uma correspondant a une formule brute

en C3oHs00.

Mass Spectrum List Report

Analysis Info
Analysis Name NMO002448.d Acquisition Date 03/10/10 15:15:44
Method infusion.MS Operator LONG Christophe
Sample Name CP10 instrument Esquire-LC_00088
Comment
Acquisition Parameter
ion Source Type ESI lon Polarity Negative Alternating Jon Polarity n/a
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 200.00 m/z Scan End 1500.00 m/z
Capillary Exit 113.¢ Volt Skim 1 38.3 Volt Trap Drive 39.0
Accumulation Time 525 us Averages 10 Spectra Auto MSMS Off
Intenss.. NMO002448.d; —M3|
x10 [M-H]-
4 425.3
3]
2] [2M-H]-
13 851.2
0 i = sl i v v v T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Figure II1-96: Spectre de masse ESI (mode négatif) du composé CP;



Le spectre RMN 'H (Figure III-97) est presque identique 2 celui du composé CP; déja
identifié. En effet, on observe dans la région des champs forts les signaux des sept
groupements méthyles a oy 0,98 (H-23), 0,77 (H-24), 0,84 (H-25), 1,02 (H-26), 0,93 (H-27),
0,86 (H-28), 1,01 (H-29) caractéristiques des composés de type triterpene pentacyclique. Dans
la zone de résonance deblindée du spectre RMN 'H, il est repéré le signal du groupement

hydroxyméthine a 3,2 ppm (H-3).
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Figure I1I-97: Spectre RMN 'H du composé CP;

La différence entre les composés CP; et CPy9 concerne la disparition des signaux du
groupement isoprényle du composé CP; et I’apparition de deux signaux sous forme de
singulet large chacun a 4,60 et 4,62 ppm attribuables aux protons éthyléniques d’un
groupement méthyléne exocyclique. Le spectre HSQC J-modulé permet de déterminer le
déplacement chimique de leur carbone a d¢ 107,4 (C-30). Les protons éthyléniques géminés
du groupement méthylene correlent en HMBC (Figure III-98) avec deux carbones dont un CH
a 0c 39,6 (C-19) et I'autre un CH; a 0oc¢ 25,9 (C-21). Leurs protons sont repérés a oy 2,08
(H-19), 2,43 (H-21a) et 2,19 (H-21b) respectivement selon I’expérience HSQC.
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Figure II1-98: Corrélations HMBC des protons éthyléniques géminés H-30

Le spectre RMN BC J-modulé (Figure II1-99) indique la présence de 30 signaux se
répartissant en 7 méthyles, 11 méthylenes dont 1 CH, hybridé sp®(107,4 ppm) et 6 carbones
quaternaires dont 1 hybridé sp® (154,9 ppm) attestant de sa nature tritérpenique. Le nombre
d’insaturation égale a 6, suggere aussi la présence d’un triterpene pentacyclique dont le cycle

E est a 6 chainons portant une double liaison exocyclique en position C-20.
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Figure III-99: Partie du spectre RMN *C J-modulé du composé CP;




Les protons (H»-21) couplent en COSY (Figure III-100) avec deux protons résonant a
1,37 ppm (m, H-22). L’expérience HSQC permet d’assigner le déplacement chimique du
carbone C-22 a 38,9 ppm. La multiplicité du proton H-19 sous forme de quintuplet avec
J = 6,8 Hz indique qu’il est couplé avec 4 protons voisins dont 3 du groupement méthyle

Hs-29 (64 1,01, d, J="7,1 Hz) et un du groupement méthine H-18 (34 0,96, m).

Figure III-100: Corrélations COSY du composé CPj

Les protons H-19 et H>-21 corrélent en HMBC (Figure ITI-101) en °J avec un carbone
quaternaire sp3 résonant a 34,5 ppm correspondant au carbone C-17. Ce dernier présente
également des corrélations en HMBC avec les protons H-18, H»-22, H3-28 (6 0,86, s), H-13
(0 1,59, m), Hy-15 (84 0,97 et 1,68, m) et Hy-16 (dy 1,17 et 1,23, m). Les déplacements
chimiques des carbones correspondant ont été déterminés par analyse du spectre HSQC J-

modulé a 5c 48,7 (C-18), 39,2 (C-13), 26,9 (C-15) et 38,3 (C-16).
30

Figure I1I-101: Corrélations HMBC du composé CPy

L’ensemble de ces données spectroscopiques, en plus de la mesure du pouvoir
rotatoire dans le chloroforme ([a]p= + 95°, C= 0,36 g/100 ml) et la comparaison avec les

données de la littérature conduisent a €élaborer la structure moléculaire, confirmer la



stéréochimie des carbones asymétriques (Figure III-102) et a proposer pour ce composé la

structure suivante: 18a,19a-urs-20(30)-en-3p3-o0l (CPy9) connu sous le nom taraxastérol.

23 CH;

Figure I11-102 : Stéréochimie des centres chiraux du composé CPy

z 2oz 0t z z_. N . . 93 . .
Ce composé a été isolé antérieurement des especes : Argania spinosa : ], Millettia

versicolor P4 551

[96]

et Centaurea dimorpha
[97]

, et il possede des activités biologiques: anti-

tumorale © ", anti-inflammatoire



Tableau 16: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) de

CP]() dans CDC13.

Position oym,J Hz dc
1 1,71 m H-1a; 0,96 m H-1b 38,8
2 1,61 m 37,4
3 32m 79,0
4 - 38,9
5 0,70 m 55,5
6 1,53 m H-6a; 1,38 m H-6b 18,5
7 1,39 m 34,2
8 - 40,3
9 1,32 sl 50,5
10 - 37,1
11 1,54 m H-11a; 1,27 m H-11b 21,2
12 1,68 m H-12a, 1,13 m H-12b 26,4
13 1,59 m 39,2
14 - 42,0
15 1,68 m H-15a; 0,97 m H-15b 26,9
16 1,23 m H-16a; 1,17 m H-16b 38,3
17 - 34,5
18 0,96 m 48,7
19 2,08 quintuplet 6,8 39,6
20 - 1549
21 2,43 m H-21a; 2,19 m H-21b 25,9
22 1,37 m 38,9
23 0,98 s 28,2
24 0,77 s 15,4
25 0,84 s 16,3
26 1,02 s 15,9
27 0,93 s 14,8
28 0,86 s 19,6
29 1,01d7,1 25,6
30 4,62 sl H-30a; 4,60 sl H-30b 1074




CONCLUSION

L’étude phytochimique réalisée sur 1’espece Centaurea pubescens Willd. ssp.
omphalotricha Batt. de la famille Asteraceae, plante endémique a 1’Algérie et la Tunisie a
abouti a l'isolement de 2 triterpenes pentacycliques, 5 flavonoides et 2 stéroides. Ces
composés ont été obtenus a I’état pur a partir de I’extrait dichlorométhane des parties
aériennes de C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. par I’utilisation en alternance des
différentes méthodes chromatographiques employées dans notre laboratoire a savoir la
chromatographie sur colonne de gel de silice normale et sur plaques préparatives de silice

normale et greffée en C18 et la chromatographie d’exclusion stérique sur Séphadex.

L’identification des métabolites secondaires isolés dans le cadre de ce travail de
recherche est rendue possible grice a 1'utilisation combinée des différentes méthodes
d’analyse spectroscopiques modernes particulirement la RMN 1D ('H, "°C DEPT et Be
J-modulé) et 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé et HMBC), la spectrométrie de masse
ESI-MS, Tl'ultraviolet et I’infrarouge, la mesure du pouvoir rotatoire [a]p et par la

comparaison avec les données de la littérature.

Les composés identifiés appartiennent a trois classes de métabolites secondaires : les
flavonoides, les triterpenes, et les stéroides et se repartissent comme suit :
- quatre flavonoides de type flavone : Oroxyline A (CP,), Chrysine (CP3), Ténaxine II
(CPy) et 5,7,2’-trihydroxyflavone (CPs).
- un flavonoide de type flavonol: Quercétine (CPy).
- un triterpene pentacyclique a squelette lupane: Lupéol (CP;y).
- un triterpéne pentacyclique a squelette ursane: Taraxastérol (CPjy).

- deux stéroides: B-sitostérol (CPs) et Daucostérol (CPyy).

Cette investigation phytochimique qui a mené a 1’identification de 9 biomolécules, a
partir de I’extrait dichlorométhane des parties aériennes de C. pubescens Willd. ssp.
omphalotricha Batt., se répartissant en 4 triterpénoides et 5 flavonoides n’a pas permis
I’isolement de sesquiterpenes lactones, composés typiques en général du genre Centaurea. Ce

constat a été relevé par plusieurs études réalisées sur les especes Centaurea a savoir : C.



africana, C. bracteata et C. horrida. Par ailleurs, il est important de mentionner que les deux
flavonoides de type flavone Ténaxine II (CPy) et 5,7,2’-trihydroxyflavone (CPs) ont été

1solés pour la premiere fois dans le genre Centaurea.

Cette étude montre encore une fois la richesse des plantes du genre Centaurea en
métabolites secondaires de type triterpenes et polyphénoles, particulierement les flavonoides
considérés comme constituants typiques des plantes du genre Centaurea et de la famille

Asteraceae.



Chapitre VI
Activitgs hiologiqUe*



IV-1- Introduction

80% de la population mondiale utiliseraient des plantes médicinales pour divers
problemes de santé. Ceci par choix, mais aussi du fait de la pauvreté grandissante de ces

N

populations qui n’ont pas acces aux médicaments modernes a cause de leurs cofits tres

onéreux 3!,

Les plantes utilisent différents moyens pour se défendre des agressions de leur enviro-
nnement que constituent les herbivores, les insectes, les bactéries, les rayons UV. Certains de
ces moyens de défense font appel particulicrement a des composés chimiques qui
interagissent avec le métabolisme de l'attaquant; étant alors intoxiqué et affecté, ce dernier
pourrait étre découragé de poursuivre son attaque. Certains de ces composés ont aussi un effet
pharmacologique chez 1'étre humain et peuvent donc servir de remedes, tout dépendant de la

dose utilisée *1%01,

La recherche de composés possédant des activités thérapeutiques ne peut toutefois pas

étre entreprise au hasard compte tenu du tres grand nombre d'especes végétales. Cette

. . T (14t o [101
démarche doit donc étre judicieusement réfléchie et orientée [101]

. Dans cette optique,
l'ethnopharmacologie qui étudie principalement les propriétés pharmacologiques des plantes
et les préparations utilisées en médecine traditionnelle permettrait vraisemblablement
d'orienter les recherches pour I'isolement et 1’identification de composés bioactifs ayant des
activités biologiques intéressantes (anti-oxydante, anti-bactérienne, anti-fongique, anti-

inflammatoire. . ..etc.) 1102,103]

Paradoxalement, les grandes corporations pharmaceutiques a travers le monde

délaissent peu a peu le domaine de la recherche de nouveaux antibiotiques pour se concentrer

davantage sur les maladies chroniques qui promettent des profits intéressants (1041051 1 4

problématique de la résistance aux antibiotiques rappelle cependant qu'il est important de
trouver de nouvelles molécules possédant une activité antibactérienne qui agissent sur des

cibles cellulaires différentes de celles visées par les antibiotiques actuellement utilisés dans le

[106]

domaine de la santé publique . Les plantes médicinales peuvent étre une source

intéressante de nouveaux composés antibiotiques permettant éventuellement de faire face a ce

probleme mondial majeur Lo71.



Le but de notre approche est d'évaluer 1’activité anti-radicaux libres par le test DPPH
(1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) et 1’activité anti-bactérienne par la méthode de diffusion en
milieu gélosé des extraits végétaux bruts (EP, CH,Cl,, AcOEt et n-BuOH) et des produits
isolés de la plante Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. L’activité anti-
bactérienne a été estimée sur quatre souches bactériennes a Gram négatif Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli et a Gram positif Staphylococcus aureus et Staphylococcus

aureus (MRSA).



v antris



IV-2- Travaux antérieurs

IV-2-1- Microbiologie

La microbiologie est la science qui étudie les micro-organismes. Ces derniers sont des
étres vivants de petites tailles qui ne peuvent €tre vus a l'oeil nu (quelques protistes
unicellulaires sont visibles a 1'oeil). Ils ne peuvent donc étre observés qu'a l'aide d'un

microscope.

IV-2-2- Bactéries

Les bactéries (Bacteria) sont des micro-organismes vivants unicellulaires procaryotes.
Elles mesurent quelques micrometres de long (généralement de 0,5 a 5 wm de longueur) et
peuvent présenter différentes formes : des formes sphériques (coques), des formes allongées
ou en batonnets (bacilles) et des formes plus ou moins spiralées (spirilles).

Les bactéries sont ubiquitaires et sont présentes dans tous les types de biotopes : sol,
eau, air, sur les végétaux et les animaux...etc. Cependant, de nombreuses especes bactérie-
nnes sont pathogeénes et sont responsables de maladies infectieuses comme le choléra, la

syphilis et la tuberculose L108]

IV-2-3- Procaryotes
On désigne sous le terme « procaryotes » (du grec pro = avant et caryon = noyau),
I’ensemble des micro-organismes dont la cellule ne possede pas de noyau nucléaire ni d'autres

organites (Figure VI-1). Les procaryotes sont subdivisés en deux groupes taxonomiques : les

[109]

archées et les bactéries

- Capsule

Chromosome

Ribosome

- Flagelle

Cytoplasme

Pili

Membrane cytoplasmique

Paroi cellulaire

Figure VI-1: Structure d’une cellule procaryote (bactérie)



IV-2-4- Paroi cellulaire

La paroi cellulaire est I’une des caractéristiques importantes des bactéries. Elle donne
a la bactérie sa forme et la protege contre 1’éclatement sous I’effet de la pression osmotique
du cytoplasme. En fonction de leur paroi cellulaire, les bactéries peuvent étre divisées en deux
groupes : les Gram positifs (Gram+) et les Gram négatifs (Gram-). Cette différenciation est
basée sur la structure et la composition chimique de la paroi cellulaire mise en évidence grace
a la coloration de Gram. Les bactéries a coloration de Gram+ possedent une paroi cellulaire

P . ;. < . o [ 110
épaisse alors que les bactéries a coloration de Gram- ont une paroi fine (110

IV-2-5- Types de bactéries

Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes (Gram positif et Gram négatif)

basés sur la différence de la structure et de la composition chimique de la paroi cellulaire (i

IV-2-5-1- Gram négatif
Les bactéries a Gram négatif (Figure VI-2) ont une structure qui s'organise en trois
grandes parties, soit, de I'extérieur vers l'intérieur :
- La membrane externe
- L'espace périplasmique, comportant notamment la paroi

- La membrane plasmique

IV-2-5-2- Gram positif

Les bactéries a Gram positif (Figure IV-2) ont une structure qui s'organise en trois
grandes parties (de 1'extérieur vers l'intérieur) :
- La couche de peptidoglycane composant la paroi cellulaire
- L'espace périplasmique

- La membrane plasmique



&Gram”

Polysaccharides capsulaires

Porine

Protéines capsulaires

Lipoprotéines
- o @
L Bicouche lipidique

Peptidoglycane et

- Acides técholques ——

T s o Peptidoglycane  -—-—----—-------------------_"-— -

Chromosome

Figure VI-2: Structure de la paroi bactérienne

IV-2-6- Gélose de MUELLER-HINTON (MH)

La gélose de Mueller-Hinton est le milieu de référence pour 1'étude de la sensibilité
des souches bactériennes aux antibiotiques, ses composants sont ci-apres désignés (121,
- Infusion de viande boeuf : 300 g/l
- Bio-Case: 17,5 g/l
- Amidon: 1,5 g/l
- Agar:17 g/
- pH:73

IV-2-7- Les antibiotiques

Un antibiotique est défini comme étant tout composé chimique, élaboré par un
organisme vivant ou produit par synthese, a coefficient chimiothérapeutique élevé dont
I’activité thérapeutique se manifeste a tres faible dose, d’une maniere spécifique, par
I’inhibition de certains processus vitaux, a 1’égard des virus, des micro-organismes ou méme

de certaines cellules des étres pluricellulaires [113]



IV-2-8- Activités biologiques des flavonoides

Dans la plupart des plantes, les flavonoides sont considérés comme des pigments
polyphénoliques responsables des colorations des fleurs et des fruits. Ils possedent de
nombreux vertus thérapeutiques. Ils sont particulierement actifs dans le maintien d’une bonne
circulation du sang. Certains ont aussi des propriétés anti-inflammatoire, anti-bactérienne et
anti-virale, d’autres ont des effets protecteurs sur le foie. Les flavonoides comme
I’hespéridine et la rutine, renforcent les parois capillaires et préviennent I’infiltration dans les
tissus voisins.

Les relations structures-activités anti-oxydantes des flavonoides et des composés
phénoliques en générale ont montré que I’activité anti-oxydante est déterminée par la position
et le degré d’hydroxylation du squelette flavonique " dont des exemples ci-apres illustrent

I’intensité de 1’activité anti-radicaux libres :

- L’effet de I’ortho-dihydroxy du cycle B sur ’activité anti-oxydante

La présence de deux hydroxyles en position ortho du cycle B augmente 1’activité anti-
oxydante des flavonoides comparativement a 1’hydroxyle en position méta, c'est-a-dire une
seule hydroxylation, ce qui montre 1’importance de la substitution ortho-di-OH du cycle B
[115]

La configuration des hydroxyles du noyau B est le parametre structural le plus
significatif de 1’activité anti-oxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence
d’un hydroxyle en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogene. En effet, cette stabilité
résulte de la formation d’une liaison hydrogene (Figure VI-3) et de la délocalisation de

Iélectron non apparié (Figure VI-4) 1161

(J
O, Liaison hydrogéne

Z,
Z
7

/H
0 0]
OH T
T~ Radical isoénergétique
(0]

Figure VI-3: Stabilisation du radical phénoxy par formation de liaison hydrogéne



Figure VI-4: Stabilisation du radical phénoxy par délocalisation éléctronique

- L’effet de la glycosylation et O-méthylation sur ’activité anti-oxydante

La gluycosylation ou la O-méthylation du groupement hydroxyle en position C-7 des

o RS 17
flavones et des flavanones diminue 1’activité anti-oxydante "7/,

- L’effet de la double liaison C,-C;et le carbonyle en C-4 sur ’activité anti-oxydante

La présence de la double liaison entre les carbones C-2, C-3 et le carbonyle en C-4

]

permet une délocalisation électronique stabilisante du radical phénoxy (18] e qui augmente

I’activité anti-oxydante des flavonoides [16,117]

Cyanidine

Catéchine

Quercetine



- La présence de groupements hydroxyles sur le cycle A

La présence de groupements hydroxyles sur la partie catéchole peut compenser
I’absence de la fonction hydroxyle sur le cycle B et permettre le maintien de 1’activité anti-

oxydante (1191

- La présence de groupements hydroxyles en position 3

La glycosylation ou la méthylation de 1’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit
a une diminution importante de 1’activité antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les
autres groupements phénoliques sont substitués. Donc la présence d’un groupement hydroxyle
en position 3 renforce les propriétés anti-oxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé. La
présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a I’effet anti-oxydant dans

. 120, 121
le cas des isoflavones 120> 1211

D’autres activités ont été rapportées dans le cas des composés flavonoidiques et se

résument en :

- L’effet du carbonyle des flavonoides sur I’activité anti-bactérienne

Les composés phénoliques ont une action spasmolytique, antibactérienne surtout
contre les Gram- dont les groupes C=0 réagissent avec les S-H et empéchent la croissance

bactérienne, ils ont aussi une activité fongicide parfois vermifuge et cytotoxique (1221

- L’effet des hydroxyles sur I’activité protectrice vasculaire

L’étude faite sur trois flavonols (Kaempferol, quercetine et myricetine) montre que
I’augmentation du nombre d’hydroxyle au niveau du cycle B conduit a I’élévation de la

relaxation vasculaire, de méme que la présence des OH en positions C-5 et C-7 influent sur

[41]

les vaisseaux sanguins

Kaempferol Quercetine Myricetine



IV-2-9- Activités biologiques des triterpénes

Les activités biologiques des triterpenes ont été résumées dans plusieurs articles. Les
familles chimiques les plus intéressantes du point de vue de I'activité biologique sont celles a
squelette oléanane, ursane et lupane U211 Généralement, l'intensité de l'activité biologique
ne dépasse pas celle de composés commerciaux déja en cours d'utilisation pour les
pathologies étudiées. Cependant, comme ceux-ci sont généralement tres peu toxiques pour les
animaux, de grandes quantités peuvent étre absorbées sans danger 2!,

La palette des activités biologiques des terpenes est incroyablement large et comporte
par exemple des activités: anti-microbienne (acide fuside), anti-fidant (radermasinis), anti-
mycotique (trianthenol), anti-virale (les dérivés de l'acide betulinique), anti-inflammatoire
(betuline, lupeol), des effets anti-tumorale (boswellique, pomole), anti-cariées (des acides
oleanolique, glycyrrhetique), anti-ulcerienne (acides glycyrrhetique) et anti-HIV (l'acide

bétulinique) 126127,

VI-2-10- Mécanisme de I’effet anti-microbien des polyphénols

Le mécanisme de D'effet anti-microbien des composés polyphénolique est tres
complexe, et implique multiples modes d'actions tels que :
I'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire
a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I’inhibition du
métabolisme microbien "?*1, dégradation de la paroi cellulaire, perturbation de la membrane

cytoplasmique, ce qui cause une fuite des composants cellulaires, I’'influence de la synthese de

[130]

I'ADN et 'ARN [129]’ des protéines des lipides, et la fonction mitochondriale , ainsi que la

. . [131 . s
formation des complexes avec la paroi ! M Ces processus ne sont pas des cibles séparées,
certains peuvent étre comme conséquence d'un autre mode d’action. Le mode d'action des

agents antimicrobiens dépend également du type de micro-organismes et de l'arrangement de

la membrane externe %%,

Théoriquement, les flavonoides pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils

[133]

sont des puissants inhibiteurs in vitro de ’ADN gyrase . Une étude récente a montré

I’effet bactériostatique de différentes flavanones sur Staphylococcus aureus (1341
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IV-3- Résultats

IV-3-1- Activité anti-bactérienne

Les résultats de I’activité anti-bactérienne de C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha
Batt. ont montré que les deux souches bactériennes (Gram négatif) Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (Figure VI-5) et Escherichia coli ATCC 25922 (Figure VI-6) ne présentent
aucune zone d’inhibition de croissance. Ceci apres les tests effectués sur des bandelettes
imprégnées par les différents extraits de la plante C. pubescens (EP, AcOEt, CH,Cl, et n-
BuOH) et le produit CPs, solubilisés dans I’éthanol.

Produit CPg Extrait n-BuOH Extrait CH,Cl,

Extrait AcOEt Extrait EP

Figure VI-5: Tests anti-bactériens sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-

Produit CPg Extrait n-BuOH Extrait CH,Cl,



Extrait AcOEt Extrait EP

Figure VI-6: Tests anti-bactériens sur Escherichia coli ATCC 25922 Gram-

La souche résistante a Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 43300 MRSA

(FigureVI-7) montre des zones d’inhibitions chez les extraits CH,Cl, AcOEt et le composé

CPs.

Produit CPg Extrait n-BuOH Extrait CH,Cl,

Extrait AcOEt Extrait EP

Figure VI-7: Tests anti-bactériens sur Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)

Gram+



La souche a Gram positif Staphylococcus aureus ATCC 25923 (FigureVI-8) révele
des zones d’inhibitions pour les extraits CH,Cl, et AcOEt et le produit CPs.

Produit CPg Extrait n-BuOH

Extrait CH,Cl, Extrait AcOEt

Figure VI-8: Tests anti-bactériens sur Staphylococcus aureus ATCC 25923

Gram+

La sensibilit¢ aux différents extraits est classifiée selon le diameétre des zones
d’inhibition comme suit : non sensible (-) pour le diametre moins de 8§ mm ; sensible (+) pour
un diametre entre 9-14 mm ; tres sensible (++) pour un diametre entre 15-19 mm et
extrémement sensible (+++) pour le diametre plus que 20 mm (351361 1 ¢ tableau 17 regroupe
les résultats des testes de sensibilité des différentes souches bactériennes aux extraits végétaux

et produit pur CPg,



Tableau 17: Résultats de I'activité anti-bactérienne de Centaurea pubescens Willd. ssp.

omphalotricha Batt.

Gram négatif Gram positif
Extraits Pseudomonas | Escherichia | Staphylococcus | Staphylococcus
aeruginosa coli aureus (MRSA) aureus
EP - - - -
ACoEt - - +++ ++
CH.Cl, - - +++ ++
n-BuOH - - - -
CPg - - ++ ++

Non sensible (-), Sensible (+), Tres sensible (++), Extrémement sensible (+++)

IV-3-2- Activité anti-oxydante

Le teste de Iactivité anti-oxydante (Figure VI-9) a été réalisée sur quatre extraits EP,
CH,Cl,, AcOEt et n-BuOH (Figure VI-10) et cinq produits (Figure VI-11) purs isolés de
I’extrait CH,Cl, (CP,, CP3, CP4, CPs et CPg). Dans ce test, les composés possédant des
activités anti-oxydantes réduisent le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) ayant une couleur

violette en un composé jaune, le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine "7,

Swe QAL

1 Ne ~* Antioxydant-OH —— HA + Antioxydant-0O
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
Forme libre (Violet) Forme réduite (Jaune)

Figure-VI-9: Forme libre et réduite du DPPH



Figure VI-10: Tests de ’activité anti-oxydante des produits CP-2,3,4,8 et 9

Figure VI-11: Tests de ’activité anti-oxydante des extraits EP, AcOEt, CH,Cl, et
n-BuOH



IV-3- Discussion

IV-3-1- Activité anti-bactérienne

Pour I’évaluation du potentiel anti-bactérien des extraits végétaux (EP, CH,Cl,, AcOEt
et n-BuOH) et le produit pur CPg, on a préféré de les tester contre plusieurs cibles, car
chacune d’elle posseéde des structures cellulaires et un métabolisme particulier. Les résultats

présentés dans le tableau 17 révelent que :

Les deux extraits EP et n-BuOH ne montrent aucune activité anti-bactérienne sélective
vis-a-vis des bactéries a Gram+ (Staphylococcus aureus (MRSA) et Staphylococcus aureus)
et Gram- (Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli) [138] 1 a résistance de ces souches aux
extraits EP et n-BuOH peut étre attribuée a I'incapacité de 1’agent antibactérien de diffuser

[139]

uniformément dans l'agar . Aussi la mauvaise solubilité¢ de I’extrait EP dans I’éthanol

pourrait expliquer dans une certaine mesure son action inactive a I’égard des souches testées.

Les extraits AcOEt et CH,Cl, et le produit pur CPg manifestent une activité anti-
bactérienne a I’égard des souches a Gram+ (Staphylococcus aureus (MRSA) et
Staphylococcus aureus). Cette activité est due principalement a la présence des flavonoides et

triterpénes dans ces extraits.

Pour les souches a Gram négatif, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, aucune
zone d’inhibition de croissance n’a été constatée autour des bandelettes des extraits AcOEt et
CH,Cl,, ce qui montre bien la résistance de ces souches aux extrait en question. Cette
résistance est due a la différence de structures de la paroi cellulaire entre les bactéries a Gram

positif et les bactéries a Gram négatif L1401

L’hypersensibilité des souches Staphylococcus aureus et Staphylococcus aureus
(MRSA) aux extraits AcOEt et CH,Cl, et le produit majoritaire CPg peut s’expliquer par la
probabilité de sensibilité des bactéries Gram positif aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH du milieu et la composition chimique des extraits

N 1
naturels dus a I'absence de la membrane externe 1!,



Les deux extraits AcOEt et CH,Cl, ont produit des zones d’inhibitions plus grandes
que celles obtenues avec le produit CPg Ceci est du a la présence d’autres produits dans les

. L, . PR £ . 132
extraits comme la quercétine qui a une activité anti-bactérienne puissante (1321

IV-3-2- Activité anti-oxydante

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres "*!. Leur intérét comme anti-oxydants
se manifeste également dans le domaine de la protection contre le stress photo-oxydant cutané

L . 42
induit par I’exposition aux rayons solaires "#31,

Pratiquement tous les extraits végétaux (éther de pétrole, dichlorométhane, acétate
d’éthyle et n-butanolique) ont réagi positivement au test anti-radicalaire avec le DPPH. Ceci

s’explique par la présence de composés phénoliques dans ces extraits.

Nous remarquons que 1’activité la plus élevée est celle des deux extraits AcOEt et
CH,Cl,. Cette activité est due a la richesse de ces extraits en flavonoides, ceci suggere un lien
entre I’activité anti-oxydante des extraits testés et leurs constituants chimiques. Ce lien reste
conditionner par la structure des flavonoides, particulierement la substitution en groupements
hydroxyles des cycles A, B et C dont les flavonoides les plus actifs posseédent de 3 a 6
groupements hydroxyles (43141 1 o présence de groupement hydroxyle en position 3 renforce
davantage les propriétés anti-oxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé 1201 par ailleurs,

la glycosylation des flavonoides réduit leurs capacités de piéger les radicaux libres "%,

Touts les produits purs testés (CP,, CP3, CP4, CPg et CPy) ont montré une activité anti-
oxydante due a leur nature flavonique. Par ailleurs le composé CPy (quercétine) a présenté une
activité anti-oxydante remarquable par rapport aux autres produits qui résulte de la présence
d’un groupement hydroxyle en position 3 renfor¢ant ainsi son potentiel anti-oxydant [120]’ du
nombre d’hydroxyles portés par le squelette flavonique et de 1’existence de deux hydroxyles

en position ortho au niveau du cycle B du flavonoide.



CONCLUSION

Ces dernieres années, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation en médecine des
anti-oxydants et des anti-bactériens naturels. Dans cet ordre d’idée, nombreux chercheurs ont
été intéressés par les composés biologiquement actifs isolés des extraits de plantes en vue

d’une application éventuelle dans le domaine de la santé publique.

Le travail que nous avons réalisé¢ dans cette partie de notre étude a pour objectifs de
déterminer ’activité anti-oxydante et anti-bactérienne des extraits végétaux (EP, CH,Cl,,
AcOEt et n-BuOH) préparés des parties aériennes de 1’espece Centaurea pubescens Willd.
ssp. omphalotricha Batt. de la famille Asteraceae d’une part, et d’autre part d’évaluer les

activités des biomolécules pures isolées.

Les résultats du test au DPPH ont montré que les extraits (CH,Cl, et AcOEt)
présentent une activité anti-oxydante remarquable. Par ailleurs les composés CP,, CP3, CP;4 et
CPs ont signalé une faible activité anti-radicalaire par rapport a la quercétine (CPy) fortement

anti-radicaux libres.

L’activité anti-bactérienne étudiée sur le produit CPg et les extraits végétaux (CH,Cly,

AcOEt, EP et n-BuOH) nous a permis de conclure que :

» Les souches a Gram positif (Staphylococcus aureus (MRSA) et Staphylococcus
aureus) sont sensibles au composé CPg et aux extraits AcOEt et CH,Cl, riches
en métabolites secondaires de type flavonoides et triterpenoides, et non
sensibles aux extraits EP et n-BuOH pauvres en composés flavonoidiques.

» Les souches a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli) ne
manifestent aucune sensibilité vis-a-vis de tous les extraits (EP, AcOEt, CH,Cl,

et n-BuOH) et le produit isolé CPs.

Les résultats de 1’activité anti-bactérienne ont montré la résistance des souches a Gram
négatif par rapport aux souches a Gram positif a cause de la présence de la membrane externe

dans le cas des bactéries a Gram négatif.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude concerne I’investigation phytochimique et 1I’évaluation des activités anti-
oxydante et anti-bactérienne de 1’espece Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha
Batt., plante endémique a I’ Algérie et la Tunisie et appartenant a la famille Asteraceae. Cette

plante n’a pas fait I’objet d’étude phytochimique et d’évaluation biologique antérieures.

La partie phytochimique réalisée sur I’extrait dichlorométhane des parties aériennes de
I’espece C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt., a permis d’isoler 9 composés naturels
appartenant a trois classes de métabolites secondaires que sont les flavonoides, triterpénoides
et stéroides, omniprésents dans le genre Centaurea. Ces compos€s se repartissent comme
suit :

- quatre flavonoides de type flavone.

- un flavonoide de type flavonol.

- un triterpene pentacyclique a squelette lupane.
- un triterpene pentacyclique a squelette ursane.

- deux stéroides dont un glycosylé.

La méthodologie de fractionnement, séparation et purification des métabolites
secondaires que renferme 1’extrait CH,Cl, a été essentiellement basée sur la combinaison des

différentes méthodes chromatographiques a savoir :

la chromatographie liquide sous vide (VLC).

- la chromatographie sur colonne de gel de silice.

- la chromatographie sur colonne de séphadex.

- la chromatographie sur plaques préparatives de silice normale.

- la chromatographie sur plaques préparatives de silice greffée en C18.

La détermination structurale des métabolites secondaires isolés a été réalisée grace a
I’utilisation conjointe de techniques physicochimiques et spectroscopiques comprenant la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire RMN monodimensionnelle (‘'H, '*C DEPT
et °C J-modulé) et les techniques de corrélations bidimensionnelles (COSY, HSQC et
HMBC), la spectroscopie ultraviolette (UV), la spectroscopie infra-rouge (IR) ainsi que la

spectrométrie de masse ESI-MS. La mesure du pouvoir rotatoire et la comparaison avec les



données de la littérature ont été également exploitées pour 1’élaboration structurale des

biomolécules isolées.

Dans la partie biologique de notre travail, nous avons évalué I’activité anti-bactérienne
des divers extraits végétaux (EP, CH,Cl,, AcOEt et n-BuOH) et de la molécule 5,7,2’-
trihydroxyflavone (CPg). Cette évaluation a été effectuée sur quatre souches bactériennes a
Gram négatif Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Gram positif Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus (MRSA), par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Un
test au DDPH a permis d’établir 1’activité anti-oxydante des extraits végétaux et métabolites
secondaires isolés. A 1’issue de cette étude, il en ressort que les souches a Gram positif
(Staphylococcus aureus (MRSA) et Staphylococcus aureus) manifestent une activité vis-a-vis
du composé CPg ainsi que les extraits AcOEt et CH,Cl, particulierement riches en
flavonoides et triterpénoides. Par ailleurs tous les extraits et biomolécules testés ont montré

une activité anti-oxydante.

Bien que cette étude ne s’est pas soldée par 1’isolement de sesquiterpenes lactones a
partir de I’extrait dichlorométhane des parties aériennes de 1’espece C. pubescens Willd. ssp.
omphalotricha Batt., extrait renfermant préférentiellement ce type de métabolite selon les
données de la littérature, il n’en demeure pas moins que des triterpénoides et flavonoides ont
été identifiés dans cet extrait. Ces derniers sont remarquablement présents dans les plantes du
genre Centaurea. Cette investigation montre encore une fois la richesse des plantes du genre
Centaurea en composés triterpéniques et polyphénoliques notamment les flavonoides. Ces
composés dont I’importance jugée capitale dans les domaines biologique et pharmaceutique
n’est plus a démontrer, sont connus comme étant typiques de la famille Asteraceae en général

et du genre Centaurea en particulier.

Dans nos perspectives de recherche futures, il est envisagé :
- la poursuite de 1’étude phytochimique de 1’espece Centaurea pubescens Willd. ssp.
omphalotricha Batt., afin d’isoler d’autres métabolites secondaires au niveau des extraits
polaires AcOEt et n-butanol.
- I’évaluation de I’activité anti-bactérienne et la détermination des concentrations minimales
inhibitrices (CMI) de toutes les biomolécules isolées.
- I’étude de I’activité anti-fongique des extraits végétaux et produits purs isolés de la plante en

question.



- I’étude de la relation structure-activité des molécules actives.

Les structures des composés isolés de I’extrait CH,Cl, des parties aériennes de C.
pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. s’établissent comme suit :

- Flavone

(CP>) (CP3)

5,7,2’-trihydroxy-6-méthoxyflavone 5,7,2’-trihydroxyflavone
(CPy) (CPs)

- Flavonol

5,7,3’ ,4’-tetrahydroxyflavonol (CPy)



- Triterpene

30

29
30 o / /
H,C—,

“, 21

H

| , 27
HO o
% H
24 3
lup-20(29)-en-3-o0l 18a,19a-urs-20(30)-en-3p-ol
(CPy) (CPy0)
- Stéroide

B-sitostérol B-sitostéryl 3p-D-glucopyranoside
(CPs) (CP1)
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V-1- Matériel et appareillage
V-1-1- Récolte de la plante Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.

La plante Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt. a été récoltée dans la
région de Biskra (Sud-Est algérien) au mois de mai 2008. Elle a été identifiée par le
professeur Bachir oudjehih département d’agronomie de I’institut des sciences vétérinaires et

agronomiques de I’université de Batna.

V-1-2- Chimie extractive

V-1-2-1- Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les CCM sont utilisées a chaque étape pour le suivi et le contrdle des purifications, les
chromatogrammes sur couche mince permettent de vérifier la présence et 1’état de pureté des
produits suivis. Ces analyses sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium,
Kieselgel 60 Fpss Merck, 250 pym (20 x 20 cm) et en phase inverse sur des plaques
d’aluminium RP-18 (20 x 20 cm).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec I’éluant
approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire ou tertiaire de solvants
selon le type de séparation souhaitée. Le révélateur utilisé est 10 % de H,SO4, 10 % acide

acétique et 80 % eau.

V -1-2-2- Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait brut.
Elle est rapide et a I’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes de
chromatographies classiques. La silice Kieselgel Merck (70-230 mesh, 63-200 um) est mise

dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 4.

V -1-2-3 Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

La taille et le diametre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité

N

d’échantillons a purifier et de la résolution souhaitée. La quantité de la silice utilisée est

généralement 30 a 40 fois supérieure a la quantité d’échantillons déposée.



La chromatographie d’exclusion stérique est réalisée sur Séphadex® LH-20, en
employant 30 fois le poids de I’échantillon a purifier. L’élution est effectuée a pression
atmosphérique. Les fractions recueillies sont regroupées selon les résultats de 1’analyse par

CCM.

V -1-3- Chimie structurale

V -1-3-1- Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN sont enregistrés sur un appareil BRUKER Avance DRX-500 du
centre de recherche sur les substances naturelles UMS CNRS-Pierre Fabre 2597-Toulouse
(France). Les Microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitement des données (XWIN-
NMR 2.6) sont appliqués. Les solvants deutérés de solubilisation des produits pour la
réalisation des spectres sont précisés a chaque fois. Les spectres de RMN 'H et ">C sont
enregistrés a 500 et 125 MHz respectivement. Le TMS est utilisé comme substance de

référence.

V-1-3-2- Spectrométrie de masse (SM)

Les spectres de masse des composés isolés ont été enregistrés en ESI (Electro-spray

ionisation) sur un spectrometre de masse de type Brucker LC-MS/MS type esquire-LC.

V-1-3-3- Spectrométrie UV-Visible

Les techniques de spectroscopie UV visible sont des méthodes simples et rapides qui
fournissent des informations sur la nature chimique, les propriétés physico structurales, et les
caractéristiques optiques des composés. Dans les composés, chaque fonction absorbe a une

longueur d’onde bien déterminée.

Les spectres UV-Visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH et  AICl3
+ MeOH sur un spectrophotometre UVIRON XL du centre de mesure de ’université de
Strasbourg (France). Les mesures sont effectuées dans des cuves en quartz contenant 2 ml de

solution.



V-1-3-4- Spectrométrie Infra-Rouge (IR)

Les spectres IR ont été réalisés sur les produits préalablement mis sous forme de
pastille de KBr, sur un appareil a transformée de fourrier JASCO (FT/IR-4100), du laboratoire

de chimie et chimie de I’environnement (LCCE) de I’université de Batna.

V-1-3-5- Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires spécifiques sont mesurés sur un polarimetre électronique
perkin-Elmer 241 a 20 °C. La source de la lumiere utilisée est la raie D du sodium (589 nm).
La cuve employée est de 1 ml et une longueur de 10 cm. Le solvant de solubilisation et la

concentration sont indiqués dans chaque cas.

V -1-4- Etude de I’espece Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha
Batt.

V -1-4-1- Extraction de I’espece C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.

Les parties aériennes de la plante (800 g) sont séchées et broyées finement puis mises a
macérer dans un mélange (EtOH/H,0:70/30). Cette macération est répétée 3 fois avec
renouvellement du solvant et dure dans chaque cas 48 heures. Apres filtration et concentration
non a sec a température 40 °C, la phase aqueuse obtenue (800 ml) est extraite 3 fois par
I’éther de pétrole (3 x 400 ml), dichlorométhane (3 x 400 ml), acétate d’éthyle (3 x 400 ml), et
en dernier le n-butanol (3 x 400 ml).

Les quatre phases organiques ainsi obtenues (EP, CH,Cl,, AcOEt et n-BuOH) sont
séchées sur sulfate de magnésium (MgSO,) anhydre puis filtrées, concentrées a sec sous
pression réduite, ce qui a donné 3,10 g de I’extrait éther de pétrole, 5,80 g de I’extrait

dichlorométhane, 4,70 g de I’extrait acétate d’éthyle et 27,64 g de I’extrait n-butanol.

V -1-4-2- Controle chromatographique

Une analyse chromatographique sur couche mince CCM a été réalisée sur les quatre
extraits obtenus précédemment, en utilisant le systeme d’élution (CHCl;/MeOH). Les profils
CCM de ces extraits montrent que les deux extraits CH,Cl, et AcOEt sont presque identiques

et riches en produits relativement séparables (Figure V-1).



CHCI3/MeOH 1% CHCI3/MeOH 5% CHCI3/MeOH 20%
CP-10 *
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EP CH2CI2 AcOEt BuOH EP CH2CI2 AcOEt BuOH EP CHICI2 AcOEt BuOH

Figure V-1: CCM des extraits bruts de la plante C. pubescens

V-1-4-3-Etude de I’extrait CH,Cl, de C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha
Batt.

5,8 g de I’extrait CH,Cl, sont soumis a une chromatographie liquide sous vide (VLC)
en utilisant le gel de silice normale (58 g) comme phase stationnaire. L’élution est effectuée
en premier lieu avec I’éther de pétrole dont on augmente la polarité par I’addition de 1’acétate
d’éthyle (100-0 a 0-100), puis par un gradient de méthanol dans I’acétate d’éthyle (100-0 a

60-40). A I’issue de ce fractionnement primaire, 11 fractions sont recueillies (Tableau 18).

Tableau 18: Fractionnement de 1’extrait CH,Cl, de I’espece C. pubescens.

Fractions Eluant de colonne Observation sur CCM
1 éther de pétrole Néant
éther de pétrole/acétate d’éthyle
2 99/1 1
3 97/3 /1
4 95/5 /1
5 /I /I
6 93/7 1
7 I /1
8 90/10 /I




9 1 1

10 80/20 1

11 80/20 2 taches
12 /I /1

13 70/30 1

14 1 3 taches
15 60/40 /1

16 50/50 /1

17 40/60 4 taches
18 1 1

19 30/70 /

20 /1 /1

21 20/80 1

22 1 1

23 10/90 /1

24 acétate d’éthyle /

25 1 1

acétate d’éthyle/Méthanol

26 99/1 trainée
27 97/3 /1

28 95/5 1

29 90/10 1

30 80/20 /1

31 70/30 /1

32 60/40 /1

Ces fractions subissent une chromatographie sur CCM avec les systemes d’élution
suivants : (CHCl3/MeOH : 99/1) pour les fractions 1 a 16, (97/3) pour les fractions 17 a 26, et
(90/10) pour les fractions restantes. Les CCM obtenues sont visualisées sous la lumiere UV a
254 nm puis révélées a I’acide sulfurique. Les factions présentant le méme profil CCM sont

réunies pour donner 11 fractions selon le tableau suivant :



Tableau 19: Rassemblement des fractions de 1’extrait dichlorométhane.

Fractions Fractions collectées Masse en mg Observation sur CCM

F-1 1 8,9 1 tache

F-2 2-6 43,1 2 taches

F-3 7-8 34,1 3 taches

F-4 9-10 52,2 Plusieurs taches

F-5 11-13 943 1

F-6 14 93,0 1

F-7 15-19 1628.,0 Plusieurs taches + trainée
F-8 20-22 720,5 I

F-9 23-25 536,5 /I
F-10 26-29 957,7 /1
F-11 30-32 1560,7 trainée

V-1-4-4-Purification
V-1-4-4-1- Etude de la fraction F-3’=F-3 + F-4

Les deux fractions F-3 et F-4 sont regroupées pour donner F-3’ d’une masse égale a
86,3 mg, puis fractionnées sur une colonne de gel de silice Si0, 60H (8 g) et éluée avec le
chloroforme. Des fractions de 5 ml ont été recueillies et réunies selon leur profil en CCM en
phase normale réalisée dans un mélange de solvants (CHCls/MeOH : 99,5-0,5), pour donner

2 fractions (Tableau 20).

Tableau 20: Rassemblement des sous fractions de la fraction F-3’

Sous fractions Eluant (colonne) Poids mg Observation sur
fractions CCM
F-3’-1 3-5 Chloroforme 53,6 Tache + trainée
F-3’-2 6-9 1 14,3 2 taches

La sous fraction F-3’-1 (53,6 mg) purifiée sur une colonne de Sephadex LH-20 en
utilisant comme éluant le chloroforme, a abouti au composé CP; (12 mg). La CCM de ce
dernier montre la présence d’une tache invisible a 254 nm se révelant en marron a I’acide

sulfurique et chauffage (Figure V-2).




ICHC13/MeOH
3%

CP-1

Figure V-2: Plaque CCM du produit CP;

La sous fraction F-3’-2 (14,3 mg) a subi une purification par précipitation dans
I’éthanol. Apres lavage plusieurs fois par EtOH, le composé CPyg (4,2 mg) a été isolé a 1’état
pur. Sa CCM révele I’existence d’une tache invisible a 254 nm se colorant en violet a I’acide

sulfurique et chauffage (Figure V-3).

ICHCI3/MeOH
3%

CP-10

Figure V-3: Plaque CCM du produit CPyy

V-1-4-4-2- Etude de la fraction F-6’ = F-5 + F-6

Les deux fractions F-5 et F-6 rassemblées en F-6’ (187,3 mg) sont purifiées sur une
colonne de gel de silice SiO, 60H (12 g) et éluée avec CHCI3/MeOH. Des fractions de 10 ml
ont été collectées et réunies selon leur profil en CCM en phase normale effectuée dans le

(CHCI3/MeOH : 93/7) pour donner 7 fractions (Tableau 21).



Tableau 21: Rassemblement des sous fractions de la fraction F-6’

Sous fractions Eluant (colonne) Poids mg Observation sur
fractions CCM
F-6’-1 1-6 CHCI; 14,3 Tache + trainée
F-6’-2 7 /! 10,8 2 taches + trainée
F-6’-3 8-10 1 17,6 2 taches
F-6’-4 11-13 /I 25,9 2 taches
F-6’-5 14-19 I 18,9 3 taches
F-6’-6 20-29 /! 29,1 3 taches + trainée
CHCI3/MeOH
F-6’-7 30-38 1% 47,4 Plusieurs taches

La sous fraction F-6’-4 soumise a une purification sur plaques préparatives de silice
en phase inverse RP-18 dans le systeme d’élution (MeOH/H,O : 80/20) a conduit au composé
CPs (8 mg). La CCM de ce dernier montre la présence d’une tache invisible a 254 nm se

colorant en rose a I’acide sulfurique et chauffage (Figure V-4).

CHCI3/MeOH
3%

CP-6

Figure V-4: Plaque CCM du produit CPg

V-1-4-4-3- Etude de la fraction F-8’= F-8 + F-7

Les fractions F-7 et F-8 sont précipitées dans 1’éther de pétrole et apres filtration on a
récupéré (400 mg) d’un précipité jaune F-8’ qui est chromatographié sur une colonne de gel
de silice en phase normale (15 g). L’€lution est effectuée en premier lieu avec CH,Cl, dont on
augmente la polarité par 1’addition de 1’acétone (100-0 a 90-10). Des fractions de 20 ml ont
été recueillies et réunies selon leur profil en CCM en phase normale réalisée dans un mélange

de solvants (CHCI3/MeOH : 95/5), pour fournir 11 fractions (Tableau 22).




Tableau 22: Rassemblement des sous fractions de la fraction F-8’

Sous fractions Eluant (colonne) Poids mg Observation sur
fractions CCM
F-8’-1 18-46 CH,Cl, 25 1 tache
CH,Cly/Acétone
F-8°-2 47-72 0,5% 52,8 2 taches
F-8’-3 73-94 1% 33,6 2 taches
F-8’-4 95-105 // 30,6 3 taches
F-8’-5 106-116 /I 14 3 taches
F-8’-6 117-123 /! 35,1 2 taches
F-8°-7 124-128 2% 17,4 3 taches
F-8°-8 129-146 // 30,2 2 taches
F-8’-9 147-180 3% 54,7 2 taches
F-8’-10 181-210 5% 40,3 3 taches
F-8’-11 211-220 10% 50,1 3 taches

La sous fraction F-8’-1 contient un seul produit pur CPs (25 mg). La CCM de ce
dernier indique la présence d’une tache visible a 254 nm se révelant en jaune a 1’acide

sulfurique.

La sous fraction F-8’-2 (52,8 mg) soumise a une purification sur plaques préparatives
de gel de silice normale dans le systeme d’élution (CHCI/MeOH : 95-5) a abouti aux
composés CP; (5 mg) et CP3 (17 mg). L’examen CCM de chaque produit montre la présence

d’une tache visible a 254 nm se colorant en jaune a I’acide sulfurique (FigureV-5).

La sous fraction F-8’-4 (30,6 mg) a subi une purification par précipitation dans le
CHClI, avec un peu d’acétone. Apres lavage plusieurs fois par CH,Cl,, le composé CPy
(5 mg) a été isolé a I’état pur. Sa CCM révele I’existence d’une tache visible a 254 nm se

colorant en jaune a I’acide sulfurique (FigureV-5).

Les deux sous fractions F-8’-10 et 11 regroupées (90,4 mg) sont soumises a une
purification par précipitation dans I’acétone. Apres lavage plusieurs fois par le méme solvant,
on a obtenu le composé CPs (6,5 mg). La CCM de ce dernier montrant une tache visible a

254 nm se révele en jaune a 1’acide sulfurique (FigureV-5).




CHC13/MeOH 7%

| [] § 5 (] '
Ref CP-2CP-3 CP4 CP-8 CP-5

Figure V-5: Plaque CCM des produits CP,, 3 4 5 et CPs

Le filtrat des fractions F-7 et F-8 contient un produit majoritaire qui se précipite dans le
mélange CH,Cl,/Acétone. Apres lavage plusieurs fois par le CH,Cl,, le composé CPy (10 mg)
a été obtenu. La CCM de ce dernier montre la présence d’une tache visible a 254 nm se

révélant en orange a I’acide sulfurique (Figure V-6).

CHCI3MeOH
20%

CP-9

Figure V-6: Plaque CCM du produit CPy

V-1-4-4-4- Etude de la fraction F-10

La fraction F10 (900 mg) est chromatographieé sur une colonne de Sephadex LH-20

I’élution est réalisée par le dichlorométhane/méthanol pour donner 6 fractions (Tableau 23).



Tableau 23: Rassemblement des sous fractions de la fraction F-10

Sous fractions Eluant (colonne) Poids mg Observation sur

fractions CCM

F-10-1 1 CH.Cl, 241,9 Trainée

F-10-2 2-7 // 176,6 Trainée

F-10-3 8-12 // 90,2 1 tache + trainée

F-10-4 13-26 /I 68 Plusieurs taches

CH,Cl,/MeOH
F-10-5 27-36 1% 32,2 Plusieurs taches
F-10-6 37-56 3% 94,4 Trainée

Les sous fractions (F-10-4, 5 et 6) sont regroupées (194,7 mg) puis purifiées par

précipitation dans 1’acétone pour donner le composé CPy; (18,5 mg). La CCM de ce dernier

montre la présence d’une tache invisible a 254 nm se colorant en rose a 1’acide sulfurique et

chauffage (Figure V-7).

Figure V-7: Plaque CCM du produit CPy;

CHCI3/MeOH
15%

CP-11




V-1-5- Composés isolés de I’espece Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha

Batt.,

V-1-5-1-Composé CP, = CP;s

5,7-dihydroxy-6-méthoxyflavone (Oroxyline A)

Formule brute : CisH;,05

Poids moléculaire : 284 g.mol

Rapport frontal Rf : 0,65 (CHCls/MeOH:95/5)

Point de fusion : 219 °C

Quantité du produit : 25 mg

Aspect : cristaux jaunes

MS : ESI-MS (mode positif) m/z : 307 [M+Na] *
m/z : 591 [2M+Na] *

ESI-MS (mode négatif) m/z : 283 [M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz) dans

I’acétone deutérée (Tableau 5, page 55)

V-1-5-2-Composé CP3

5,7-dihydroxyflavone (Chrysine)

Formule brute : C;sH004

Poids moléculaire : 254 g.mol’’

Rapport de frontal Rf: 0,51(CHCI3/MeOH:95/5)
Point de fusion : 206 °C

Quantité du produit : 17 mg

Aspect : cristaux jaunes

MS : ESI-MS (mode négatif) m/z : 253 [M-H]
m/z : 507 [2M-H]

RMN'H (500 MHz) et RMN "C (125 MHz) dans

I’acétone deutérée (Tableau 7, page 62)



V-1-5-3-Composé CP4

5,7,2’-trihydroxy-6-méthoxyflavone (Ténaxine II)

Formule brute : C;sH,0s

Poids moléculaire : 300 g.mol™

Rapport frontal Rf : 0,64 (CHCls/MeOH:93/7)

Point de fusion : 271 °C

Quantité du produit : 5 mg

Aspect : cristaux jaunes

MS : ESI-MS (mode positif) m/z : 323 [M+Na] *
m/z : 623 [2M+Na] *

ESI-MS (mode négatif) m/z : 299 [M-H]

m/z : 599 [2M-H]

RMN'H (500 MHz) et RMN "C (125 MHz) dans

CDsOD (Tableau 9, page 71)

V-1-5-4-Composé CPg

5,7,2’-trihydroxyflavone

Formule brute : C,sH¢0s.

Poids moléculaire : 270 g.mol”’

Rapport frontal Rf : 0,53 (CHCl3/MeOH:93/7)
Point de fusion : 258 °C

Quantité du produit : 6,5 mg

Aspect : poudre blanche
MS : ESI (mode positif) m/z : 293 [M+Na]*
m/7 : 563 [2M+Na]"
ESI (mode négatif) m/z : 269 [M-H]
m/z : 539 [2M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz) dans
(MeOD-CDCls) (Tableau 10, page 79)



V-1-5-5-Composé CPy

5,7,3’ 4’-tétrahydroxyflavonol (Quercétine)

Formule brute : C;sH;,O7

Poids moléculaire : 302 g.mol

Facteur frontale Rf : 0,46 (CHCI3/MeOH:80/20)
Point de fusion : 316,3 °C

Quantité du produit : 10 mg

Aspect : poudre jaune
MS : ESI (mode négatift) m/z : 301,0 [M-H]
m/z : 603 [2M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz) dans
MeOD (Tableau 12, page 86)

V-1-5-6-Composé CPg

24-éthylcholest-5-en-3-ol (B-sitostérol)

Formule brute : C,oH;,0

Poids moléculaire : 414 g.mol’

Rapport frontal Rf : 0,55 (CHCl3/MeOH:97/3)
Point de fusion : 136,4 °C

Pouvoir rotatoire : [a]p = -30° (C= 0,8, CHCl;)
Quantité du produit : 8 mg

Aspect : poudre blanche
MS : ESI (mode positif) m/z : 437 [M+Na]"
ESI (mode négatif) m/z =413 [M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz) dans
CDCl; (Tableau 13, page 96)



V-1-5-7-Composé CPy;

B-sitostérol-D (+) glucopyranosyle (Daucostérol)

Formule brute : C55Hg,O¢

Poids moléculaire : 576 g.mol

Rapport frontale Rf : 0,59 (CHCls/MeOH: 85/15)
Point de fusion : 285,2 °C

Pouvoir rotatoire : [a]p=-41,5 (C = 0,4, MeOH)
Quantité du produit : 18,5 mg

Aspect : poudre blanche

MS : ESI (mode positif) m/z : 599 [M+Na]" 0
m/z + 1175 [2M+Na]*
ESI (mode négatif) m/z =575 [M-H]
m/z = 1151 [2M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN "C (125 MHz) dans
MeOD-CDCI; (Tableau 14, page 101)

V-1-5-8-Composé CP;

Lup-20(29)-én-3-ol (Lupéol)

Formule brute : C;0H500
Poids moléculaire : 426 g.mol
Facteur frontale Rf : 0,62 (CHCl5/MeOH:97/3)
Point de fusion : 215-216 °C
Pouvoir rotatoire : [a]p +26,4° (C = 0,4, CHCI5)
Quantité du produit : 12 mg
Aspect : poudre blanche
MS : ESI (mode positif) m/z : 449 [M+Na]"

m/z : 875 [2M+Na]"
RMN'H (500 MHz) et RMN "C (125 MHz) dans
CDCl; (Tableau 15, page 111)

OH




V-1-5-9-Composé CP;

18a, 19a-urs-20(30)-en-3p-ol (Taraxastérol)

Formule brute : C;0H500
Poids moléculaire : 426 g.mol
Facteur frontale Rf : 0,62 (CHCl5/MeOH:97/3)
Point de fusion : 225-226 °C
Pouvoir rotatoire : [a]p=+95° (C = 0,36, CHCls)
Quantité du produit : 4,2 mg
Aspect : poudre blanche
MS : ESI (mode positif) m/z : 425 [M-H]

m/z : 851 [2M-H]
RMN'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz) dans
CDCl; (tableau 16, page 117)




Partie biologie:
Activités biologiq"®*



V-2-MATERIEL ET METHODE

V-2-1- Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de parties aériennes de la plante Centaurea

pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.

V-2-2- Activité anti-bactérienne
V-2-2-1-Matériel biologique

V-2-2-1-1- Les germes testés

Le support bactérien utilisé est composé de quatre souches différentes fournies par le
laboratoire de bactériologie médicale «<EPH Batna». Il s'agit de :
- deux souches bactériennes a Gram négatif: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Escherichia coli ATCC 25922.
- deux especes a Gram positif: Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus
aureus ATCC 43300 (MRSA).

V-2-2-1-2- Caractéristiques des souches bactériennes utilisées
» Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif (1461 4oit son non d’espece
a ’aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place tres importante dans les infections
communautaires et nosocomiales, posseéde une coagulase, ce qui le distingue de la plupart des

autres especes de staphylocoques.

» Pseudomona aeruginosa

Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise par la pigmentation bleu-vert
de ses colonies. "], C’est une bactérie ubiquiste qui vit normalement a 1’état de saprophyte
dans I’eau et le sol humide ou sur les végétaux. Cette bactérie peut vivre en commensale dans
le tube digestif de ’homme et des divers animaux. Considéré comme une bactérie pathogene

opportuniste c’est le germe-type des infections hospitalieres ou nosocomiales [146]



> Escherichia coli

Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene si
les défenses de I’hdte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence
particuliers 471 Cette bactérie est la plus fréquemment impliquée dans les infections urinaire,

elle peut aussi provoquer des diarrhées par des mécanismes tres divers.

V-2-2-2- Méthode
V-2-2-2-1-Préparation de I’extrait végétal
V-2-2-2-1-a- Pulvérisation

Les parties aériennes de Centaurea pubescens ssp omphalotricha récoltées, découpées
en petits morceaux puis séchées a 1’abri du soleil a la température du laboratoire (25 a 30 °C)

sont rendues en poudre fine a I’aide d’une broyeuse.

V-2-2-2-1-b- Préparation des extraits organiques de Centaurea pubescens

La méthode d’extraction de cette plante a été évoquée dans le premier chapitre (Figure
II-2). Les extraits obtenus sont solubilisés dans de 1’éthanol pour la réalisation des tests en

milieux solides, par la méthode de diffusion [1451

V-2-2-2-1-c- Tests de P’activité anti-bactérienne

Pour les essais des activités antibactériennes nous avons utilis€é la technique de
diffusion en milieu gélos¢ de Muller Hinton (MH) en boites de Petri. Les milieux sont
ensemencés par quelques millilitres de I’inoculum (10° UFC/ml pour les especes bactériennes
1481 ge facon a recouvrir toute la surface gélosée. Les boites de pétri sont ensuite mises a
sécher. A I’aide d’emporte-piece stérile ont été effectuées des bandelettes de diametre (1cm x
2cm), qui recevront chacune de la solution a tester (extraits végétaux, produits purs et éthanol

comme témoin). Les boites sont incubées dans une étuve a 37 °C pendant 24 heures.

V-2-2-2-1-d-Lecture des résultats

L’activité anti-bactérienne se manifeste par I’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour du puits contenant 1’extrait végétal ou le produit a tester. La

lecture s’effectue par la mesure du diametre d’inhibition observé. Le résultat de cette activité



est exprimé par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des croix [135,1361,

est considérée respectivement comme souche résistante (-), sensible (+), trés sensible (+ +),
extrémement sensible (+ + +), celle ayant un diametre D < 8 mm, 9 mm < D < 14 mm,

15 mm <D <19 mm, D> 20 mm.

V-2-3- Activité anti-oxydante

Dans notre laboratoire, le test chimique employé pour évaluer 1’activité antioxydante
sur CCM des extraits bruts et produits purs isolés, est basé sur le principe de capture des
radicaux libres fournis par le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH). Lorsque le DPPH est
réduit par un capteur de radicaux libres (anti-oxydant), sa couleur disparait.

Au cours du screening général les extraits ont été déposés sur plaque de silicagel 60
F254 avec un support en aluminium. Le développement des plaques a été fait selon les
conditions standard des extraits bruts décrites au chapitre III. Les CCM ont été séchées puis
révélées avec une solution méthanolique de DPPH a 2 mg/ml. En présence de composés
antioxydants, le DPPH est réduit en passant du pourpre au jaune ; le temps optimal de réaction

est de 30 min.
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Abstract

This work has focused on the phytochemical study of the species Centaurea pubescens
Willd. ssp. omphalotricha Batt. belonging to the Asteraceae family, as well as the evaluation

of the anti-bacterial and anti-oxidant activities on the crude extracts and isolated compounds.

From the dichloromethane extract of aerial parts of the species C. pubescens Willd.
ssp. omphalotricha Batt. nine secondary metabolites were identified including five

flavonoides, two steroids and two pentacyclic triterpenes.

The isolation and structure determination of isolated compounds were based on the
different chromatographic methods (CC, TLC, LH-20 and VLC), also by physicochemical
and spectroscopic technics, such as 1D and 2D NMR (1H, 13C, J-modulated, COSY H-H,
HSQC J-modulated and HMBC) by mass spectrometry ESI (electrospray ionization), and

measurement of rotatory power and comparison with literature data.

The anti-bacterial activity was evaluated on crude extracts (petroleum ether,
dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol) and compound 5,7,2’-trihydroxyflavone (CPsg)
against four bacterial strains Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus et Staphylococcus aureus (MRSA) using the diffusion in agar. The anti-bacterial
activity of the isolated compound 5,7,2’-trihydroxyflavone CPs and crudes AcOEt and
CH,Cl, extracts against Gram positive bacteria Staphylococcus aureus and Staphylococcus
aureus (MRSA) were reported. The anti-oxidant activity was estimated on the extracts and the

isolated products by the DPPH test.

Keywords: Phytochemistry, Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt.,
Flavonoides, Triterpenes, NMR 1D and 2D, Mass spectroscopy, Anti-bacterial activity, Anti-

oxidant activity.



Résumé

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique de I’espece Centaurea pubescens
Willd. ssp. omphalotricha Batt. de la famille Asteraceae, ainsi que I’évaluation de 1’activité
anti-bactérienne et anti-oxydante des extraits végétaux et biomolécules isolées. Cette plante
endémique a 1’ Algérie et la Tunisie, n’a pas fait I’objet d’étude phytochimique et d’évaluation
biologique antérieures.

Le fractionnement, la séparation et la purification des biomolécules a partir de 1’extrait
dichlorométhane des parties aériennes de ’espece C. pubescens Willd. ssp. omphalotricha
Batt. ont été réalisés par 1’utilisation en alternance de diverses méthodes chromatographiques
appliquées dans notre laboratoire a savoir :

» la chromatographie liquide sous vide (VLC) de gel de silice.

» la chromatographie sur colonne de gel de silice, polyamide, séphadex...... etc.

» la chromatographie sur plaques préparatives de gel de silice en phase normale et de
gel de silice greffée en C;gen phase inverse.

La détermination structurale des composés isolés est basée sur ’utilisation combinée
des différentes techniques physicochimiques et spectroscopiques telles que la RMN 1D et 2D
(IH, Bc J-modulé, COSY H-H, HSQC J-modulé et HMBC), la spectrométrie de masse ESI
(Electrospray ionisation) et la mesure des pouvoirs rotatoires et par la comparaison avec les
données de la littérature. Les biomolécules isolées ont été identifiées aux :

» 4 flavones : Oroxyline A (CP;), Chrysine (CP3), Ténaxine II (CP4) et 5,7,2’-
trihydroxyflavone (CPs).

» 1 flavonol : Quercétine (CPy).

» 2 triterpénes pentacycliques a squelette lupane et ursane: Lupéol (CP;) et
Taraxastérol (CPyg) respectivement.

» 2 stéroides : B-sitostérol (CPg) et Daucostérol (CPyy).

L’activité anti-bactérienne des extraits végétaux (éther de pétrole, dichlorométhane,
acétate d’éthyle et n-butanol) et la molécule 5,7,2’-trihydroxyflavone (CPg) a été évaluée sur
quatre souches bactériennes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus aureus (MRSA) par le biais de la méthode de diffusion en milieu
gélosé. Les souches a Gram positif Staphylococcus aureu et Staphylococcus aureus (MRSA)
ont manifesté une activité a 1’égard du composé 5,7,2’-trihydroxyflavone CPs et les deux
extraits AcOEt et CH,Cl,. Tous les extraits végétaux et biomolécules isolées ont montré une
activité anti-oxydante par le test au DPPH.

Mots clés: Phytochimie, Centaurea pubescens Willd. ssp. omphalotricha Batt., Flavonoides,
Triterpenes, RMN 1D et 2D, Spectrométrie de masse, Activité anti-bactérienne, Activité anti-
oxydante.



