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INTRODUCTION

La phytothérapie tient actuellement une large ptiaes la société en matiere de santé
car elle constitue un des fondements de la médecpelaire. Cependant, pour la plupart des
plantes médicinales, la notion d'efficacité rep@smplement sur une tradition ancestrale
d’utilisation et il 'y a aucune base scientifignermettant d’expliquer comment le produit
agit. La difficulté est encore plus grande quand’#dgit de préparations comprenant de
multiples plantes dont on ne sait laquelle estrpabement efficace.

Conscients de ces difficultés, les adeptes de y#ogierapie ont commenceé a réaliser
des travaux expérimentaux pour déterminer queles s molécules porteuses de I'effet
thérapeutique dans les plantes et leur mécanisactiah.

Dans ce domaine, la phytochimie tient une bonneeptar elle se charge d’étudier ces
substances actives, leurs structures, leurs disimiis dans la plante, leurs modifications et
les processus de transformation qui se produisebars de la vie de la plante. Elle est en
liaison étroite avec la pharmacologie qui étudee dffets des biomolécules sur I'organisme
humain, le mécanisme et la vitesse de leur adiom,absorption ainsi que leur élimination.

Le présent travail qui rentre en droite ligne dwgoamme de recherche de notre
laboratoire destiné principalement a la valorigatiae la flore locale par la découverte
éeventuelle de principes actifs nouveaux, s’'insdohc dans cette recherche de nouvelles
biomolécules qui peuvent trouver un usage thérapeitDans cette perspective, nous nous
sommes intéressés a I'étude phytochimique d’unet@laomméeScorzonera undulatasp.
alexandrina(Boiss.) Maire, plante méditerranéenne apparteddatfamille Asteraceae. Cette
derniere largement distribuée dans le régne végdsalere trés pourvue en métabolites
secondaires d’'un grand intérét biologique commedilé®noides et sesquiterpénes lactones
qui s’imposent comme les marqueurs chimiotaxonoesqde la famille Asteraceaen
général. Le genr8corzoneraest également riche en métabolites secondairésgimjaement
actifs. On citera pour exemple les composés tét@ques a squelette taraxastérane isolés de
Scorzonerdatifolia qui ont montré des activités analgésiques ceraine

Il est a souligner que I'espe& undulatassp.alexandrina objet de ce travail, n’a fait
I'objet d’aucune investigation chimique antérieure.

La premiére partie de ce travail, constituée detrquehapitres, est consacrée tout
d'abord a un rappel bibliographique, incluant Isgeats botaniques (famille, genre, espéce),
les études phytochimiques antérieures effectuéde gienre, généralités sur les triterpenes et
flavonoides

La deuxieme partie qui comprend deux chapitresc@mme les travaux personnels. Elle
passe en revue, dans son premier chapitre, I'ghg@chimique de I'espec®. undulatassp.
alexandrina I'interprétation des résultats et la déterminattructurale des composeés isolés.
Le dernier chapitre est consacré aux travaux exytiaux décrivant toutes les étapes menant
aux produits purs.



Notre travail sera présenté comme suit :
1% Partie : Rappel bibliographique
Chapitre | : Aspects botaniques
Chapitre 1l : Etudes phytochimiques antérieures
Chapitre 11l : Généralités sur les triterpenes
Chapitre IV : Généralités sur les flavonoides
2°™ Partie : Travaux personnels

Chapitre V : Etude phytochimique de I'espefe undulatassp.alexandrina

Chapitre VI : Partie expérimentale
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Aspects botaniques



Rappel bibliographique

Aspects botaniques

Classification deScorzonera undulatasp.alexandrine

La classification botanique de cette plante penat &sumée de la fagcon suivar

REGNE
Plantae

SOUS-REGNE
Tracheobionta

DIVISION
Magnoliophyta

CLASSE
Magnoliopsida

SOUS-CLASSE
Asteridae

ORDRE
Asterales

FAMILLE
Asteraceae

GENRE
Scorzonera

ESPECE
Scorzonera undulatavahl

SOUS-ESPECE
Scorzonera undulata
ssp.alexandrina(Boiss.) Maire




Rappel bibliographique

Aspects botaniques

Pour bien situerScorzonera undulatasp. alexandrinadans la systématique, nous
ferons dans un premier temps une description sctecidles Asteraceae, famille a laquelle
appartient cette plante. Nous aborderons par ta sligenreScorzoneraavant de décrire de
facon détaillée, les caracteres botaniques deebesh undulatassp.alexandrina.

|. Famille desAsteraceae

La famille Asteraceae (Martynovl1820) ou Composif@esekel792) (Astéracées ou
Composées) est I'une des plus grandes famillesatiéep a fleurs avec environ 1100 genres
répertoriés actuellement et 25000 espg¢tpsCe sont des arbustes a feuillage persistant, des
sous-arbrisseaux, des plantes vivaces (grace dnidesnes, tubercules et racines pivotantes),
des plantes herbacées annuelles ou bisannuellescadtacteres décrits ci-dessous sont ceux
rencontrés le plus frequemment mais il faut étrescient de la grande hétérogénéité de cette
famille [1].

l. 1. Caractéres principaux

Les plantes astéraceae ont la caractéristique comiahel posséder des fleurs réunies en
capitules, sans pédoncules, placées sur l'extréhité rameau ou d'une tige et entourées
d'une structure formée par des bractées floralette Gtructure en forme de coupe ou de
collerette est appelée un involu§2g.

Leur fleur est trés particuliere : les étamines smudées par leurs anthéres déhiscentes
vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situ@ss«dbrosses a pollen ». La croissance rapide
du style permet un brossage du pollen et sa réatiper Une fois que le stigmate a traversé le
tube formé par les anthéres, les stigmates seetépdit exposent leur face gluante au
pollen[2].

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés dignette de soie appelgappusqui
favorise la dispersion des graines par le y2ht

I. 2. Utilisation des plantes Asteraceae

Certains genres faisant partie de cette vaste lErsdnt comestibles. On citera les
genresLactuca (laitue), Cichorium (endive et scarole)Cynara (artichaut), Tragopogon
(salsifis),Helianthus(topinambour)Helianthus(tournesol)2].

Plus de 200 genres sont cultivés pour étre utilie@ame plantes ornementales
(chrysanthémealu genreChrysanthemummargueritedu genreAster, etc) ou constitués de
plantes adventice@aiteron du genreSonchuschardondu genreSilybum, pissenlitiu genre
Taraxacum, etc). Certains comme le géPyeethrumfournissent un insecticidé, 2].



Rappel bibliographique

Aspects botaniques

I. 3. Distribution géographique

La famille Asteraceae est distribuée dans le mamdier a I'exception de I'Antarctique,
mais de maniere tres diverse dans les régionscaigsi et subtropicales d’Amérique du Nord,
a I'est des Andes brésiliennes, I'Australie, I'4fré australe, la région méditerranéenne, I'Asie
centrale et le sud-ouest de la Chibp

Il. Genre Scorzonera

Le genreScorzonerale la famille Asteraceae et dont les plantes guoinstituent sont
appelées scorsoneres, regroupe diverses plantks fdmille Asteraceae (ou Composées)
comprend environ 170 especes. Ces plantes sorddsad vivaces ou bisannuell8g

Le nom du genre est emprunté a l'ital®corzonera(Scorzasignifie écorce eNera
noire) ou au castillaikscorzoneraDans les deux cas, le sens est le méme. Ce tjens®n
nom de sa propriété supposeée a soigner la moraume dipere noire nommégcorzoneen
italien etEscorcéen catalan3].

II. 1. Caractéres principaux
Ce genre offre les caracteres suivgis:

» feuilles beaucoup plus longues que larges, gémaegleentiéres.

capitules homogames, multiflores.

» involucre allongé, presque cylindriqgue, composédatieles nombreuses, imbriquées,
inégales, pointues, membraneuses sur leurs bords.

> réceptacle nu ou seulement muni de papilles.

» calathide composée de demi - fleurons nombreuléstm rayons, hermaphrodites, a
languette linéaire, tronquée et divisée en cindglan sommet.

» ovaire oblong, surmonté d'un style filiforme a dduwanches stigmatiques recourbées
en dehors.

» akénes allongés, fusiformes, plumeux et entremélés.

A\

[I. 2. Distribution géographique

Les espéces du gengeorzonerg Asteraceae) sont distribuées a travers le moGde.
genre se rencontre principalement dans les zocbgse Europe et d’Asib].

La plupart des scorsonéres africaines sont deseslaméditerranéenngs]. En Algérie,
ce genre ne comprend pas moins de huit espécessanii: S. caespitosaPomel,
S. coronopifoliaDesf., S. fasciataPomel,S. laciniatal., S. pygmaeae.SS. undulatavahl,
ssp.alexandrina(Boiss.) Maire et ssgleliciosa(Guss.) Mairg6].
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[I. 3. Intérét commercial, nutritionnel et pharmacologique

Les scorzoneres ont été largement étudiées, eonraistamment de leur importance
economique. De nombreuses especes étant utilisses Ithlimentation. La plupart des
salsifis qu'on trouve dans le commerce sont endfst scorzonéeres. On citera par exemple
S. hispanicd3, 7], S. austriacd8], S. humilig7], S. creticd9] ou encore. laciniata[3].

Dans la pharmacopée traditionnelle, les scorzorsmesutilisées dans le traitement de
nombreuses affections et pour certaines proprtétapeutiques comme le montre le tableau

ci-dessous :

Tableau II. 3 : Utilisation en médecine traditionndle de quelques scorzoneres

Espece Utilisation
S austiriaca Peste, anthrax, l'inflammation et la mamnjike
S. hispanica Particulierement contre les maladies pulmonairéssathume$3]
S. divaricata Ulceres toxiques et mali3]

Diarrhée, les maladies parasitaif@p

=74

S .pseudodivaricat

S. radiata Fiévre causée par les infections bactériefib@ls

[ll. Espéce Scorzonera undulatasp.alexandrina

I1l. 1. Noms vernaculaires

L’espéceScorzonera undulatasp.alexandrinaest connue sous différents noms suivant
les pays, voire les régiofikl] :

Langue du pays Nom
Anglais Viper's grass, black salsify
Francais Scorzonere a feuilles onduléeps
Arabe Guiz

Il est a signaler que I'étude botaniqueStmrzonera undulatasp.alexandring reste
difficile, limitée et trés controversée car cetwpéce a fait I'objet de tres peu d'études

descriptiveg1].
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[ll. 2. Description botanique

Scorzonera undulatessf. alexandrina est une plante vivace, furfuracedont les
différentes parties sont décrite-dessou$4, 5].

4 )

Les tiges : droites,
hautes d'un pied et
plus, simples ou
divisées vers leur
sommet en trois ou
quatre rameaux
élancés, plus ou
moins tomenteux,
uniflores faisant
pédoncules nus se

terminant par un

\ capitule. )
4 )

Les fleur: : solitaires,
terminales, d'un bleu viole
les écailles dicalice ovales,
imbriquées ; leextérieures

tomenteuses, les anthe
brunes, les semences
allongées, couronnées |
une aigrette sessile,
plumeuse, dont les poils sc
inégaux, entremélés comr

\ une toile d'araignée.j
m_es feuille: : Iancéoléeg

Les racines : allongées, glabres ou |
épaisses, charnueg peu velues, fortement
presque ondulées a leurs borc
fusiformes, trés-rétrécies et subulées
oblongues,

noiratres en
dehors, blanches
en dedans.

a leur sommet, vaginali
et en gouttiere a leur
base, a trois ou cinq

o J

\nervures Iongitudinalu

II. 3. Distribution géographique

S. undulatassp. alexandrini est un géophyte qui se développe a bords de che

L’espéce est signalée en Sicile et en Afrique dudNen particulier dans les steppes €
région présaharienne, allant de 'Egypte au Ma[11].

lll. 4. Propriétés et usage

Cette espéce est commpar l'usage que I'on fait de ses fleurs, sedidsuses tiges ¢
ses racines comme aliment. Les fleurs sont laeaila plante la plus utilisée. Son g
chocolaté fait qu'on I'ajoute aux salades servamsiad’aromatisant. Elles ont un arébme
rappelle la vanille et apparaissent au printen|11].
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La racine peut se manger dés le premier hivesgtiile semis de ses graines. Elle est
alors charnue et trés délicate, a une saveur detuggcrée. On peut également consommer les
feuilles surtout celles qui sont jeunes, fraichedeadres offrant un aliment tres agréable
pendant la période pluvieugE?].

Cette plante qui n'est pas mentionnée de manie¢éduiable dans la pharmacopée
traditionnelle, est utilisée dans le traitement miessures de serperi.



CHAPITRE 11
Etudes phytochimiques

antérieures
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I. Etudes phytochimiques antérieures sur le genr8corzonera

Les plantes du genrgcorzoneraa l'instar des plantes des autres genres denidlda
Asteraceae, ont fait I'objet d’investigations chgmés ayant abouti a lisolement de
coumarines, isocoumarines, dérivés stilbéniquesiofioides, sesquiterpenes, triterpénes et
autres composés phénoliques.

A noter que flavonoides et sesquiterpenes en démérsesquiterpéenes sont considérés
comme les marqueurs chimiotaxonomique de la farAgkeraceagl3].

I. 1. Coumarines et isocoumarines

Les travaux effectués sur les espéBedlivaricataet S. pseudodivaricatant permis
d’isoler un composé coumarinique du nom de scojpelét[13].

D’autres investigations chimiques menées sur [@tméthanolique de l'espece
S. creticg14] ont permigde d'identifier tois nouvelles dihydroisocoumarines nommees :
» 6,8-dihydroxy-3-(4-méethoxyphenyl)isochroman-1-@he
» 8-O-B-D-glucopyranosylscorzocreticirge
» 8-O-[a-L-rhamnopyranosyl (36)-5-D-glucopyranosyl]scorzocreticinge

OCH,
. )
OH
o
o] HOHo o )
OH O

2
OH
HO
HOM
H,C o
O

[0V
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I. 2. Dérivés de stilbenes

L’étude phytochimique de l'extrait méthanolique dearties aériennes de la plante
médicinaleS. radiata[15] a montré la présence de cinq nouveaux dihydrestdkb, 6, 7, 8
et 9. Des analyses biologiqgues ont montré que ces cedsppossedent des activités
antioxydante$15].

R4
N O
CHs
R
° O l
R

R R> Rs R4
OH
5 OH o OCHs OH
6 OH HO ) OCHs OCH;
7 OH HO © H OH
OH
OH
HO 0
8 HO o* OH OCH; OCH;
OH
HO

9
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I. 3. Flavonoides

Les composés flavoniques sont des substances llegures répandues dans le genre
Scorzonera et peuvent étre a juste titre considérés comme dearqueurs
chimiotaxonomiques. Les flavonoides décrits & ce jour les scorzoneres sont quasiment
des flavonols ou flavones hydroxylés et/@iglycosylés. L’'apigénine, la Iutéoline, le
kaempferol et la quercétine sont les flavonoidespleas fréquemment cités dans la littérature
pour ce genre. La quercétine a été le principaipmsé de toutes les especes étudiées. Le
tableau ci-dessous répertorie les dérivés flavogoés isolés de quelques espéces du genre
Scorzonerd16].

Tableau I. 3 : Les dérivés flavonoidiques isolés de quelques espedu genre

Scorzonera
Espéeces Flavonoides Réf
S. austriaca Lutéoline 3’-(6-Ep-coumaroylf-D-glucopyranosidell | [17]
S. crispatula Quercétinel? (18]
Lutéolinel0
S. divaricata Apigéninel€
. [13]
Kaempferol-30©-rutinoside.5
S. pseudodivaricata Luteoline10
P Lutéoline-70O-glucosidel2 [13]
Lutéoline-50-glucosidel3
Quercétinel?
S. columnae Apigéninel6 [19]
Lutéolinel0
Quercétine 3-(6-O-caffeoyl)-galactosidd8
S. pusilla Quercétingl? (18]
Lutéolinel0
S. pseudolanata Quercétinel? [18]
. Quercétinel?
S. mollis Lutéolinel0 [18]
S. laciniata Quercetind/
' Lutéolinel10 [18]
Apigéninel6
S hispanica Quercétinel? [18]
S. hirsuta Quercétingl?
- nirst Lutéoline10 [18]
Kaempferoll4
S. graminifolia Quercétingl? (18]
Lutéolinel0
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I?l RZ R3 R4
10 H | H H H
11 H H Cou-6-Glc H
12 Glu H H H
13 H Glu H H
OH (0]
HOOC
HO 0 \/lkfg HO O,
OH HO OH
Glc : B-D-glucosyle ou : coumaroyle Glu : B-D-glucuronyle

HO o
(]
OR
OH 0]

A4R=H 16

15 R =Rut o
OH "o
OH o
OH o o
HO 1

A7/R=H
18R = Caf-6-Gal Caf : caffeoyle Gal : B-D-galactosyle

I. 4. Sesquiterpenes

Les différentes études phytochimiques réaliséagijasprésent sur le genBeorzonera
ont mis en évidence la présence de sesquiterpéamenés, sesquiterpénes lactones

glucosides et dimeres de guaianolides.
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Le sesquiterpéne lactone glucosidkainsi que les trois sesquiterpenes lact@e21
et 22 sont isolés respectivement a partir@lepseudodivaricatfl3] et S. hispanicgd20]. Le
compos€1 nommeé scorzoside a été isolé pour la premiéreafquartir de cultures de tissus
deS. hispanicat il n‘a jamais été signalé dans "les plantesiales"” deS. hispanicd21].

OH
HO °
HO o
OH
CHy
19
20 21 22

R; H, H H, H aH, B O-Ang
R> CH, CH, CH,
R3 H H a OGlc
R4 a OGlc a OGlc H
R5 CH2 CHz CHZ
Re CH2 aCHg, BH aCHg, BH

1% = Ang : angeloyle

Deux nouveaux guaianolides dimegset 24 liés par une liaison carbone-carbone rare,
ont été isolés des racines 8e austriaca[22]. Le composé 25 obtenu par acylation du
guaianolide dimerg3, présente des activités anticancéreuses et cyqoes{22].

M

23R =OH
_25 R = OAc 24
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De la méme espe¢3], il a été identifié également le sesquiterpentoie26.

I. 5. Triterpenes

Les composés triterpéniques, notamment a squelkipese et taraxerane, ont été
eégalement mis en évidence a l'issue des investigaitthimiques menées sur les différentes
plantes du genr8corzoneraAinsi une étude effectuée par B. wang et collateurs[24] sur
les parties aériennes de I'esp&emongolicaa révélé la présence de deux nouveaux esters
d’acide gras triterpéniques :

» Le 3B-tétradecanoylmoradiol2y.
» Le 3B-dodécanoylmoradiols.

Leurs structures ont été déterminées par les mésholdimiques et spectroscopiques

d’analyse.

I
pe
1
o



Rappel bibliographique
Etudes phytochimiques antérieures

D’autres triterpénes connus ont été caractérisésvaau de I'espéc8. columnag18].
Il s’agit du lupéol29 et dup-sitostérol30. Le lupéol29 a été également isolé des racines de
S. aristatg[25].

/////
.

HO

Une étude chimique effectuée sur I'esp&elatifolia [26], a permis d’isoler trois
composés triterpéniques appelés taraxasteryl ratgi®l, taraxasteryl acétat@2 et
fern-7-en-3-on&3.

H3C-(H,C)414-H,C
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I. 6. Autres composeés

Divers travaux ont abouti a I'isolement d’autreassles de composés dans le genre
ScorzoneraOn peut citer les kavalactones et les acidesiques.Une étude effectuée sur
I'especeS. austriacd17] a permis l'identification de deux kavalactones gaet :

» 12-hydroxy-desméthoxyyangoniri.
» 124-D-glucopyranoside-desméthoxyyangongte

34 35

L'investigation phytochimique d&. laciniata[27] a donné un nouvel acide dérivé de
l'acide quinique, acide 1,3,5-tridihydrocafféoylgigue 36 plus connu sous l'appellation
d’acide podospermique. Il est considéré comme présentant d'une nouvelle classe de
composes polyphénoliques d'origine naturelle détide I'acide dihydrocafféoylquinique.
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OH
I
OH
o)
OH
HOOC
O o)
~ Y
o OH
HO
OH
36

Il agit en tant que piégeur des radicaux et estetascd’intérét pour la nutrition
humaing27].

La séparation chromatographique de I'extrait aeadathyle obtenu a partir des parties
aériennes de la plang divaricata[13], a donné deux nouveaux dérivés de l'acide quinique
37 et 38, substitués par un groupement féruloyle et deuxtgubsts dihydrocaffeoyles.

Pour l'acide féruloylpodospermiqg?, les deux substituants dihydrocaffeoyles sont
localisés en positions 1 et 5 de I'acide quinigaadis que le groupe féruloyle est localisé en
position 3.

OH
OH
o)
o
5
OH
HO HOOC OH
3
(0] o
HO X OMe
o o)
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Pour I'acide feruloylpodospermiq38, les substituants sont liés aux carbones C-1, C-3
et C-4.

OH
OH
o)
OH 4
o]
HO HOOCN\ OH
1O 03
HO X OMe
o o)

Ces deux composeés suscités présentent une forééaeintioxydante par essai au
DDPH[13].

Par ailleurs, des travaux réalisés sur les pastde®nnes d&. pseudodivaricatfl3],
plante médicinale Mongole, ont permis d’isoler wuvel acide nommé Scorzone8g

OH

HO
HO
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II. Etude phytochimique antérieure sur I'especeScorzonera undulatasp.deliciosa
(Guss .) Maire

L’espéce Scorzonera undulateest représentée localement par deux sous especes
nommeéegleliciosaetalexandrina Cette derniére, objet de ce travail, n’a faibjat d’aucune
investigation chimique antérieure. Une étude chiraicgalisée sur la sous espédediciosaa
permis d’isoler et identifier huit composés natsyel squelette triterpénique principalement
[28] et qui sont représentés ci-dessous.

/////

HO

B-amyrine acétate [B-sitostérol
R = OAc, R = Me

méthyloléanate
R =0OH, R=COOMe

galangustine méthylursolate

stigmastérol
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OH
HO

OH
OH

acéteoside

OH
HO

0 0
HO 0 =
OH
HO =

6-hydroxy-70-p-D-glycopyranosylcoumarine

Sur les huit composés caractérisés, les galangustincéteoside ont été isolés pour la
premiere fois du genr@corzonerg?28].
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I1l. 1. Définition

Les triterpenes sont une classe de métabolites\dates composés de 30 atomes
carbone. Au niveau biosynthétique, les 4000 difftsyesquelettes connus jusqu'a ce joL
isolés de sources naturelles, provnent de la cyclisation du -2,3-époxydo-2,3-
dihydrosqualéne et parfois directement du sque[29].

i’ . . *
! ‘_" - ) . !
)WJ E N \/L/t \/%‘/\; /ﬁ/“' ,Ar
i N i
'.' . .IJ ! v

Squaléne -2,3-époxydo-2,3tihydrosqualer

Les nombreuses activités biologiques des triterpaare font un groupe de produ
naturels de premiére importance. lls sont fréquemtmencontrés dans la nature sous
forme glycosylée dite saponine et responsablesdomititude d'activités thérapiques et
biologiques (cytostatique, antivirale, insecticideant-inflammatoire, molluscicide
analgésique]30].

[ll. 2. Mode de cyclisatior

La diversité des structures triterpéniques pew éxpliquée par les différents mo
de cyclisatior{31]:

» Chaise-bateauchaise-bateau-chaine latérale

4 A

protostal7(20), lanostérol cytenol cucurl-5,24-diénol
24-dien-3-ol
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» Chaise- chaise-chaise-bateau-chaine latérale

4 )

HO

dammara-17(20) cycloroylenol tirucafl@4-dien-3-ol euferol
24-dien-3-ol

» Chaise- chaise-chaise-chaise-chaine latérale

4 )

HO H

bacchara-12,21-dien-3-ol shionone
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» Chaise- chaise-chaise-chaise-bateau-chaine isoprbgye

HO H

lupéol 13(18)-lupénol neolupénol tylolupéBo

» Chaise- chaise-chaise-chaise-chaise

B-amyrine taraxasterol a-amyrine rhoiptenol

» Chaise-chaise-chaise-bateau-chaise

20-urséen-3-ol 20(30)-ursen-3-ol calotropenol 13(B3en-3-ol
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I1l. 3. Classification

Les divers squelettes triterpéniques peuvent &sseés en :

» composés aliphatiques comme le squaléne, surtoabm&éé dans le régne animal et
qui se trouve également dans l'insaponifiable lwiégétales (Olive, lin, arachide).
» composes tricycligues comme l'onocérane.

>
>

composeés tétracycliques tels les stéroides ehigogtérols.
composés pentacycliques tres fréquents chez legeplaomme leg et amyrines.

Cette classification est basée sur la structuresgielette carboné de I'hydrocarbure
saturé dont dérivent les triterper@g]. On distingue les squelettes de base suivants :

l Tricyclique l

Tétracyclique ]

v

[ cycle (A,B,A) ]

[ cycle (A,B,C,D) ]

Pentacyclique

Symétrique

cycle (A,B,C,B",A)

Asymétrique

cycle (A,B,C,D,E)

v

v

[ cycle C ouvert]

[ cycle C fermé ]

Groupes méthyles
29 et 30 fixés sur le
carbone 2

oléananels

ursaned6

Groupes méthyles
29 et 30 fixés
respectivement sur
les carbones19 et 20

lanostanel2

gammacérars

v

v

cycleEa6 [ cycleEab sommets]
sommet

.
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lll. 4. Nomenclature

Les noms des triterpénoides dérivent du nom deittdoarbure qui constitue leur
squelettd32] comme :

Onocéra | pour le squelette onocéralie

Ambra pour le squelette ambradéd

Lanosta | pour le squelette lanostadi®
Gammacera pour le squelette gammaceraig

Lupa pour le squelette luparye]
Oléana pour le squelette Oléanade
Ursa pour le squelette Ursadé€

[ll. 5. Biosynthése des triterpenes

La biosynthése des triterpénes s’articule autourtrdes grandes séquences. Elle
commence d’'abord par la synthése de I'lPP (isopghtfiphosphate) qui est la molécule de
base de la synthese des terpenes, suivie de lamsattbn successive de six molécules d’IPP
pour former I'époxyde de squaléne qui est le prgsur de tous les triterpeng@3]. Enfin la
transformation différenciée de cet époxyde aboatix divers squelettes majeurs deécrits
précédemmeriB0, 31, 34, 35]

[ Synthés de I'lPP (Voie du mévalonat ]

(o]
O o] 0
/{k M /lks oo HO//, '
2X. S-CoA — » S -CoA HOOCWCO-COA

acétyl-CoA acéto-acétyl-CdMMG —CoA-synthase  3-hydroxy-3-méthyl
glutaryl-CoA

HMG-CoA-réducta

HO,,
)\AO P -O -Pe— )\AO P -0 -Pe << HOOC ; CH,OH

diméthylallyl diphosphate isopentényl diphodpha meévalonate
(DMAPP) (IPP)

isopentényle diphosphate

[ Etapes de condensation et d’époxydat]on

)W N X X
0-P-O —P7—>

diphosphate isopentényl diphosphate ~ farnésyl diphosphate
(GPP) (FPP)

O-P-O -P.gérany|
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époxyde de
squalene synthase ,
o]

2,3-‘@{mto)squaléne

FPP
Farnésyl diphosphate

squalene

[Chais«-bateal-chaiS(-batea| ]

[ChaiS(-chais«-chais«-bateal ]
v
= ]

cation dammaranyle

cycloartanes

cation baccharenyl euphol tirucallol cucurrbitanes

2,
7,
s,
~,,

taraxérol ]

ioattaraxastyle

cation lupanyle
multiflorénol ]

A 4

\ 4 y
[oléanane] [ ursane ] [taraxastérol]

Figure lll. 5 : Schéma de biosynthése de certaindamilles de triterpénes.
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l1l. 6. Stérols

[ll. 6. 1. Structure chimique

Les stérols sont des lipides neutres possédanstuneture rigide. Ce sont également
des molécules amphiphiles. Ils sont composés deléhydrocarbonés nommés A, B, C et
D qui forment une structure plane et rigide de reatpolaire. Située sur le carbone C-3, une
fonction alcool en positiofs confére un caractere polaire a la molécule. L'etide de la
molécule est amphiphile : une téte hydrophile areani de la fonction alcool, un squelette
hydrophobe formé par les cycles. Sur ce squelette fixés deux types de résidus : un
groupement méthyle sur les carbones C-10 et C-1Betchaine alkyle de 8 a 10 carbones,
plus ou moins ramifiée sur le carbone C-17. Lesrinédiaires biosynthétiques comportent
également des groupements méthyles sur les carfidegt/ou C-14 (Figure Ill. 6. 136].

s N

26

J

Figure Ill. 6. 1 : Numérotation du squelette carboré des stérols d’aprées la
nomenclature 1.U.P.A.C.

I1l. 6. 2. Diversité des stérols

Les stérols, différents selon les organismes, pgu&ee regroupés en trois familles :
stérols fongiques, stérols animaux et stérols aegetLa Figure Ill. 6. 2 illustre ces trois
familles par leurs principaux représentants. Leostéajeur des fongiques est I'ergostérol
dont la particularité est la présence de deuxdigsalcéniques conjuguées. Les membranes
animales contiennent un stérol prépondérant : tdeskérol. Ce stérol peut étre soit préleve
directement, soit métabolisé a partir de phytosséommme chez les insect§’7]. Les
mammiféres, quant a eux, synthétisent le choldst€itez 'homme une partie provient de
'alimentation. Les végétaux contiennent un mélargmnmplexe de stérols composeés
essentiellement de sitostérol, campestérol et sggnol[33]. Ces trois stérols different des
stérols décrits préecédemment par la présence digseuration en position 22 (cas du
stigmastérol) et la longueur de la chaine alkyedfge sur le carbone C-24 (un seul carbone
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dans le cas du campestérol, deux pour le sitdstéde stigmastérol). Cependant, de
nombreux autres stérols végétaux sont connus notamntomme intermédiaires
biosynthétiques. La composition stérolique varigdéois selon les familles de plan{&s].

4 N (O

HO

Cholestérol Ergésol
(Vertébrés) (Champignons)

Campestérol Sitostérol

Stigmastérol

(Plantes supérieures)

Figure Ill. 6. 2 : Structure des principaux stérols
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I1l. 6. 3. Rble structural

Le rbéle premier des stérols est de renforcer lemionanes cellulaires. Grace a leur
propriété amphiphile, les stérols s’intégrent denbicouche lipidique (Figure Ill. 6. 3). La
fonction hydroxyle polaire est dirigée soit verddae interne, soit vers la face externe de la
bicouche. La fonction hydroxyle se trouve ainsicentact soit avec le milieu intracellulaire,
soit avec le milieu extracellulaire. Le squeletigiomcarboné apolaire s’intercale entre les
acides gras des phospholipides en interagissantigmrliaisons de type Van der Waals.

L’addition de stérols a une bicouche de phospladipi provoque la condensation de la
membrane et donc son renforcem@s.

- ppp—
)

o

Figure lll. 6. 3 : ROle des stérols dans la structation des membranes
plasmiques

Les stérols renforcent différemment les membraeesfonction du type de chaine
latérale. Ainsi, au niveau des stérols de plargesitostérol est le stérol le plus efficace pour
réduire la perméabilité des membranes et ordonesr dhaines d'acides gras des
phospholipides[40]. Par opposition, le stigmastérol qui possede juste insaturation
supplémentaire par rapport au sitostérol est teesgfficace pour remplir ces deux fonctions.
De méme, le sitostérol et le campestérol sontti®ls les plus efficaces pour ordonner la
membrane cellulaire. lls sont méme plus efficaass l@ cholestérol. Chez les plantes, il est
probable que le sitostérol joue un rdle membranaralogue au cholestérol chez
les animauxX41].

[ll. 7. Saponines

Saponosides ou saponines sont un groupe de métsbekcondaires fréquemment
rencontrés chez les végetaux. lIs tirent leur namatin saposignifiant savon en raison de
leur proprieté a former des solutions moussantespsence d'eali30]. Les unités
saccharides qui constituent les saponines sont com®snglucose, galactose, arabinose,
rhamnose, xylose, fucose et acide glucuroniquepdrtie sucre de la molécule peut compter
jusqu'a 11 oses liés a la génine par une liaisagpeaceétal30].



Rappel bibliographique

Généralités sur les triterpénes

Figure Ill. 7 : Saponine triterpénoide de type oléaane [42].

[ll. 7. 1. Saponines triterpéniques

La grande majorité des saponines végétales apmaetie a ce groupe. Elles sont
principalement présentes chez les dicotylédonesr hglycone possede dans la plupart du
temps une structure de base pentacyclique, plesnert tétracyclique. Les sapogénines
triterpéniques les plus abondantes sont Bl@amyrine, l'acide ursolique et [l'acide
oléanoliqug?29].

[ll. 7. 2. Propriétés biologiques des saponines terpéniques

Les saponines triterpénigues sont considérées graaints chercheurs comme étant
responsables de la plupart des activités biologigdes plantes utilisées en médecine
traditionnelle orientalef43]. En effet, la littérature scientifique rapportesdpropriétés
médicinales tres variées anticarcinogénique, aflafnmatoire, antitumorale, antivirale,
antifongique, antithrombique, cardiovasculaire ptyxique, immunomodulatrice, spermicide
et molluscicidd44, 45]
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Généralités sur
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IV. 1. Définition

Occupant une place dominante dans la grande ctiesseomposés phénoliques, les
flavonoides sont des métabolites secondaires gbeguides plantes qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, desfatiparfois des feuilles. Les flavonoides sont
des substances naturellement présentes dans soaggbnes du systeme végeétal, des racines
jusqu'aux fruits[46]. Ces molécules ont fait I'objet de plusieurs trauvalls portent
essentiellement sur la mise au point des difféeentechniques d’extraction, leur
identification, leur fonctionnalisation et leursopriétés. L'intérét pour ces composés est
justifié par les nombreux effets biologiques qulear attribue, anti-tumoral, anti-radicalaire,
anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique, tigmasmodique, antibactérienne,
hépatoprotecteur, estrogénique et/ou anti-estrqgeéf9, 47}

IV. 2. Structure chimique

Flavonoide est le terme générique attribué a degposés possédant un squelette a 15
carbones et qui a son niveau le plus simple, ctansis deux cycles phényles, les cycles A et
B connectés par un pont a trois carbones (struenr€6-C3-C6). Le pont en C3 entre les
cycles A et B est communément cyclisé pour forraaykle C (Figure 1V.2)30].

Figure IV.2 : Structure de base des flavonoides.
IV. 3. Biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides sont formés via un interméglisommun : la 4,2',4',6'-
tétrahydroxychalcone. Ce précurseur dérive de ladeonsation de trois molécules de
malonylcoenzyme A, qui correspond au cycle A ehd'molécule de 4-coumaroylcoenzyme
A permettant la formation des cycles B et C. Ce ané&tne est catalysé par la chalcone
synthase. La cyclisation de cette chalcone par Healcone isomérase forme la
5,7,4'-trihnydroxyflavanone (naringenine) conduisamt squelette de base des flavonoides
(Figure IV.3). Plusieurs enzymes (synthase, rédectaydroxylase) contribuent a I'apparition
des flavonoides. Dans chaque classe, les molésne€nsuite diversifiées par hydroxylation
(flavonoide-3'-hydrolase, flavonoide-3',5’hydroxgk), méthylation (O-méthyltransférase),
glycosylation, (flavonoide glycosyl transférase)ylation (acyl-CoA transférase) ou
polymérisatior[48, 49, 50]
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[ Dihydroquercétine] [ Dihydrokaempferol] [ Dihydromyricétine]

Cyanidine-3-O-glucoside [Pelargonidine-3-O-qucoside] [Delphinidine-3-O-qucoside

Figure IV.3 : Biosyntts& des flavonoides

1 : Phenylalanine ammonia-lyase 10 : Flavonoide-3',5’-hydroxylase

2 : Cinamate 4-hydroxylase 11 : Flavonoide-3'-hydroxylase

3: 4 -coumarate :CoAliase 12 : Dihydroflavanonol-4-réductase

4 : Acetyl-CoA carboxylase 13 : Dihydroflavonol-4-réductase

5 : Chalcone-synthase 14 : Dihydroflavanonol-4-réductase

6 : Aurone-synthase 15 : Leucoanthocyanidine dioxygénase
7 : Chalcone-isomerase 16 : Leucoanthocyanidine dioxygénase
8 : Flavonoide -3'-hydroxylase 17, 18, 19 3-O-glucosyl-transférase

9 : Flavonoide-3’,5'-hydroxylase
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IV. 4. Classes de flavonoides

Chaque classe de flavonoides se distingue enidonde la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C, tandissdas composés individuels au sein d’'une
méme classe se distinguent par la substitutiorcyides A et B.

Parmi les nombreuses classes de flavonoides péésentes principales sont :
anthocyane catéchine, flavanone, flavonol, flavacteglcone, isoflavone, dihydroflavonol,
flavane, aurongs0].

0]
anthocyane
flavone
l OH O
catéchine
e)
chalcone

| |
o) o O

flavanone .
isoflavone

flavonol dihydroflavonol
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4 N

o ()
C . g\

\ flavane auront /

Figure IV.4 : Les diverses classes de flavonoides

IV. 4. Substitution du squelette flavonique

Il existe différents processus de substitution duetette flavonique, a l'origine de la
grande diversité des structures flavoniques. Bdesegroupent en sous classes. Les composés
variés de chaque sous classe se distinguent paontre, la position et la nature des
substituants  (groupements hydroxyles, méthoxyles @ttres) sur les trois
cycles A, B et g50].

IV. 5. 1. O-substitution

IV. 5. 1. a. Hydroxylation

Cycle A

La plupart des flavones et flavongls
sont substitués par deux hydroxy
en C-5 et C#, qui sont considéré
comme originaux et existent avant|la
constitution du noyau chalconge.
D’autres substitutions sont possibles
avec des fréguences variables
(hydroxyles en C-6 et en C-§1].

Cycle B
Le cycle B est substitué en C-4’ avant la
formation du squelette chalcone pu
disubstitué en C-3’ et C-4'. Il est moins
frequemment trisubstitué en C-3'4C+
et C-5'. Les autres positions et
C-6° ne sont qgu’exceptionnellement
substituée§s2].

Cycle C

Pour le cycle C, la substitution a lieu gur
la position 3 donnant a titre d’exemple,
la quercéting53].

HO
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IV. 5. 1. b. O-méthylation

La méthylation fait partie de la biosynthése desigurs flavonoides. Elle joue un rdle
important dans la couleur de ces dernjg#.

/ OMe

OMe

MeO

\ Epalitine Népétine )

IV. 5. 1. c.O-glycosylation

La liaison s’effectue entre un hydroxyle phénoligee un autre d'un sucre. Un
deuxieme sucre peut se rattacher a la structuerfiqgue a partir d’'un autre OH phénolique
ou un OH alcoolique du sucre déja fixe.

La O-glycosylation se fait préférentiellement avec dhgxyle en C-7 chez les flavones
et les flavanones, en C-3 chez les flavonols. Parétle se fait sur les deux hydroxyles de la
méme moléculgss].

@-glucosyl #O-rhamnosyl quercétine @Gglucosyl quercétine )

IV. 5. 2. C-substitution

IV. 5. 2. a.C-méthylation
Le groupement méthyle est directement lié au dyelezénique par une liaison
carbone-carbongg4].
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OH (0]

\ Eucalyptine )

IV. 5. 2. b.C-glycosylation

Le sucre est directement lié au cycle benzéniqueupa liaison carbone- carbone trés
résistante aux acides, contrairement aux O-glyessi®ans cette glycosylation, la liaison
s’établit entre le carbone du sucre et celui eritipast et/ou 8 du flavonoide, le plus souvent
une flavone. Dans certains composeés, les deux numdgkycosylation coexistefs].

HO

Glu

Apigénine 6€-glucoside Apigge 8C-glucoside

Apigénine 6,8c-glucoside
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IV. 6. Distribution au sein des plantes

Les flavonoides existent dans tous les végétaugrsmups vascularisés ou ils peuvent
étre localisés dans les divers organes : raciiges, tfeuilles, fleurs, pollens, fruits, graines,
bois..[30]. Certains flavonoides sont plus spécifiques a pemtie de la plante. Ainsi, les
anthocyanes sont plutét localisés dans les pagig=rnes des fruits, fleurs et feuilles, alors
que les chalcones se rencontrent plus frequemnagstlds pétales des flefiss].

Dans la majorité des cas, les flavonoides soneptésous forme glycosylée dans les
plantes car la glycosylation a pour effet de lesdre moins réactifs et plus hydrosolubles
permettant alors leur stockage dans les vacuolescdiules épidermiques des fleurs, de
I'épiderme et du mésophylle des feuilles, des pargmes des tiges et racir{e$].

Il est a noter que flavanones et flavones sonteutuprésentes dans une méme plante.
Flavones et flavonols ne se trouvent généralemenepsemble, pas plus que les flavanols et
anthocyanefb7].

IV. 7. Propriétés biologiques

La plante fabrique des flavonoides pour se protdgdioxydation, réaction stimulée par
le rayonnement solaire. Plus l'ensoleillement audejeplus les teneurs en flavonoides
augmentent et particulierement dans les partieglissexposéd$8].

Le rble principal de ces pigments est la protectles plantes face aux agressions du
rayonnement UV. lIs servent également a attirételdion des insectes pollinisateurs ou au
contraire, a dessiner des formes pour éloigngoriégdateurs. Certains flavonoides sont mémes
toxiques pour les insectfs9].

Leur combinaison avec les caroténoides permetdtém des diverses couleurs qui
caractérisent les fleurs. Il est a préciser quéairer flavonoides présents dans les feuilles
peuvent prendre une ascendance sur les pigmentsoghylliens (couleur verte). La
coloration vive des feuilles d'automne est due earoténes ainsi qu'a la transformation de
grandes quantités de flavonols incolores en antmey lors de la dégradation de la
chlorophylle[58].

Les flavonoides sont également des inhibiteurszyi@es, des agents chélatants des
métaux nocifs pour les plantes. De plus, ils jousnt6le certain dans la photosensibilisation,
les transferts d’énergie, la morphogenése, la aéation sexuelle, la photosynthése et la
régulation des hormones de croissance des plgties
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V. 1. Extraction et fractionnement

La plante séchée et broyée, d’'un poids deaj,lest soumise a une extraction solide-
liquide a température ambiante, en utilisant swgigement des solvants de polarité
croissante : éther de pétrole, acétate d’éthytaéhanol. Le schéma ci-dessous reproduit les
différentes étapes de I'extraction.

[[ Plante entiere (1 Kg)}}

* Macération pendant 72 h * Macération pendant 72 h dan
dans l'acétate d’éthyle (5 | X 3)¢ Marcs | I'éther de pétrole (5 | x 3)
* Filtration * Filtration
* Evaporation * Evaporation
\ 4
Extrait acétate d’éthyle Marcs Extrait éther de pétrole
26,89 ¢ 16,16 g
A

* Maceération pendant 72 h
dans le méthanol (5 | x 3)
* Filtration

* Evaporation

Marcs

Extrait méthanolige
39,67 ¢

Figure V. 1 : Schéma d’extraction de I'espec8. undulatassp.alexandrina

V. 2. Purification des composés

Les différents extraits obtenus, ethéropiéme (16,16 g), acétate d’éthyle (26,89 g) et
méthanolige (39,67 g) sont analysés par CCM dans des systerakgioh compatibles avec
la nature de I'extrait, et ce dans le but d’évalgkbalement leur richesse en métabolites
secondaires. Les résultats des tests chromatogragshinous ont incités a explorer
chimiqguement les extraits acétate d’éthyle et nmshgue. Cependant, si I'extrait acétate
d’éthyle a fait I'objet d’'une étude chimique apmoflie, I'extrait méthanolique n'a été
soumis gqu’a une investigation chimique partielle.
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Avant d’entamer le fractionnement des deux ext@iés, des tests chromatographiques
par CCM ont été préalablement effectués dans diftérsystemes d’élution :

» chloroforme-méthanol (99-1, 97-3, 95-5, 90-10) pleaxtrait acétate d’éthyle.
» chloroforme-méthanol (95-5, 90-10, 80-20, 70-30)cktoroforme- méthanol-eau
(60-40-7, 70-30-3, 70-30-5) pour I'extrait méthaquoe.

Le meilleur profil chromatographique a été obtemecdes systémes suivants :

» chloroforme-méthanol (95 : 5) pour I'extrait acétdtéthyle.
» chloroforme-méthanol-eau (60 : 40 : 7) pour I'eittraéthanolique.

V. 2. 1. Extrait acétate d’éthyle

Un premier fractionnement de 6 g d'extrait acétdiethyle a été réalisé par une
chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gelsileze normale en utilisant un gradient
d’élution éther de pétrole-acétate d’éthyle et atect’éthyle-méthanol allant de (100-0) a
(0-100) . Cette phase de séparation a permis deitircl3 fractions (fr a R3). Les fractions
Fs, Fs, Fo, Fio, F11 jugées intéressantes au vu de leur profi CCM fait I'objet
d’investigations chimiques approfondies.

La fraction F3 soumise a une chromatographie sur colonne de gsilide dans un
mélange éther de pétrole-acétate d’éthyle a diftérgradients (100-0, 99-1, 98-2, 96-4), puis
a une chromatographie sur couche épaisse CCE (29-&hfin une chromatographie sur
colonne de gel de silice en utilisant comme élaggntohexane-dichlorométhane (100-0, 99-1,
97-3, 95-5, 90-10, 80-20), a permis d’isoler adtgiur les deux compos&J1 (3,6 mg) et
SU2(3 mg).

Le fractionnement de la fractidfy par chromatographie sur colonne de gel de silice a
moyen du mélange chloroforme-méthanol a différegredients (100-0, 99-1, 97-3, 95-5,
93-7, 90-10, 80-20) a permis de récolter 10 soastifvtns. Une filtration sur colonne de
Séphadex LH-20 dans un mélange chloroforme-méthgh6D-0, 99-1, 97-3, 93-7) comme
éluant, suivie d’'une recristallisation dans le cbforme a permis d’aboutir au compdsE5
(8,8 mg).

Les fractionskg et F1p rassemblées car présentant en CCM beaucoup diugies,
sont mises a chromatographier sur une colonne gdafiéx LH-20 dans un mélange
chloroforme-méthanol (100-0, 99-1). 7 sous-fractiatlant de & (1-9) a k (57-68) ont été
recueillies. Une recristallisation de la quatrieso@is- fraction § (18-24) dans le méthanol a
permis d’obtenir le produiBU4 pur (5 mg). La derniére sous-fractiog 57-68) a donné
directement le produBU3 (7 mg) a I'état pur. Ce dernier a été égalemeiéia partir de la
fraction F11 par une chromatographie sur une colonne de SépHade0 dans un mélange
chloroforme-méthanol (100-0, 93-7) puis une realiisiation dans le méthanol. 5 mg de ce
produit ont été obtenus.
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Extrait acétate d’éthyle

(6 9)
VLC SiO,
A 4 v v
: I ROy
. . cC CcC
cC S CcCSIC; LH-20 LH-20
: A 4 v v
CCE SiO, CcC
A 4 LH-20 A 4 v
y [ Fo (18-24) ][ Fo (57-68)]
[ Fgg (66-74)
Y Recristg| llisation
L 4 v Recristq llisation
[ F3(21-24) ] [ F3(29-33) ] Recristg llisation
Y Y v v v v

[SUZ:Bmg ][SU1:3,6mg][SUE:8.8mg][SU4:5mg ][SUE:lng]

Schéma V. 2. 1 : Fractionnement de I'extrait acétatd’ éthyle.

V. 2. 2. Extrait méthanolique

Le fractionnement de 10 g de I'extrait méthanoliqu&té effectué par chromatographie
liquide sous vide (VLC) sur gel de silice grefféB-R8. Ce fractionnement, mené au moyen
d'un systeme d’élution eau-méthanol (90-10) puighawdol pur, a permis de collecter 11
fractions F1 aFiy).

La fractionFs, la plus importante du point de vue masse, eshisaua une filtration sur
colonne de Séphadex LH-20 dans le méthanol. Ciittibn a permis de recueillir 6 sous-
fractions allant de #(1-11) a k (75-81). La sous-fraction3H12-40) est soumise a une
filtration sur colonne de gel de silice dans unangk dichlorométhane-méthanol (100-0,
99-1, 97-3, 95-5, 90-10, 80-20, 60-40), permettmtollecter 6 autres sous-fractions allant
de Ra (1-66) a Ba (1-66). La sous-fraction sk (25-35) a permis d'isoler le produBU6
(5,3 mg) a I'état pur.
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L’identification de ce composé de masse molécukgale a 818 uma et qui s’apparente
a un flavonoide glycosilé selon le spectre RMNenregistré & 500 MHz, n’a pas encore été
élucidée. En effet, sa structure apparemment compleécessite une analyse spectrale
approfondie, en cours actuellement.

Extrait méthanolique
109

VLC silice| greffée RP-18

=

CC LH-20

A\ 4

[ Fs (12-40) \&{ Fan (74-85) —»[ SU6:5,3 mg ]

Schéma V. 2. 2 : Fractionnement de I'extrait méthaolique

Les travaux de séparation et de purification omtsiainécessité ['utilisation de
différentes techniques chromatographiques (VLC, CCM, etc). A l'issue de chaque étape
de séparation, les fractions obtenues sont analys#eCCM (gel de silice en phase normale)
en vue de réunir les fractions qui présentent Imenprofil ou déterminer un nouveau support
chromatographique ainsi gu’'un nouveau systéme ldargs susceptible de mieux séparer les
COMpOSES.
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V. 3. Détermination structurale des composés

V. 3. 1. Détermindion structurale du composé SU

Le spectre de massealisé en impact électroniq(FigureV. 3. 1. § montre un pic
d’ion moléculaire an/z= 426 [M]", correspondant & une formule brateCsHsO.

218.1

220.4  267.0 365.5
I ‘L i I | L ‘\}“ | 1_,“1 “l,ll ip ! B T L2

I bk |
0 ‘v—uT
100

Figure V. 3. 1. a : Spectre de masse diomposé SU
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Le spectre RMNH (FigureV. 3. 1. b) enregistré dans le chloroforme deutmontre
la présenceale six signaux singule de protons de groupementsthylesrésonant a 0,81,
0,84, 0,86, 1, 1,02 et 1,03pmr. L'observation également d’'un signdbublet de doublet
(64 3,35,dd, J = 12,5, 5 Hx d’'un proton porté par un carbone oxygnousoriente vers une
molécule de naturiiterpénique

Proton
méthylique

Protons
méthyliques

Protons h
éthyléniques Oxyméthine J /

-----

w
s
w

Figure V. 3. 1.b: Spectre RMN'H du compose SU1

Ce spectrenontre aus: la présence de deux signadoublets d’intégration 1H chaci
et résonant &,62 et4,75 ppmr caractéristiques de protons oléfiniql Leur trés faible
constante de couplage, kardre de 0,3 H: laissant suggérer qu’ilajit de deux protons CH
éthyléniques ainsi que la présence d'un signalus@gle protons méthyliques a 1,72 pj
permettent d’entrevoir la présence du systeme ites spivan :
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La préence d’'un tel systéme «confirmée par expérience COSYHH(FigureV. 3. 1. ¢)
gui montre les corrélations entre les protons, oléfiniqueset les protons constituant
groupement Cki(6y 1,72).

H-30
H-29a H-29b MLAMA)‘
T i

|| |Hl296m-30 @
| ﬂ-.}sz/l-l-so
< 2 o
» /—\ 3.5
| HaC H>
T e WV\\K_< H

4 b & §-292/H-29b °
—% = : pm

Figure V. 3. 1. ¢ : Spectre COSY du composé SU1

Cette premiére analyse RM'H, en plus des résultabtenus par spectrométrie
masseindique que ce composé est de nature triterpéra squelette lupan

Squelette lupane
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Le spectre RMN™C (Figure V. 3. 1. d)en apporte la confirmation et cela |
I'observation des signaux de :

» sept groupementséthyles résonant entre 14,5 et 27,9 |

» un carbone oxydé apparaiss a 6c 78,9, suggérant la prése d'un groupement
hydroxylesubstituant le carbone er-3 du triterpéne.

» deux carbonesthyléniques, I'un secondairdc 109,3) et l'autre quaternairdc 151),
mettant ainsi envddence le caractere lupane du triterp

SR RS EESEESESm,m

S N

w

109,309

Carbones éthyléniques

C-3 Carbones
méthyliques

N T : T T N T T T T 1] J T
N ) 130 120 110 100 % 80 7 € B d E 20

Figure V. 3. 1.d : Spectre RMN **C J-modulé du compos¢SU1

L’expérience  HMBC a conduit a [|'établissement degrincipaux couplage
hétéronucléaires €& longue distancedu composé. A partides sept méthyl, elle met
clairement en évidence les corrélatien®J et >J, qui permettend’identifier et caraériser
un grand nombre de carborass ce composdinsi, les protons méthyliqueMe-23 et Me-24
résonant respectivementdg 1,02 et 0,81, sont identifies a travers les cotigia qu’ils
présententavec le carbone oxygé C-3 ©c 78,9) identifié préademment. lls permette
d’identifier égalementes carbone C-4 @¢c 38,8) et C-5dc 55,2) Ce dernier permet ¢
caractériser les protomméthyiques Me-25 §4 0,86), eux aussi permettent d’assigner
déplacements chimiques darbon: secondaire C-15¢ 38,6), les carbon C-10 ¢c 37,1) et
C-9 (¢ 50,3). Ce dernier correle de son coté avec desqsatpérés a 1,07 ppm attribua
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au groupement méthyle Me-26. Les corrélations [Bftgue distance observées a partir
de ce groupement, permettent de caractériser rarsecondaire C-8d 34,2) ainsi que
les carbones quaternaires Cé&g @3) et C-14 §c 42,7). Ces deux derniers présentent des
corrélations avec un signal d’intégration 3H sdrtanl ppm attribuable aux protons du
groupement méthyle Me-27. Le spectre HMBC montner mes protons les corrélations C-H
en3J attendues avec les carbones C8338) et C-15&¢ 27,3) (Figure V. 3. 1. 1).

Figure V. 3. 1. 1 : Corrélations HMBC observées paue composé SU1

Partant du signal d’intégration 3H résdra 1,72 ppm du groupement méthyle Me-30
qui fait partie du systeme oléfinique décrit préaadent et ayant permis d’entrevoir une
structure de nature “lupane” pour notre compo&Expérience HMBC a aussi permis de
mettre en évidence les corrélations entre les psotde ce groupement et le carbone
secondaire oléfinique C-29 repéré a 109,3 ppm, @menque le carbone quaternaire
oléfinique C-20 sortant a 151 ppm. La derniereé&lation observée est due au carbone C-19
résonant a 47,9 ppm. La confirmation de la locitisades deux protons oléfiniques H-29a
(0w 4,75,d, J= 0,3 Hz) et H-29b &y 4,62,d, J= 0,3 Hz) est déduite des couplages gu'ils
présentent avec les carbones Gt1€-30 du groupement Me-38-(19,8) (Figure V. 3. 1. 2).

4 )

Figure V. 3. 1. 2 : Corrélations HMBC observées paue composé SU1

A partir du proton H-19 identifié par exgidice HSQC du fait de la corrélation C-H
directe qu'il présente avec le carbone C-d947,9), on caractérise le carbone C-481,41),
les carbones C-2154 29,8) et C-22 ¢ 39,9). Ces attributions sont confirmées par les
corrélations observées a partir des signaux cavrelmt aux trois protons du dernier
groupement méthyle Me-28 résonant a 0,84 @b montrant par expérience HSQC
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un couplage direct avec leur carbon-28 @¢c 17,9). Ces protons méthyliques correl

également avec le carbone quaternai-17 ©¢c 42,9), les carbones-16 et C-22 sortant
respectivement a 35,5 et 39,9 ppm (FicV. 3. 1. 3).

Figure V. 3. 1. 3: Corrélations HMBC observées pour l&eomposé SU

Comme on le voit, 'analyse HMB(Figure V. 3. 1. ekt particulierement dans le ¢
des triterpénes, constitue une méthode de choik garactériser la majorité des carbone
donc de déterminer efficacement la structure du pom®, et cela par les corrélatic
observées a partir des méthyles angule
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Hzéc-” @j@ H-25/C-10
—

b Hﬁézz
> ngc-s
H-26/C. @ N H-28/C-1(7 o

T
m 1.3 1.2 11 170 ) 0.9 0.8
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Figure V. 3. 1. e: Spectre HMBC du composé SU1
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Les autres atomes de carbone constituant le stpéigerpénique sont déterminés |
le traitement combiné des expériences HS(Figure V. 3. 1. §) et COSY H-H
(Figure V. 3. 1. g) Les corrélations directes observées sur le gpétBQCpermettent de
caractériser chacun des carbones méthyli

H-23
H26 1 07 H-25 H-24

Al

o
C-26/H-26

|
I ..

o

24/H-24

o
A mﬁgi
B

]
=

B

-25/H-25

C-30/H- /H-28

—

Figure V. 3.71.7 : 'Spectre HSQYU du compose SuUl

Le carbone 2 a été identifié par expérience HSQC de fait dusmplage direct ave
deux signaux résonantlg06 et 1,61 ppm, attribuables aux protons métiylgs F-2. Ces
derniers ont été préalablement localisés par expeei COSY |-H (FigureV. 3. 1. g), du fait
de la corrélation qu'ils présentent avec le prd#-3 (64 3,35,dd, J= 12,5, 5Hz).

De la mémeamaniére, la caractérisation du carbor-6 a été établie sur la base de
couplage HSQC avec les proton-6 qui le substituent et qui sont localisés a 1,4%,85
ppm. La position de ces derniers est déterminééapzorrélation observée sur la ¢ COSY
H-H, avec le proton H-5( 0,73, dd, J= 10, 2,5 Hz).

L’attribution préalable des protons non équivalgd-21a ¢y 1,97)et H-21b {4 1,31)
par expérience COSY H; en raison de leur corrélation aecprotor H-19 décrit
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précédemment et repéré a 2,42 ppm, a permis dendeéée le déplacement chimique
carbone C21 (29,8 ppm) au moyen de I'expérience HE

H-3 ~

H-21/H-18

‘ 8 Hiam-2

cs

H-30/H-29

A
v

U

H-29 a/H-29b 2
—— ppm

pp= 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ‘2.0 1.5 1.0

L]

Figure V. 3. 1. g : Spectre COSY du compose SU1l

Cette analyse compléte axée principalement suMal Rhultimpulsionnelle et qui
permis d’assigner tous les déplacements chimigasgprbtons et carbones de notre com|
a méne d’identifier sans ambiguité sa structure, naisnte vers deux structures probat
en fonction de la stéréochimie au niveau du carl@-3, asavoir le lupéol ou I'épilupéo

/——OH lupéol /// \

"MOH  épilupéol
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La grande valeur de constante de couplage du prdt@n de l'ordre de 12,5 Hz,
traduisant une positightOH en C-3, oriente vers le lupéol.

s _—

Lupéol

La stéreochimie au niveau du carbone9(4t confirmée au vu de la valeur des
constantes de couplage du signal du proton H-1%egurésente sous forme d’un triplet de
doublet avec des constantes de couplage égales &05Hz. Cette derniere valeur consacrant
un couplage axial-axial avec les protons H-18 e2lH-atteste que le proton H-19 est
B orienté. Le groupement isoprényle étant alorsasitipn a-équatoriale (Figure V. 3. 1. 4).

/ H,C

oo )
19 2
O CH,
H HaC I1cHy, 1 18 I1 H
/ I/

14 16

J

Figure V. 3. 1. 4 : Structure tridimensionnelle ducomposé SU1

Sur la base de cette analyse, de la mesure du paovtatoire réalisée dans CHCI
([a]p = +26,2°, C=0,83) et par comparaison avec lenées de la littératurfpl, 62] le
composeSUL est identifié sans ambiguité comme étant le (20)g6n-3-ol ou lupéol. Ce
triterpene de la famille du lupane le plus souvemtcontré dans le regne végétal a été
antérieurement isolé du genfgcorzonera On citera lesespéecesS. columnag[18] et
S. aristata[25]. Il est connu principalement pour ses propriétas-iaflammatoires et
antiarthritiques[63, 64] D’autres analyses biologiques in vitro lui attiémt des activités
anticancéreuses et antiangiogéniqéé&s.
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Les déplacements chimiques des protons et carbayas permis de déterminer la
structure de ce composé et établis par expériddO&Y H-H, HMBC et HSQC sont illustrés
dans le tableau V. 3. 1 ci-dessous.

Tableau V. 3. 1 : Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN *°C
(125 MHz) du compos&Edans CDC}

Position | J-mod oy m,J (Hz) oc
1,69mH-1a
1 Ch 0.92nH-1b 38,6
1,61mH-2a
2 Ch 1.06mH-2b 27,3
3 CH | 3.35dd 125 5 H-a| 78.9
4 C i 38.8
5 CH | 0.73dd 10,25 H-& | 55.2
1,55mH-6a
6 Ch 1.45m H-6b 18,2
7 Ch 1.43m 342
8 C i 43
9 CH 1.35m H-% 50.3
10 C - 371
1,48mH-11a
111 CR 125mH-11p | 2908
172mH-12a
12 1 CR 1.12mH-12b 25
13 CH 1,7mH-138 38
14 C - 42.7
161mH-15a
15 | CR 1.06mH-150 | 273
16 | Ch 151m 355
17 C - 42.9
18 CH 1.41m H-180 48.2
19 CH | 2.42d, 10,5 H-19 | 47,9
20 C B 151
1,97mH-21a
21 | Ch 131mH-21p | 228
1,43mH-22a
22 | Ch 125mH-22p | 392
23 | Ch 1.025 27.9
24 | Ch 0.81s 153
25 | Ch 0.86s 161
26 | Ch 1.07s 159
27 | Chs 1s 145
28 | Ch 0.84s 179
4.75d,0.3 H-29a
29 | CR | 4604 03 H20p | 1093
30 | Cht 1725 198




Travaux personnels

Etude phytochimique de I'espéecS. undulatassp.alexandrine

V. 3. 2. Déterminationstructurale du composé SU

~

)

Le spectre de masseali&é sous impact électronique (Figwe 3. 2. § du composé
SU2 donne un pic d’iommoléculaire am/z= 440,4111 [M], correspondant & une formt
brute en GHs;0. Par ailleurs, on observe ifragment am/z = 422,3974 [\-18]", db a la
perte d’'une molécule d’eau.

Figure V. 3. 2. ¢ : Spectre de masse du compossUz

L’examen du spectre RV'H enregistré & 500 MHz dans le chloroforme det
(Figure V. 3. 2. b)a révélé la présence de sept signaux rés a champ fort et d
multiplicités différentes, dans un intervalle atlale 0,84 a 1,05 ppm, correspondant a
groupements nbyles. Quatre apparaissant sous forme de singi 0,84 0,93, 0,99 et 1,02
ppm, les trois autres sous forme de doublets résamoy 0,9 (3H,d, J = 6,7 Hz),04 1,05
(3H,d, J=6,6 Hz) ety 1,06 (3H,d, J=6,6 Hz). Comme poule composé SU décrit
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précédemment, la détection de ces signaux dares zmte permet également d’attribuer
nature triterpénique pour ce composé qui est gustdur d’un groupement hydroxylé e-3
comme l'atteste la présence d'un signal doubledalblet @ = 11, 4,1 Hz) s’intégrant pot
un proton a 3,32 ppm. Outre les signaux doubletaélbyles cités plus haut, I'observation
deux signaux fortement blindés résonantéy 0,36 (1H, sl) et 0,58 (1H, sl) tres
caractéristiques de deux protons exendo d’'un noyau cyclopropane tétrasubstitue, pe
d’attester que notre triterpéne est a squecycloartanol[66].

Protons
méthylique y
Protons
oléfiniques
Oxyméthine . { ‘ CH:
J/V\/\ [ ‘ : cyclopropanique
w || .i‘ Il
- { ll f : I |
74l
Fid u | u | ] l I ’l' /
/ u '." |I|LI
| ,‘ | " ]
| . A p< XPFJ g .' Kk

T T T

4.0 kKE 30

45 .
Mo oA
ol/ o '\1"’//\'0 of n-:o o' el
L= o o L @ |@l=(d & |§ S
ol | ] nn nnn |~ |o
| |=l ol |

Figure V. 3. 2. t : Spectre RMNH du composé SU

Le spectre RMN'H montre également, dans la régdéblindée, la présence de d¢
signaux sous forme de larges singulets a 4,697dt gpm, attribuables a deux protons ¢
groupement CHoléfinique, assurant I'existence d’une double daigxocyclique

Le spectre RMN?C (FigureV. 3. 2. c) confirme laature triterpénique du composé
cela par l'observation de signaux correspondanep@ séthylesdouze méthyléns, six
méthines et six carbones quaternaires. On iderigeément les signaux des deux carb
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oléfiniques a 156,9 et 105,9 ppm, de méme quegleakidu carbone oxyméthine repéré
78,8 ppm.

156.85¢
105,910

Carbones
méthyliques

Carbones oléfiniques

Figure V. 3. 2. ¢: Spectre RMN 13CJ-modulé du composeSU2

Comme pour le composSUL décrit précédemment, I'analyse du spectre HMI
(Figure V. 3. 2. d)a apporté plus de précision sur la répartition ckebones et cela p
I'analyse des corrélations observées a partir degspgments méthyles. En effet, ce dre
montre des corrélations B-en3J entre le carbone C-3478,8) et les protons méthyliqu
localisés ady 0,99 (Me28) etdéy 0,84 (Me29). Ces protons corrélent également avec
carbones C-46¢ 40,4) et (-5 (3¢ 47,1). Ce dernier corréle avec lesux protons H-19
localisés &y 0,36 €1, H-19 exo) et 0,58sl, H-19 endo) du cyclopropane, eux méme don
des couplages efd (Figure V. 3. 2. 1)avec les carbones quaternaire-9 (¢ 20), C-10
(8¢ 26) et erfJ avec les deux carbones secondait-1 (3¢ 31,9), C-11 §c 26,4) et le carbone
quaternaire (B3 sortant a 48 ppm qui corréle a son tour aveglesons du groupeme
méthyle Me-30 4 0,93,s). Partant de ce dernier, on identifie le carboeeosdaire 15
(6c 35,5) et les deux carbones quaternaire-14 ©c 48,8) et C-13dc 45,3) qui correlent
avec des protons d’'un groupement méthyle ne poudtatque M-18 @y 1,02,s). Les
corrélations observées a partir de ce groupementgitent de caractérr les carbones C-12
(6¢c 32,8) et C-173¢ 52,2).

§
/

=\
\
N\ ~

i =2
NS
-

Nf..

Figure V. 3. 2. 1: Corrélations HMBC observées pour l&eomposé SU
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Figure V. 3. 2. ¢ : Spectre HMBC du composé SU2

Les corrélations observées a partir des signaubldtsudes protons de groupeme
méthyles (Me-21, M&6 et M¢27) et singulets larges du groupement, oléfinique
(H-31a et H31b) permettent de caractériser tous les protonarbbnes constitnt la chaine
latérale du composé (Figue 3. 2.2). On identifie ainsi les corrélations er :

» les protons du groupement meéthyle -21 et les carbones T7 (6¢ 52,2), C-20
(6c36,1) et C-223¢ 34,9).

» les protons oléfiniques-3la ¢y 4,74), H-31b ¢4 4,69) décrits précédemment et |
carbones C-23¢ 31,%) et C-25 §c33,8).

» les protonsméthyligues M-26 et Me-27et le carbone quaternaire-24 (¢ 156,9)
ainsi que le méthine-25 (¢ 33,8).

4 )

\J/\B \
17

",

Figure V. 3. 2 2 : Corrélations HMBC obseres pou
la chaine latérale du composé SU2
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La présence de cette chaine latérale déduite deséds HMBC, est confirmée
analyse du spectre COSY Hi{Figure V. 3. 2. e)Ce dernier montre les couplages atter
entreles protons du méthyle M21 et le proton H-20, les protons22-et les protor H-23,
les protons méthyliques M26, Me-27 et le proton H25. Une corrélation entre les proto
oléfiniques H-31a et K¥1b est également mise en évidence (FiV. 3. 2.3).

SN
H H
H—\/21 H\ H\22/H |2|4 :\26/H
H N T e ~H
R AN
> H H 27

Figure V. 3. 2. & Corrélations COSY H-H obsenges pou
la chaine latérale du composé SU2

e &,
© Loe
0.t
&.
m F1.0
&

® 1.

> i' @g&ﬂ
f¥n21m20
3 B, oy

2 m ., a
/i) 1

9 Fiofiiaa © &
s pH-23/H-22b )
"
] &2
9 Hasm6 -2
§ n2sm-7
I T T T J T T T T T T T T T

1.2

1.0

08 06

Figure V. 3. 2. ¢: Spectre CUSY H-H 0u compos&Uz
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L’analyse conjointe des spectres COS-H et HSQC (FigureV. 3. z. f) permet
I'identification des protons et carbones non enaitgbués. Les carbones méthyliques ¢
aisément identifiés a travers les couplages HSQWs gprésentent avec leurs protc
préalablement identifiés par HMBiLa détermination du carbone X&- (28,10 ppm) est due
la corrélation qu'il présente avec deux protongasdra 193 et 1,31ppm sur le spectt
HSQC. Ces derniers ont été identifiés par expéeieGOSY +H sur la base (¢ leur
corrélation avec le proton-H7 ©y 1,62) préalablement assigné par HV. De la méme
maniere, le carbone C& été caractérisé de par sa corrélation HSQC avecokon t-7a
(64 1,35) préalablement mis en évidence du fait decemplage COSY -H avec le proton
H-8 sortanta 1,53 ppm identié précédemment. Les carbones G21,1 ppm) et -2
(30,3 ppm) ont été assignde maniere similait

A

>
) o
® C-6/H-6 i i %
s 25
= o, _0c8 w93 &
SIOH16 oo CTHTgos e pahecd o0
& i . ° @ @C=-30
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= & 35
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& °e ® J ~40
= o] o Q
| 45
-5/H-5
__:j o C5H
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PRI B =]
C-17/H-17 - | 55
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23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08 07 06 05 04 ppi

Figure V. 3. 2.1: Spectre HSQC du composé SuU2

La structureplane (FigureV. 3. 2. 4)proposée pour le composé SU2 étant clairel
démontrée palexploitation detoutes ces données spectroscopiqidegN, MS), il nous
fallait démontrer sa stéréochimie pour confirmeil qwapparentebel et bien a un compo
naturel décrit dans la littature et nomié 24-méthylenecycloartanf@?].
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FigureVv. 3. 2.4 : Structure plane du composé SU2

La stéréochimie de ce composé a été établie eysamalles corrélations observées
le spectre NOESY (Figur¥. 3. z. g). Le proton H-3 d’orientation (64 3,32,dd, J = 11
4,1 Hz)est pris comme point de reference. Les effets NOEprésente avec les protons-5
(0w 1,32) et H-28 &4 0,99) indiquent qu’ils sont égalemeo oriengs. L'orientationa du
groupement méthyle M80 se trouve confirmée du fait de sa corrélatiomcde proton I-5.
Les effets NOE observés entre les proton-30, H-17 et Me21 traduisent leus orientation

I
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Figure V. 3. 2. ¢: Spectre NOESY du compos&Uz
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L’orientation § du cycle cyclopropane est prise conventionnelléntcan adoptée pour
un nombre important de composés naturels a sqeedet9-cyclotriterpénoidgs8]. Les
corrélations observées entre les protons H-19 eedcexo faisant partie du noyau
cyclopropanique et les groupements Me-18 et Met#fy&rent ung orientation pour ces
derniers (Figure V. 3. 2. 5).

Figure V. 3. 2. 5: Corrélations NOESY observées po le composé SU2

L'ensemble de toutes ces données, la valeur dugmoustatoire (p]p = +39,9°,
C= 0,99 dans CHG) ainsi que la comparaison avec les résultats di¢tdsature[66], nous
ont permis d’identifier sans équivoque le compBER au 24-méthylenecycloartanol.

24-méthylenecycloartanol

Les déplacements chimiques des protons et carbgmesnt permis de déduire la
structure exacte du compoSE2sont rassemblés dans le tableau V. 3. 2.
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Tableau V. 3. 2 : Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN
¥ (125 MHz) du compog SU2 dans CDC}.

Position | J-mod opm J(Hz) oc

1,59mH-1a

1 Ch 1.28mH-1b 31,9
1,77mH-2a

2 Ch 1.58mH-2b 30,3

3 CH 3,32dd, 11 ;4,1 H-8 | 78,8

4 C - 40,4

5 CH 1,32m H-5a 47.1
1,60mH-6a

6 Ch 0,83mH-6b 211
1,35mH-7a

! Ch 1.15mH-7b 26

8 CH 1,53dd, 12,6; 4,4 H-8| 48

9 C - 20

10 C - 26
1,99mH-11a

11 Ch 1,16mH-11b 26.4

12 CH 1,64m 32,8

13 C - 45,3

14 C - 48,8

15 CH 1,31m 35,5
1,93mH-16 a

16 Ch 1,31mH-16b 28,1

17 CH 1,62nH-170 52,2

18 CH 1,02s 18

0,36sl H-19 exo

19 Ch 0,58sl H-19 endo 29,9

20 CH 1,41Im H-20 36,1

21 CH 0,9d, 6,7 18,3
1,59mH-22a

22 | Ch 1.15m H-22b 34,9
2,13mH-23a

23 | Ch 1.89m H-23b 313

24 C - 156.9

25 CH 2,24sept 6,9 33,8

26 CH 1,05d, 6,6 21,8

27 CH 1,05d, 6,6 22

28 CH 0,99s 25,4

29 CH 0,84s 14

30 CH 0,93s 19,3

31 Ch 4.74s| H-31a 105,9

4,69s| H-31b




Travaux personnels
Etude phytochimique de I'espéecS. undulatassp.alexandrine

V. 3. 3. Détermindion structurale du composé SU

~

/

Les spectres de masse ESI de ce composé, enrggistié modes positif
(Figure V. 3. 3. a. 1kt négatif(Figure V. 3. 3. a. 2)montrent des pics d’ionpseudo-
moléculaires an/z= 599[M+Na]" et 575 [MH]", donnanune masse moléculaire égal576
umaen accord avec une formule brute esHgoOs.

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Source
Intens.
%1063
1.5 [M+Na]+
3 599.3
1.04
0.57
0.0%- remebpemnhen e T - r s
500 1000 1500 2000 2500 m/z

Figure V. 3. 3. a. 1 Spectre de masse ESI (mode positiju composé SU

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Negative Set Nebulizer 0.4 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 180 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Source
Intens. |
x105
o [M-H|=
1 575.3
4
2_
04— L
500 1000 1500 2000 2500 m/z

Figure V. 3. 3. a.”2 Spectre de masse ESI (mode négatdiju compose SU
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Figure V. 3. 3. b : Spectre RM N'H du compose S3
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Comme pour les produits décrits précédemment, dimde des informations récolté
au niveau du spectre RMIM (Figure V. 3. 3. bynontre que ce composé fait également p
de la classe des triterpenes, notamment en raisda grésence de six signaux a haut ch
d’intégration 3H chacun correspondant a des groep&mmeéthyliques repérés a 0,ts),
0,95 ¢), 0,75 ¢, J = 6,7Hz), 0,76 d, J = 6,7 Hz), 0,85d, J = 6 Hz) et 0,80 ppm
(t, J = 7,5Hz). En outre, I'observation d’'un signal multipet3,53 ppm attribuable au prot
H-3 ainsi que d'un signal de proton oléfiniquedy 5,30 (1H,dl, J = 5 Hz) atteste de
I'appartenance de ce composé a la famille deslst

4 N

Squelette stérol
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Ce spectre suggeraussi l'existence d’'une unité osidique en raisonndmbre de
signaux résonant entre 3 et 4 ppm et d’'un signablkd (1H,J = 7,8 Hz) localisé a 4,35 pp
caractéristique d’'un proton anomére de sucre (EiV. 3. 3. b").

Proton
anomérique

1

R  yefle) lel sl Ymr

Figure V. 3. 3."0": Spectre KVIN ‘H de la zone ositiquelu compose™Si3

Les données obtenues par I'analyse du spectre °C (FigureV. 3. 3 c) confirment
bien nos hypothéses en ce qui concerne la génawlaVocalisatio :

» de six carbones méthylique: (6¢c 12), ©c 12,1), 6c 18,9), 6c 19,1), 6c 19,4) et
(8¢ 19,9).

» d'un carboneoxyméthine a 79 ppm attribuable au carbor@-3. La valeur du
déplacement chimique de ce dernier indique quiillegoint de brancheme de la
génine avec le sucre.

» de deux carbonesléfiniques, I'un quaternaire sortandc 140,8 et un carbone CH

0c122,3.
= —— -.-—-"""
Carbones Carbones
oléfiniques de sucre
Carbones
méthyliques
140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure V. 3. 3. ¢ : Spectre RMN du composé SU3
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De méme que pour l'unité osidique, le spectre R*C (FigureV. 3. 3 ¢’) montre la
présence :

» d’'un carbone anomériquedc 101,3 (C-1).
» de quatre groupements CHéc 70, 5), 6c 73,8), 6c76,1) et §c 76,7.
» d’un carbone méthytéque CH sortant & 62 ppm

Figure V. 3. 3.c’ : Spectre RMN*°C de la zone osidique du composé S

L’expérience COSY HH (Figure V. 3. 3. &' permet l'identification de cette uni
osidique par I'observation des corrélations eng®différents protons. Partant du prof
anomere H-1'44,35,d, J= 7,8 Hz), les corrélations mises en évidence desreroton :
H-1"et H-2' 64 3,19,t,J = 7,8 Hz).

H-2" et H-3' 64 3,38,t, J = 7,9 Hz).

H-3" et H-4’ 64 3,35,t, J = 7,7 Hz).

H-4" et H-5" (64 3,23,m).

H-5" et les deux protons-6’a (64 3,81,dd, J = 11,9, 2,9 Hz) et -6'b (64 3,70,
dd, J=11,94,9 Hz).

Permettent d’identifier un hexose. Les grandes walele constantes de coupl:
indiquent qu’il s’agit d'un glucose de configuratif au regard de la constante de coup
Ji» égale a 7,8 Hz.

YV V VYV

H-6"a/H-5"]

] ' r . v ' 1 ' ' ' ' T ' ' p v ' v
55 5.0 as 4.0 3.5 F2 [ppm]

Figure V. 3.73. U': SpectreCOSY H-H de 1a zone osidique du cCompose S

Fi [ppm]

2
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Les carbones de ce sucre ont ensuite été carast@as expérience HSQC (Figlv. 3. 3. e).

H-3'
H-6'a H-6'b H-4 H-5 5,

e ’ - ©
= e
- T W
. & do s <> L
o
— » - =S
e H-6'a,b/C-6' -
-6 @ o
H-4'/C-4"
H-4' € v v
s P H-3'/C-3} o> H-2"/C-2 i
HE it H-5'/C-5" B
: H-3/C-3
C-1 > [
H-1'/C-1" L
° |
V S‘ jl :; 2 ‘ ' ; ' F2 ‘[ppm’]

Figure V. 3. 3. e SpectreHSQC de la zone osidique du compose S

Par ailleurs, la caractérisation des protons eboras constituant la génine, a
réalisée a travers I'analyse combinée des spddiv#3C, COSY F-H et HSQC de la ménr
maniere que les composeés precés. A titre d’exemple, le spectre HMBC (FiglV. 3. 3. f)
permet d'identifier les corrélations-H en %) et °J observées & partir des protc
méthyliques (Figure V. 3. 3). On reconnait ainsi les corrélations entre :

> les protons Met9 @y 0,95) et les carbones C-8¢(37,5), G9 (¢ 50,4), C-10
(6¢c 36,9) et le carbone quaternair-5 (6¢ 140,8).

» les protons M&8 By 0,61) et les carbones C-18¢(40), C43 (¢ 42,5), C-14
(6c 57) et C-17qc 56,3).

» les protons Me-215(; 0,85) et les carbones C-17, C-3Q 86,3) et (-22 (©¢ 34,1).

> les protons méthyliques M26 et Me-27 avec les carbone2€-p¢c 46,1) et C-25
(8¢ 29,3).

» les protons M&29 et les carbones-24 et C-28 §¢c 23,2).

26
18 i /22\ 24\ _CHg3
H.C /20 23 2|5
3
12
19 1~ \!3/17\ CH327
CHgs| | 16
1 9 14 /

Figure V. 3. 3. 1: Corrélations HMBC observées pour l&€omposé SI13

F1 [ppm]

T
100 80 60 40

120
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- B £
N = S = =z =
u::-,zg1 |
-
i . -
S = [
- H-21/C--227"> <> B
- H-19/C-10 (—
g = = g’(’zo H-18/C-12 I
=3 H19/C1 TN -2
4 o =))) |
H29/C24  Hgie13 i
= = .
- H-19/C-9 H-26,27/C-24 o
= N = I
H-25/C-17 H-18/C-17
C-17 =
e =) ) 7
H-18/C-14 Es

Figure V. 3. 3.7 : Spectre HMBT du composé SU3

Ce spectre montre aussi la corrélation attendue le proton H3 (04 3,53, m) et le
carbone anomérique C; assurant ainsi I'attachement du glucose entiposi C-3 de la
génine.

H-3/H-4b H-3/H-2b® " « ®
S e W gEs
H-3/H-4a H-3/H-2a

$:g 7

= [~ -

H6/H7a D OHTD

s L P E Em e | T | L L e e

2 1 F2ppm]

Figure V. 3. 3 d : Spectre COSY H-Hdu compose SI3

Par ailleurs, les données obtenues a partir desrepeCOSY I-H (FigureV. 3. 3. d) et
HSQC (Figure V. 3. 3.)e completent l'attribution des autres carbonepretons restants ¢
cette génine.
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A lissue de ces résultats spectraux, de la vateupouvoir rotatoire (fJp = - 43°,
C=1,9 g/100 ml dans CHg}let de la comparaison avec les données de |atitr&[69, 70]
le composé SU3 est identifié sans ambiguité aup-B-glucopyranosyl p-sitostérol
communément appelé Daucostditdl].

Des études réalisées sur ce composé montrent pfsente des propriétés anti-
inflammatoire, anti-cholestér$r2] et immunomodulatricgZ3]. Il est également utilisé dans
le traitement de I'hyperplasie de la prostpté] et joue un rble dans le renforcement du

systéme immunitaire (tuberculose, VIH,.[75b].
m

26

/

Le tableau (V. 3. 3gnglobe les déplacements chimiques des protoreriedrees de ce
COMpOSse.

3p-D-glucopyranosyl p-sitostérol

Tableau V. 3. 3: Déplacements chimiques en RMN{ (500 MHz) et RMN
1 (125 MHz) du compog SU3 dans CDC}

B-D-glucose

Position | J-mod opm J(Hz) dc
1 CH 4,35d, 7,8 101,3
2’ CH 3,191, 7,8 73,8
3 CH 3,38t, 7,9 76,7
4 CH 3,35t, 7,7 70,5
5’ CH 3,23m 76,1

: 3,81dd, 11,9; 2,9 H-6'a

6 CHz |370dd 11,9, 4.9 H-eH °2
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Génine
Position | J-mod opm J(Hz) oc

1,86mH-1a

1 Ch 1.09mH-1b | 37°
1,91mH-2a

2 Ch 136mH-2b | 228

3 CH 353mH3¢ | 79.3

237dd, 15. 5 H-4

4 CH 1 5091 101 | 383

5 C - 140.8

6 CH 5 3@l 5 122.3
1,96mH-7a

! Ch 156mH-7b | 321

8 CH 1.45mH-88 | 32.1

9 CH 0.95mH-9 | 50.4

10 C - 36.9
153mH-11a

0 SR Tagmuaip | 22
2,1mH-12a

121 CR | 1 97muz | A0

13 C . 425

14 CH 10ImH-14e | 57
1.59mH-15a

5 0 SR Tiomusp | 24P

16 | Ch 1.85m 28.4

17 CH 115mH-170 | 56,3

18 | Ch 0.61s 12

19 | Ch 0.95s 194

20 CH 136nH-20 | 363

21 | Cht 0.85d. 6 18.9
1,35mH-22a

22 | CR | Joamp-22p | 341

23 | Ch 112m 26.3

24 CH 0.98m 46,1

25 CH 1.67m 20.3

26 | Cht 0.75d. 6.7 191

27 | cht 0.76d. 6,7 199
1,28m H-28a

28 | CR | 153mp28p | 232

29 | cht 080t 75 121
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V. 3. 4. Déterminaion structurale du composé SU

~

J

Le spectre de masse du comj SU4 (Figure V. 3. 4. apbtenu en mode d’ionisatic
ESI positive, présente dpis dions pseudo-moléculaires [M+Nahm/z= 641 et [M+K]" &
m/z = 657 indiquantune masse moléculaire égal618 umacorrespondal a une formule

brute en G;Hg04.

Acquisition Parameter

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 110 m/z Scan Er}d 1500 m/z
Capillary Exit 127.0 VoIt Skim 1 80.0 Volt Trap Drive 69.0
Accumulation Time 29 us Averages 20 Spectra Auto MS/MS off
Intens. +MS, 0.1-0.5min #(2-10)
1 1+
X105 2450
]
2.5
2.01
1.5
1+
437 .2
1.0
1
1 1+
301.1
0.5 1+
1+ 1+ 679.3
368.3 4152 489.3
- 561.2
525.2
] 158.9 225.1 2749
119.2
1
I |
0.0 - T
200 300 400 500 600 700 m/z

Figure V. 3. 4. a : Pectre de masse ES(mode positif)du composé Sl4
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Le spectre RMNH (FigureV. 3. 4. b) de ce compésnontre une similitude structurz
avec le composéSU3 décrit précélemment. Il permet tout d’abord de reconnaitre ties:
signaux de protons caradsant la génine stéidique, a savoir :

» six signauxdes six groupements méthylrésonant &y 0,67 (3H, s, H-18),
1 (3H,s, H-19), 0,81 (3H,d, J = 6,8 Hz, H-26), 0,83 (3H], J = 6,8 Hz, H-27),
0,92 (3H,d,J=6,2 Hz, H-21) et 0,87 (3H,J=7,7 Hz, H29).

» un signal 8,60 ppm (1HmM) du proton H-3.

» un signal & 5,37 ppm (1kdl, J= 5,2 Hz) du proton oléfinique-6.

Mir
I J\k CHico 6 méthyles
Protons osidiques
H-6
.. 1‘ }
Ar | |
-\ | Jh |
i i3 . v/wL“ | AR
;'.ln_ " .'l'\ﬁul-lnw_-lhfhlL__..ﬂ—_—ﬁm‘A\LVw o UL-..*.,
| s et VRS H o

L I R S B B B S B B S B B B B B B T DL T ™ T T T T
i 5 1

Figure V. 3. 4. b : Spectre RMN*H du composé Sé

Le spectre RMN'H permetégalement de reconnaitre tous les signaux des pata
glucose substituant la gie. Les différences majeures par rapport au cgé SU3 résident
d’une part en I'apparition d’un signal singud’intégration 3H résonant a 2,11 ppm indiqu
la présence d'un groupement acyle ;CO et d’autre part au niveau deéplacements
chimiques des signaux des protons osidiqu-6’a et H-6’b sortant &,51 et 4,25 au lieu ¢
3,81 et 3,7 ppm obserygour lecomposéSU3 (Figure V. 3. 4. c)Ce ¢éblindage indique
clairement que le groupement acyle3;CO substitue le carbone C-6’ deD3glucose.
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NI, . i o

Figure V. 3. 4. c: Spectre RMN *H d’une partie de la zone osidiquelu composé Si4

Ceci est confirmé par le spectre de masse qui mamtmpic de fragmentation (100%
m/z= 245 correspondant au groupem[acétyl glucose + K] (FigureV. 3. 4. J).

™
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Ces suggestions se trouvent renées par lanalyse du spectre RMIMC
(Figure V. 3. 4. dyui confirme la similitude structurale entre lesnam«€sSU4 et SU3 En
effet le spectre RMN®C permet de reconnaitre toutes les attributionscaesonesétablies
pour le composé&U3 Cependant, il évele en outre la psénce d’'un signal de carbo
quaternaire et d'un signal de carbonej; résonant respectivement a 171,5 et 21,5 i
confirmant amsi la présence du groupementzCO.
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.4 Cwrhones Curbones de

oléfinigues sucre

-2 Carbones
C-b -3 méthyligues

Figure V. 3.4. d : Spectre RMNY*C du compose Sy

Une comparaison des déplacements chimiques desusig@pparaissant sur ce spe
avec ceux du composé SU3, comme étédéja mentionné, confirment une fois de plu
nature de la génine et de I'unité osidique avgésence  :

» six carbones de grpements méthyliques & 14 (C-8), 22 (C-19), 21,2
(C-21), 22,1 ((-26), 22,4 (C-27) edc 15 (C-29), ! carbone oxyméthine 6¢
82 (C-3), ctux carbones oléfinique: 6c 144 (C5) et 125 (-6).

» un carbone anomériquedc 105 (C-1'), quatre carbond&3H adc 76 (C-2'),
79,1 (C3), 73,3 ((-4’) et 6¢c 79 (CH’), un carbone méthylénique éc 65
(C-6)).

L’ensemble des données spectrales accumulées, aa @ la valeur du
pouvoir rotatoire (]p = - 11,¢°, C=0,14 dans CHGg), confirme que le présent compc
S'apparente et est totalement identiquau 3O-(6-O-acetylf-D-glucopyranosyl)
B-sitostérol ou stigmast-5-eé3rol, antérieurement isoldes fruits et graines d'une plar
médicinale asiatique de lanféle Myricacea nhomréeMyrica rubra[76]. Il est décrit pour la
premiere fois dans la familkesteracea en général et le genBxorzoneran particuliel
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3-O-(6-O-acetyH3-D-glucopyranosyl) p-sitostérol

Les déplacements chimiques des protons et carlthnesmposé SU4 sont rassemblés

dans le tableau (V. 3. 4).

Tableau V. 3. 3: Déplacements chimiques en RMM (500 MHz) et RMN
1€ (125 MHz) du compog SU4 dans CDC}

Groupement acétate

Position | J-mod | 6ym J(Hz) dc
1" C - 1715
2" CH3 2,11s 21,5

p-D-glucose

Position | J-mod opm J(Hz) dc
r CH 4,42 d, 7,7 105
2’ CH 3,261, 7,7 76
3 CH 3,45t, 7,8 79,1
4 CH 3,42t, 7,6 73,3
5’ CH 3,30m 79

: 4,51 dd, 11,7; 2,8 H-6'4

6 | M | 4544 11,7, 48 HeH ©°
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Génine
Position | J-mod opm J(Hz) dc

1,93mH-1a

1 Ch 1.16m H-1b 39,5
1,98mH-2a

2 Ch 1.43mH-2b 3l8

3 CH 3.60m H-30 81.3

2 24dd, 15. 5 H-4

4 CH | 75361, 10 H-43 40,3

5 C - 144

6 CH 530l 5 125
2,03mH-7a

7 Ch 1.63m H-7b 34,1

8 CH 1,52m H-8p 34.1

9 CH 1.02m H-9% 52.4

10 C - 38.9
160mH-11a

11 Ch 1.55mH-11b 23,2
2 17mH-12a

12 Ch 1.24mH-12b 42

13 C . 445

14 CH 1,081 H-140 59
1.66mH-15a

15 Ch 1.17mH-15b 26,5

16 Ch 1.92m 30,4

17 CH 1.22nH-170 58,3

18 Ch 067s 14

19 Ch 1.00s 22

20 CH 1.43n H-20 38.3

21 Chs 0.92d. 6 21,2
1,42mH-22a

22 Ch 1.11mH-22b 36,1

23 Ch 1.19m 28.3

24 CH 1.05m 48,1

25 CH 1.74m 31,3

26 Chs 081d 6.8 211

27 Chs 0.83d. 6.8 22.4
1,35m H-28a

28 Ch 1.30m H-28b 25,2

29 Chs 087t 7.7 15
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V. 3. 5. Déterminaion structurale du composé SU

4 oH )

HO O

\ OH O j

La détermination de structure du comg SU5est basée sur les données d’analyse

spectres RMN'H, RMN 'C et surtout sur la comparaison avec celles d
littérature[77, 78]

Ce composé qui se présente sous forme d'une pgauine fluorescente a lumiere
UV (A = 365 nm)et donnant une coloration jaune aprés révélatianupa solution acid
traduit sa nature flavonoidique. Cette hypothédecesfirmée par I'analyse du spectr

RMN H (Figure V. 3. 5. byyui montre plusieurs signaux de protons dans |& astendut
allant de 6 a 7,50 ppm.

H-2'/H-6'

H-3'/H-5'
H-3

H-8 |

53.65
P

Figure V. 3. 5. b : Spectre RMN*H du composé S8
Le spectre RMNH présent :

» un signal singule apparaissant a 6,59 ppraractéristiqgue du proton oléfinic
H-3 d’'une flavon.
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» deux signaux singulets larges résonant a 6,21 4® Gpm attribué
respectivement aux protons-6 et H8, impliquant la présence de de
groupements hydroxyles en positions 5 ¢

» deux signauxdoubletss’intégrant pour deux ptons chacuret résonant a
dy 7,40 (H2'/H-6", d, J = 8,8 Hz) etdy 6,90 (H-3'/HE', d, J = 8,8 Hz)
caractéristiques de protons aromatiques symeti.

Les spectres RMN®C (Figures V. 3. 5. ¢ et V. 3. 5. dnontren la présence de 15
atomes decarbone avec sept groupements CH réson@c 102,4 (C3), 98,7 (C-6), 93,5
(C-8), 127,5 (C-2'/C8’) et 8¢ 115,3 (C-3'/CK’), huit carbones quaternai résonant &®c
164,6 (C-2), 182,48 (@), 161,81 (-5), 164,9 (C-7), 149,5 (C-9)03,9 (¢-10), 122,3 (C-1")
etdc 158 (C-4).

C-3'/C-5'
C-2'/C-6'

C-3 C-8
, C-6

T T T T T At T T T T T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 pf

Figure V. 3. 5 ¢ : Spectre RMN**C du composée S8

C-3'/C-5"
C-2"/C-6"

,,,,,,,

T T T T S SO I T R N T T T
130 125 120 115 110 105 100 o5 90 85 80 75 70 65 60 55 50 PPmM

Figure V. 3.5 d : Spectre DEPT 135 du composé SU
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Toutes ces données spectrales se sont avéréesquesnta celles d'une flavone
trinydroxylée connue sous le nom d'apigénine (5FiBydroxyflavone) isolée
antérieurement de plusieurs especes du detoezoneralontS. divaricata[13], S. columnae

[19] et S. laciniata][18].
oH )

Apigénine

Ce composé, présent chez de nombreuses plantesntdines[79], posséde des
activités anti-allergiquefr9]. Il agit aussi comme un inhibiteur de croissanedanves80].
Des études ont montré que l'apigénine agit de maarpéissante dans la réduction des
dommages génotoxiques induits par 'usage de médiots anti-cancéreux, réduisant ainsi le
développement de tumeurs secondaires pendanitéartest[81].

Les valeurs des déplacements chimiques des pretocarbones du compo§tJ5 ou
apigénine sont représentées dans le tableau soaes

Tableau V. 3. 3: Déplacements chimiques en RMN (500 MHz) et RMN
1 (125 MHz) du composg SU5 dans CROD

Position | J-mod | 6y m J(Hz) | éc¢

2 C - 164,6
3 CH 6,59 102,4
4 C - 182,4
5 C - 161,8
6 CH 6,21s 98,7

7 C - 164,9
8 CH 6,49 93,5

9 C - 149,5
10 C - 103,9
1 C - 122,3
2’ CH 7,40d, 8,8 | 127,5
3 CH 6,90d, 8,8 | 115,3
4 C - 158,0
5 CH 6,90d, 8,8 | 115,3
6’ CH | 7,40d, 8,8 | 127,5
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V. 4. Conclusion

Le présent travail décrit une investigation chingigd'une plante méditerranéenne
nommeée Scorzonera undulatasp.alexandrina(Boiss.) Maire appartenant a la vaste famille
Asteraceae. Cette derniére est connue par sasiehen divers métabolites secondaires tels
que les triterpénoides, les sesquiterpenes lactiries flavonoides décrits comme composés
typiques de cette famille. Cette étude effectuée Iss extraits acétate d’éthyle et
méthanolique des parties aériennes et racines @& raelidentification de cing produits
naturels se répartissant en :

Quatre triterpénoides :

» (20)29-lupen-B-ol

» 24-méthylénecycloartanol

» 3B-D-glucopyranosyp-sitostérol

» 3-0O-(6-O-acetyl$-D-glucopyranosylB-sitostérol

Et un flavonoide :
» 5,7,4'-trihydroxyflavone

La méthodologie de séparation, isolement et patifth des constituants chimiques de
cette plante a été essentiellement fondée sur tabioaison de difféerentes méthodes
chromatographiques (VLC, CC, CCE, CCM) utilisanteds supports (silice normale, silice
greffée RP-18 et Séphadex LH-20). La déterminagtomcturale des métabolites secondaires
isolés a été réalisée grace a I'exploitation coide techniques spectroscopiques diverses
incluant la spectrométrie de masse (SM-EI) et @sdlmment la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire (RMN). Les constantes sgestemnt complétées le cas échéant par la
mesure de l'activité optique.

Les techniques de RMN monodimensionnellH,( *C, DEPT, J-mod) et
bidimensionnelle (COSY, HSQC, HMBC, NOESY) auxgeglhous avons fait conjointement
appel, nous ont permis de réaliser la déterminatinrcturale définitive et sans équivoque des
métabolites secondaires isolés.

Les constituants chimiques identifiés et cités essbus sont en accord avec la
composition chimique des plantes Asteraceae enrgémé predominent les triterpénoides et
flavonoides considérés justement comme composéqueg de la famille. Le triterpéne
3-0O-(6-O-aceétyl$-D-glucopyranosyl)p-sitostérol est décrit pour la premiere fois daas |
famille Asteraceae. Le composé 24-méthylenecytdoat est, a notre connaissance, cité
pour la premiere fois dans le gerféeorzonera L’apigénine ou 5,7,4’-trihydroxyflavone,
flavonoide tres présent dans le genre et isoléeggait dans le cadre de ce travail, peut étre
considéré comme meétabolite secondaire typique dre@eorzonera.
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Les composés isolés a lissue de cette investigatitimique deS. undulatassp.
alexandrina correspondent aux structures suivantes :

K (20)29-lupen-3-ol /

k 24-méthyléenecycloartanol /
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K 3p-D-glucopyranosyl p-sitostérol /

\ 3-O-(6-O-acétyl$-D-glucopyranosyl) g-sitostérol /
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- N

HO @)

OH @)

k 5,7,4'-trihnydroxyflavone /
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I. Matériels et appareillage
I. 1. Matériel végétal

La planteScorzonera undulatasp.alexandrina objet de cette étude, a été collectée
dans son habitat naturel. Elle a été récoltée as deoJuin 2009 aux alentours Aiin Touta
(wilaya de Batna). La détermination botanique dspgéce a été réalisée par le Professeur
Bachir Oudjehih, Département d’Agronomie, Institakes Sciences Veétérinaires et
Agronomiques, Université de Batna.

Le matériel végétal (parties aériennes et racipedalablement séché a l'abri de la
lumiére, est broyé puis pesé (1 kg).

I. 2. Méthodes préparatives

La chromatographie constitue aujourd’hui une méthadalytique largement utilisée
pour la séparation, l'identification et éventuellrh le dosage des constituants chimiques
dans des mélanges complexes. Les facteurs guieneent dans le partage des molécules a
séparer entre la phase stationnaire et la phaséersdnt : la solubilité dans un solvant
liquide, la taille (la forme), la polarité, la clgar électrique, la présence de groupements
d'atomes formant des sites particuliers.

Au cours de ce travail, nous avons utilisé diveteebniques de chromatographie qui
sont décrites ci-dessous.

I. 2. 1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses par chromatographie sur couche miag&M( analytique) ont été
effectuées sur des plaques de gel de silice £9skr support aluminium Merck 25@m
(20 x 20 cm). Apres développement dans des cuve®re, les plagues sont observées a la
lumiére visible et sous une lampe UV a 254 et 366 Belon les cas, elles sont ensuite
révélées par une solution acide constituée par alange d'acide acétique a 10%, 10%
d’acide sulfurique et 80% d’eau. Elles sont ensciitguffées jusqu’a apparition des taches.

I. 2. 2. Chromatographie sur couche épaisse prépaiae

Dans cette technique, les plaques utilisées sonvesre et recouvertes de silice
(Kieselgel 60 F254 Merck, 25@m, 20 x 20 cm). La plaque, une fois I'’échantillégpdsé, est
développée dans une cuve saturée contenant I'éladétuat. Comme dans la CCM
analytique, la plague est séchée a températureaatelmu avec un seche-cheveux. Les taches
des constituants sont examinées sous lumiére Uké\alées sur une frange de la plaque par
pulvérisation. Les composés fixés sur la silicesstirme d’une bande sont récupérés. En
effet la bande grattée, dispersée dans une quaetisdlvant puis filtrée permet de récupérer
les composés voulus.
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I. 2. 3. Chromatographie liquide sur colonne ouveg (CC)
I. 2. 3. a. Chromatographie d’adsorption

Des colonnes ouvertes de gel de silice (Kieselgaickl 70-230 mesh) ont été utilisées
pour la phase de fractionnement. La taille desrows, le débit de la phase mobile ainsi que
le volume des fractions récupérées ont été adaptésquantité des fractions a séparer. Le
choix des conditions d’élution, le suivi de la s&pi@an et le rassemblement final des sous-
fractions ont été effectués sur la base d’analgaesCCM. Les échantillons ont été introduits
au sommet de la colonne sous forme de poudre finersogene.

I. 2. 3. b. Chromatographie d’exclusion

Les chromatographies d’exclusion ou filtration get ont été réalisées comme étapes
de fractionnement et purification. Elles ont étdeeuées sur Séphadex LH-20. Les
échantillons a séparer sont introduits sous foriangide apres dissolution dans un volume
minimal d’éluant. Le suivi des séparations et Esesmblement final des fractions sont menés
sur la base d’analyses par CCM.

I. 2. 4. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Pour une séparation grossiere, des chromatograpkigmrtage en phase inverse sur
silice greffée (Lichroprep RP-18 Merck, 40-G&1) et d’adsorption en phase normale sur
silice (Kieselgel Merck, 70-230 mesh, 63-20®) ont été réalisées selon le principe de la
VLC. Le fractionnement sous vide a été effectuésdamentonnoir Biichner avec verre fritté,
rempli avec la phase stationnaire (10 fois la maksdextrait). Les extraits bruts ont été
introduits sous forme solide en les mélangeant daephase stationnaire. Des éluants a
polarité croissante ou décroissante ont été cheisfonction de la phase stationnaire utilisée.
Des fractions de 100 ml ont été collectées a chéajsie

I. 3. Méthodes d’indentification structurale

L'identification structurale des métabolites se@ired isolés s'appuie pour l'essentiel
sur les techniques spectroscopiques suivantesRMN mono et bidimensionnelle ainsi que
la spectrométrie de masse (SM).

I. 3. 1. Spectroscopie par résonance magnétique néaire (RMN)

L’ensemble des spectres de RMN monodinoansile {H, **C, *C-DEPT, *C J-mod)
et bidimensionnelle 'H—*H COSY, *H-"C HSQC, *H-C HMBC), est réalisé sur un
appareil BRUKER Avance DRX-500 du Centre de redhesur les Substances Naturelles de
Toulouse (UMS CNRS-Pierre Fabre 2597) et de I'tastile Chimie Moléculaire de Reims
(UMR CNRS 6229). Les échantillons ont été dissaaussddes solvants deutérés 0D ou
CDCl;. Les déplacements chimiquésont été exprimés en ppm par rapport au signal du
tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référenderime.
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I. 3. 2. Spectrométrie de masse (SM)

Deux méthodes d'ionisation sont utilisées pourigéal'analyse par spectroscopie de
masse :

» impact électronique (El) effectué sur un apparaldimicro MX, micromasse walter.
» electrospray (ESI) sur un spectrometre Micromas3éO@.

I. 3. 3. Pouvoir rotatoire ([a]p)

Le pouvoir rotatoire des composes isolés a étérm@té avec un polarimétre
électronique PE-241 MC (Perkin-Elmer 241 & 20 °C) :

> la rotationa de la lumiére a été mesurée dans une cuve deet il cm de long a
température ambiante.

> la raie D (589 nm) d’'une lampe a sodium a étésdtlicomme source de lumiere
incidente.

> le solvant de solubilisation et la concentrationtsodiqués dans chaque cas.

[I. Etude phytochimique

Il. 1. Obtention des extraits

pY

L’étude phytochimique est réalisée a partir de 1da poudre séche des parties
aériennes et racines 8e undulatassp.alexandrinalLa poudre est préalablement dégraissée a
I'éther de pétrole (5 L) pendant 72 h. Cette opénagst répétée trois fois. La masse obtenue
pour cet extrait est égale a 16,16 g.

Apres filtration et évaporation a sec du solvaatrdsidu provenant de cette extraction
est ensuite mis a maceérer dans l'acétate d’éthaies tes mémes conditions. Apres filtration
et évaporation a sec du solvant, 26.89 g d'exa@@dtate d'éthyle ont été obtenus.

Le résidu résultant est repris trois fois par leéhagol. Apres filtration et concentration
a sec, un extrait méthanolique d’'une masse de 3Pzb&té obtenu.

[I. 2. Fractionnement et purification des extraits

La chromatographie liquide sous vide, avec gelille®n phase normale pour I'extrait
acétate d’'éthyle et gel de silice greffée RP-18rpeutrait méthanolique, a été utilisée dans
la premiére phase de fractionnement des extraits.
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II. 2. 1. Fractionnement de I'extrait acétate d’'étlyle

L’élution est réalisée initialement par I'éther pitrole dont on augmente la polarité par
addition d’acétate d’éthyle (100-0 a 0-100), puas pacétate d’éthyle avec augmentation de
la polarité par le méthanol (100-0 & 0-100). Apeegractionnement et rassemblement des
fractions a profils chromatographiques similairg8, fractions F; a F13) ont été obtenues
(Figure Il. 2. 1). Ces différentes fractions sont traitéedividuellement par la suite en
fonction de la complexité de leur composition, €erimasse et de I'intérét porté a tel ou tel
produit a isoler.

Tableau Il. 2. 1: Fractionnement de I'extrait acétate d’éthyle

Eraction llectées Masse
Eluant actions coliectees en mg
E.P-ACOEt (97 - 3) F 629,8
E.P-ACOEt (95 - 5) F 689,7
E.P-AcOEt (90 — 10) = 300,7
E.P-AcOEt (80 — 20) F 1319,6
E.P-AcOEt (70 — 30) = 372,5
E.P-AcOEt (60 — 40) = 465,7
E.P-AcOEt (50 — 50)
E.P-AcOEt (40 — 60) F °88,2
E.P-AcOEt (30 — 70) = 384,2
E.P-AcOEt (20 — 80) F 336,6
E.P-AcOEt (10 — 90)
. . F 232,1
acétate d’éthyle pur 10 3
ACOEt-MeOH (99 — 1)
ACOEt-MeOH (97 — 3) Fu 162,6
ACOEt-MeOH (95 — 5)
AcOEt-MeOH (90 — 10 F12 176.1
AcOEt-MeOH (80 — 20
ACOEt-MeOH (60 — 40
AcOEt-MeOH (20 — 80 Fs 475
méthanol pur

Il. 2. 1. a. Etude de la fraction i

La purification de cette fraction est réalisée gfmomatographie sur une colonne de gel
de silice (15 g) avec un gradient de solvants ébkgquétrole-acétate d’'éthyle. 48 fractions ont
été recueillies. Le tableau Il. 2. 1. a. 1 engl@serésultats obtenus.
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]

i

.u—[ SU1 + SU2 ]

Fs

Figure ll. 2. 1. a: CCM de la fraction F
(chloroforme-méthanol : 955)

Tableau Il. 2. 1. a. 1: Résultats de la séparatiopar chromatographie
sur colonne de la fraction &

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-6 éther de pétrole
7-13 E.P-AcOEt (99-1)
14-24 E.P-AcOEt (98-2)
25-48 E.P-AcOEt (96-4)

Le suivi de ce fractionnement par CCM (chloroforméthanol : 99-1), a permis de
réunir les fractions présentant des similitudes6esous-fractions allant de; F1-15) a
F3(38-48) comme il est rapporté dans le schéma cealess

R(1-15) [—> >1md

F;(16-20) — 10,7 mg

|\ J
e N

. F;(21-26) » 37,1 mg
Fs3 ~ <
Fs(27-29) F— 31,2mg

(. J
e N

F3(30-37) — 1454mg

|\ J

F3(38-48) —— 16,5mg

\4

A 4

A 4

Y

A 4

\ 4

La fraction k5 (30-37), la plus importante quantitativement, ai sute chromatographie
sur plague préparative de gel de silice. Plusisysiémes de solvants ont été testés. Le
mélange chloroforme-méthanol (99-1) s’est avésysteme adéquat.
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Apres double migration, la bande correspondanpraduit majoritaire est récupérée.
Son examen sur CCM montre gu’il s’agit en fait dimélange de deux composés (fraction
F3(30-37)’). 40 mg de ce mélange sont ainsi dépaséare colonne de gel de silice préparée
dans le cyclohexane. L’elution est menée par urdignd cyclohexane-dichlorométhane
(100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 90-10, 80-20). La progji@s de cette colonne est reproduite dans le
tableau (1. 2. 1. a. 2).

Tableau Il. 2. 1. a. 2 : Résultats de la séparatiotle F3(30-37)’

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-6 cyclohexane
7- 10 cyclohexane-dichlorométhane (99-1)
11-15 cyclohexane-dichlorométhane (973)
16- 40 cyclohexane-dichlorométhane (95-6)
41- 44 cyclohexane-dichlorométhane (90-[L0)
45-50 cyclohexane-dichlorométhane (80-20)

Ces fractions sont regroupées, selon leur analgseCEM (chloroforme-méthanol :
99-1) en 10 sous-fractions qui vont dg EL-6)" a ka (45-50)' comme le montre le schéma
ci-dessous. Les deux fractiongaK21-24)" et ka (29-33) ont donné respectivement les
produitsSU2 (3 mg) etSU1 (3,6 mg).

e N

Foa(1-6) > 2M9

v

A 4

F3a(7-10)) —> 3 mg

A 4

Faa(11-15) — 4mg

A 4

Fsa(16-20) —> 5mg

> F3a(21-24) » SU2 |+ 3mg
F3(30-37) ; 1
(e | Tame
> F3a(29-33) » SULl |— 3,6 mg
(. J

Y

Faa (34-40)’ —» 3 mg

A 4

Fsa(41-44) — 5mg

\4

Fsa(45-50) —— 4 mg
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[I. 2. 1. b. Etude de la fraction K

La purification de la fraction &=menée successivement par une chromatographie sur
colonnes de gel de silice et Séphadex LH-20 pugsraaristallisation dans le chloroforme, a
abouti a l'isolement du produgU5(8,8 mg).

En effet, 384,2 mg de la fractio Fsont mis a séparer sur une colonne de gel de sili
(20 g). Le systeme d’élution est constitué par wamge chloroforme-méthanol a différents
gradients : 100-0, 99-1, 97-3, 95-5, 93-7, 90-1Cemfin 80-20. Le tableau Il. 2. 1. b. 1
reproduit les résultats de ce premier fractionnégmen

SUS

Figurell. 2. 1. b : CCM de la fraction K
(chloroforme-méthanol : 955)

Tableau II. 2. 1. b. 1 : Résultatgle la séparation de la fraction i

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-89 CHC}
90-108 CHCG4 - MeOH (99-1)
109-114 CHG - MeOH (97-3)
115-125 CHJ - MeOH (95-5)
126-130 CHGJ - MeOH (93-7)
131-137 CHJ - MeOH (90-10)
138-148 CHJ - MeOH (80-20)
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L’examen CCM (éluant: chloroforme-méthanol : 90-ldks fractions obtenues a
permis de les rassembler en 10 sous-fractionstalrkg (1-11) a kg (148) comme indiqué
ci-dessous.

Fe(1-11) —> 10mg

\ 4

A 4

Fs(12-21) — 19mg

A 4

Fg(22-42) |—> 28,6 mg

A 4

Fs(43-48) — 10,5mg

A 4

Fg(49-90) —— 44,6 mg

Fg ; 4
. Fg(92-106) ——» 32,1 mg

\4

A 4

Fs(107-130) — 53 mg

Y

Fs(131-136) — 3,9 mg

A 4

Fs(137-147) —— 19,9 mg

s N

Fs(148 — 9 mg

(. J

\ 4

La fraction g (107-130) d’'un poids 53 mg est ensuite mise a ifvaoer sur une
colonne de Séphadex LH-20 dans un mélange chlonefonéthanol a divers gradients :
(100-0), (99-1), (97-3) et (93-7). (Tableau 1112b. 2).

Tableau Il. 2. 1. b. 2: Résultats de la séparatiopar chromatographie sur
colonne de Séphadexladraction Fg(107-130)

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-46 chloroforme
47-48 chloroforme-méthanol (99-1
49-61 chloroforme-méthanol (97-3
61-74 chloroforme-méthanol (93-7
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Cette étape de fractionnement a permis de récupéatres sous-fractions s’étalant de
Fga (1-13) a lga (66-74), comme il est indiqué dans le schéma cales

Fsa (1-13) L » 8mg

\4

A 4

Fea(14-30) —— 6,2mg

A 4

[Fs(107-130)} Fea(31-41) —> 12mg

Y

FgA (42-65) /> 9,8 mg

h \ Recristallisation
Fsa (66-74) >

8,8 mg

A 4

Une recristallisation dans le chloroforme de lactian Fa (66-74) d’'une masse de 13
mg a donné le compo§J5(8,8 mQ).

II. 2. 1. c. Etude de la fraction ky (Fg + F10)

Les deux fractions & et Fo (568,7 mg) rassemblées au vu de leur profil
chromatographique similaire, sont soumises a unendtographie sur colonne de Séphadex
LH-20. L’élution réalisée par un mélange chloroferméthanol (100-0, 99-1) a permis de
récolter 79 fractions (Tableau Il. 2. 1. c. 1).

SuU4

a
iy e

Fo Fio |

Figure 1l. 2. 1. ¢ : CCM des fractions ket Fio
(chloroforme-méthanol : 95-5)
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Tableau Il. 2. 1. c. I Résultats de la séparation par chromatographie
sur colonne de Séphadila fraction Fy

Fractions récupérées Eluant de la colonne

1-61 chloroforme
63-79 chloroforme-méthanol (99-]1)

Le suivi CCM (chloroforme-méthanol : 90-10) de ckactions a permis de les
rassembler en 7 sous-fractions s’étalant ge(F9) a k (57-68). La fraction résultante
Fo (57-68) a donné directement le prodsid3 pur (7 mg).

Une recristallisation dans le méthanol de la faacthy (18-24) a permis d’obtenir le
composésUa

| R@9) J——>26mg

|\ J

Fo (9-13) — 3,1 mg

\4

A 4

A 4

Fo (14-17) — 6.2mg

;’ For (18-24) ) Recristallisation su 4 5 mg

A 4

Fo (25-28) [——> 54 mg

\ 4

Fo (28-56) |—> 2,1 mg

|\

Fo (57-68) » SU3 f— 7mg

J \C

A 4

Il. 2. 1. d. Etude de la fraction k1

=,
==

Fa

Figure ll. 2. 1. d : CCM de la fraction F;
(chloroforme-méthanol : 955)
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Cette fraction a été soumise a une chromatograglieolonne de Séphadex LH-20.
L’élution menée par un mélange chloroforme-méthgh00-0 et 93-7) a donné 108 fractions
(Tableau II. 2. 1. d. 1).eur analyse CCM a permis de les rassembleréesous-fractions
allant de Ir; (1-10) a k1 (104-108).

Tableau Il. 2. 1. d. 1 : Résultats de la séparatiopar chromatographie
sur colonne de Séphadisla fraction F;

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-98 chloroforme pur
99-108 chloroforme-méthanol (93-¥)

La recristallisation de la fraction, {{24-58) dans le méthanol a abouti au com&ida
(5 mg).

Fuu(l-10) ——> °5mMg

\ 4

e N

F11(11-23) — 16,9 mg

|\ J

( Fll (24-58) \Recristallisation » SU3 5 mg

A 4

A 4

-

F11(59-92) —> 14,9mg

A 4

A 4

F11(93-103) ——> 30,9 mg

F11(104-108) —>» 8,1 mg

A 4

[I. 3. Fractionnement de I'extrait méthanolique

Comme nous l'avons signalé précédemment, 10 g eddrdit méthanoliqgue ont été
fractionnés par une chromatographie liquide sowke \8ur gel de silice greffée RP-18.
L’élution a été menée dans un systéeme eau-métlzadolers gradients (90-10 a 5-95) puis
méthanol pur.

Cette étape préliminaire consistant en une séparafiossiere, a donné 11 fractions
allant de It a R (Tableau Il. 3). Le suivi CCM a été effectué dansmélange chloroforme-
méthanol-eau (60-40-7).
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Tableau Il. 3 : Résultats de la séparation par VLC
de I'extrait méthanolique.

Masse
Eluant Fractions collectées en mg
eau-méthanol (90'10W 1F 300
eau-méthanol (90-10"5 »F 763
eau-méthanol (80-2op> sF 1635,6
eau-méthanol (70-30) 4F 220,9
eau-méthanol (60-40 sF 185,4
eau-méthanol (50-50 eF 123,4
eau-méthanol (40-60 7F 140,9
eau-méthanol (30-70
eau-méthanol (20-80 Fe 1045
eau-méthanol (10-90) oF 71,5
eau-méthanol (5-95) 15 255,1
méthanol 1 330,6

Il. 3. 1. Etude de la fraction R

Sue

-
-
Py

Fs

Figure Il. 3. 1 : CCM de la fraction F;
(chloroforme-méthanol-eau : 6640-7)
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La fraction 5 (Figure Il. 3. 1)a été d’abord soumise a une chromatographie sanwel
de Séphadex LH-20 dans le méthanol. Ceci a pereiecleillir 6 sous-fractions allant de
F3(1-11) a B (75-81) comme le montre le schéma ci-dessous.

Les CCM reéalisées sur les fractions obtenues oat @uées par un mélange
chloroforme-méthanol-eau (60-40-7).

Fs(1-11)  —> 65mg

\4

A 4

F3(12-40) |— 134 mg

e N

Fs(41-44) +— 50 mg
F3(45-52) — 35mg

A 4

Y

A 4

F3(53-74) |[— 67,4mg

A 4

F3(75-81) |—> 12,7mg

La sous-fraction §(12-40) résultante d’une masse de 134 mg est drgtF une
chromatographie sur colonne de gel de silice (6da)s un mélange dichlorométhane-
méthanol a différents gradients (100-0, 99-1, 9B85, 90-10, 80-20, 60-40). Le tableau
(1. 3. 1) reproduit les résultats de ce fractiomeat ayant donné 114 fractions.

Tableau Il. 3. 1 : Résultats de la séparation parlwomatographie
sur colonne de la fraction £(12-40)

Fractions récupérées Eluant de la colonne
1-6 dichlorométhane
7-24 dichlorométhane-méthanol (99-1)
25-45 dichlorométhane-méthanol (97-8)
46-56 dichlorométhane-méthanol (95-%)
57-66 dichlorométhane-méthanol (90-10)
67-105 dichlorométhane-méthanol (80-20)
106-114 dichlorométhane-méthanol (60-#0)
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L’examen CCM (chloroforme-méthanol-eau : 70-30-8)aés fractions a permis de les
rassembler en 6 sous-fractions allant dg E-66) a ka (94-114). La sous-fraction
F3a (74-85) a donné le produgU®6 (5,3 mg). Ce dernier présente sur CCM et sousntaéie
UV, une fluorescence verte.

| Fan(1-66) f—> 10mg

\4

Faa(67-72) — 17,9 mg

A 4

Fsa (73) — 22,2mg

Faa (74-85) »| sus |—» S3mg

F3a(86-93) [— 21,1 mg

F3(12-40)

A 4
N\
J U

A 4

A 4

\ 4

F3A(94-114} —— 35,8 mg
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[ll. Composeés isolés de I'espec®. undulatassp.alexandrina

[ll. 1. Composé SU1l

Formule brute

Poids moléculaire [[| 426 g.mot*
Quaniie de pogun

Etat physique Poudre blanche
SpectreEtlzle massell 1, — 406 M

C-1 (38,6), C-2 (27,3), C-3 (78,9), C-4 (38,8), G55,2),
C-6 (18,2), C-7 (34,2), C-8 (43,0), C-9 (50,3), C37,1),
C-11 (20,8), C-12 (25,0), C-13 (38,0), C-14 (42@)15
(27,3), C-16 (35,5), C-17 (42,9), C-18 (48,2), C{19,9),
C-20 (151,0), C-21 (29,8), C-22 (39,9), C-23 (27(0)24
(15,3), C-25 (16,1), C-26 (15,9), C-27 (14,5), C{28,9),
C-29 (109,3), C-30 (19,8).

H-la (1,69,m), H-1b (0,92,m), H-2a (1,61,m), H-2b
(2,06, m), H-3a (3,35,dd, J = 12,5, 5 Hz), H-& (0,73,dd,
J=10, 2,5 Hz), H-6a (1,5%n), H-6b (1,45m), H-7 (1,43
m), H-9% (1,35, m), H-11a (1,48m), H-11b (1,25m), H-
12a (1,72,m), H-12b (1,12,m), H-13} (1,7, m), H-15a
(1,61, m), H-15b (1,06,m), H-16 (1,51,m), H-18x (1,41,
m), H-19 (2,42,td, J = 10, 5 Hz), H-21a (1,9#), H-21b
(1,31,m), H-22a (1,43m), H-22b (1,25m), H-23 (1,029),
H-24 (0,81,s), H-25 (0,86,s), H-26 (1,07,9), H-27 (1,9),
H-28 (0,84,s), H-29a (4,754, J = 0,3 Hz), H-29b (4,624,
J=0,3 Hz), H-30(1,72s).

Spectre RMN"C
(125 MHz, CDCk)

Spectre RMN*H
(500 MHz, CDCl)




Travaux personnels

[ll. 2. Composé SU2

Partie expérimentale

24-méthylenecycloartanol 1,

SpectreEf'e MasSCIl miz= 440,4111 M}

Spectre RMN*C
(125 MHz, CDCl)

Spectre RMN'H
(500 MHz, CDCl)

C-1 (31,9), C-2 (30,3), C-3 (78,8), C-4 (40,4), G45,1),
C-6 (21,1), C-7 (26,0), C-8 (48,0), C-9 (20,0), C{26,0),
C-11 (26,4), C-12 (32,8), C-13 (45,3), C-14 (488)15
(35,5), C-16 (28,1), C-17 (52,2), C-18 (18,0), C{29,9),
C-20 (36,1), C-21 (18,3), C-22 (34,9), C-23 (31B)24
(156,9), C-25 (33,8), C-26 (21,8), C-27 (22,0), £(25,4),
C-29 (14,0), C-30 (19,3), C-31 (105,9).

H-1a (1,59,m), H-1b (1,28/m), H-2a (1,77/m), H-2b (1,58
m), H-3a (3,32,dd, J = 11, 4,1 Hz), H-& (1,32, ), H-6a
(1,60, m), H-6b (0,83,m), H-7a (1,15m), H-7b (1,35,m),
H-8p (1,53,dd, J = 12,6, 4,4 Hz), H-11a (1,99, H-11b
(1,16,m), H-12 (1,64,m), H-15 (1,31,m), H-16a (1,93m),
H-16b (1,31m), H-17a (1,62,m), H-18 (1,02, H-19 exo
(0,36, sl), H-19 endo (0,58sl), H-20 (1,41m), H-21 (0,9
d, J = 6,7 Hz), H-22a (1,59m), H-22b (1,15,m), H-234)
(2,13, m), H-23b (1,89,m), H-25 (2,24,sept J = 6,9 Hz )|
H-26 (1,05,d, J = 6,6 Hz), H-27 (1,054, J = 6,6 Hz), H28
(0,99, 9), H-29 (0,84,9), H-30 (0,93,9, H-31a (4,745,
H-31b (4,69sl).




Travaux personnels

[ll. 3. Composé SU3

Partie expérimentale

3p-D-glucopyranosyl p-sitostérol

Formule brute C35He006

Poids moléculaire [[| 576 g.mot*
Qe de podu
Etat physique Poudre blanche

Spectre RMN*C
(125 MHz, CDCl +
CD0D)

Spectre RMN*H
(500 MHz, CDCh)

C-1 (37,5), C-2 (29,8), C-3 (79,3), C-4 (38,3), (180,8), C-6
(122,3), C-7 (32,1), C-8 (32,1), C-9 (50,4), C-B®,0), C-1

(21,2), C-12 (40,0), C-13 (42,5), C-14 (57,0), C(28,5), C-16
(28,4), C-17 (56,3), C-18 (12,0), C-19 (19,4), C(26,3), C-4
(18,9), C-22 (34,1), C-23 (26,3), C-24 (46,1), C{28,3), C-24
(19,1), C-27 (19,9), C-28 (23,2), C-29 (12,1), CF101,3), C
2’ (73,8), C-3' (76,7), C-4 (70,5), C-5' (76,1)-€ (62,0).

H-1a (1,86,m), H-1b (1,09,m), H-2a (1,91m), H-2b (1,36,m),
H-30 (3,53,m), H-4o (2,37,dd, J = 15, 5 Hz), H-8 (2,29,t,
J = 10 Hz), H-6 (5,30dl, J = 5 Hz), H-7a (1,96/m), H-7b
(1,56, m), H-88 (1,45, m), H-9 (0,95, m), H-11a (1,53,m),
H-11b (1,48m), H-12a (2,1/m), H-12b (1,17v), H-140 (1,01,
m), H-15a (1,59,m), H-15b (1,10,m), H-16 (1,85,m), H-170
(1,15, m), H-18 (0,61,9, H-19 (0,95,9), H-20 (1,36m), H-21
(0,85,d, J = 6 Hz), H-22a (1,35m), H-22b (1,04,m), H-23
(1,12, m), H-24 (0,98,m), H-25 (1,67,m), H-26 (0,75,d,
J=6,7 Hz), H-27 (0,764, J = 6,7 Hz), H-28a (1,287), H-28b
(1,23,m), H-29 (0,801, J=7,5 Hz), H-1' (4,350, J= 7,8 H2),
H-2' (3,19,t, J = 7,8 Hz), H-3' (3,381, J= 7,9 Hz), H4’ (3,35,
t, J = 7,7 Hz), H-5' (3,23m), H-6'a (3,81,dd, J = 11,9, 2,4
Hz), H-6'b (3,704dd, J = 11,9, 4,9 Hz).




Travaux personnels

Partie expérimentale

lll. 4. Composé SU4

3-0-(6-O-acetytR-D-glucopyranosyl ) B-sitostérol

Formule brute

Poids moléculaire [[| 618 g.mot*

C-1 (39,5), C-2 (31,8), C-3 (81,3), C-4 (40,3), C184), C6
(125), C-7 (34,1), C-8 (34,1), C-9 (52,4), C-10 88 C11
(23,2), C-12 (42), C-13 (44,5), C-14 (59), C-15,86 C16

Spectre RMNC ||| (30,4), C-17 (58,3), C-18 (14,0), C-19 (22), C-28,8), C21

(125 MHz, CDCh) ||| (21,2), C-22 (36,1), C-23 (28,3), C-24 (48,1), C{35,3), C26
(21,1), C-27 (22,4), C-28 (25,2), C-29 (15), C-10%), C2’
(76), C-3' (79,1), C-4' (73,3), C-5 (79), C-6' (B5C-1"
(171,5), C-2" (21,5).

H-la (1,93m), H-1b (1,16,m), H-2a (1,98m), H-2b (1,43m),
H-3a (3,60,m), H-4a (2,44,dd, J = 15, 5 Hz), H-§ (2,36,t,
J = 10 Hz), H-6 (5,37dl, J = 5 Hz), H-7a (2,03m), H-7b
(2,63, m), H-83 (1,52, m), H-% 1,02, m), H-11a (1,60,m),
H-11b (1,55,m), H-12a (2,17,m), H-12b (1,24,m), H-14u
(2,08, m), H-15a (1,66,m), H-15b (1,17,m), H-16 (1,92,m),
H-170 (1,22,m), H-18 (0,67,9), H-19 (1,00,), H-20 (1,43m),
H-21 (0,62,d, J = 6 Hz), H-22a (1,42m), H-22b (1,11,m),
H-23 (1,19,m), H-24 (1,05m), H-25 (1,74m), H-26 (0,814,
J=26,8Hz), H-27 (0,83d, J = 6,8 Hz), H-28a (1,35m),
H-28b (1,30,m), H-29 (0,87, J = 7,7 Hz), H-1" (4,424,
J=7,7Hz), H-2' (3,26}, J = 7,7 Hz), H-3' (3,454, J=17,8
Hz), H-4’ (3,42,t,J = 7,6 Hz), H-5" (3,30m), H-6’a (4,51,dd,
J=11,7, 2,8 Hz), H-6’b (4,25dd, J = 11,7, 4,8 Hz), H-2’
(2,11,9).

Spectre RMN'H
(500 MHz, CDCl)




Travaux personnels

Partie expérimentale

[ll. 5. Composé SU5

apigénine
HO

Formule brute C15H1¢05

P0|ds moléculaire ||| 270 g. mott
Quantité de produit (|| 8,8 mg

- [C-2 (164.6), C-3 (102.4), C-4 (182,4), C-5 (1618)p
Spectre RMN"C | 98 "2 7' (164.9) C.8 (935) C.9 (149.5) C

(125 MHz, CDCL +

CD50D) (103,5), C-1' (122,3), C-2’ (127,5), C-3' (115,3}-4

(158,0), C-5' (115,3), C-6' (127,5).
H-3 (6,59,9, H-6 (6,21,9), H-8 (6,49,9, H-2' (7,40,d,
J = 8,8 Hz), H-3' (6,904, J = 8,8 Hz), H-5 (6,90,
J=8,8 Hz), H-6' (6,90d, J = 8,8 Hz),

Spectre RMN'H
(500 MHz, CDCl)
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RESUME



Ce travail reporte une étude phytochimique de &espScorzonera undulatassp.
alexandrina (Boiss.) Maire appartenant a la famille Asteracdaamille connue pour sa
richesse en divers métabolites secondaires d’amdgintérét biologique, a l'instar des
flavonoides, sesquiterpenes lactones et autregigioides.

Nos travaux d’investigation chimique ont porté $es extraits acétate d’éthyle et
méthanoliqgue deS. undulatassp. alexandring plante n’ayant fait I'objet d’aucune étude
phytochimique antérieure. Ces travaux ont conduitisblement de cing constituants
chimiques et cela par utilisation de diverses taphes chromatographiques (VLC, CC, CCE
et CCM). Leurs structures ont été établies sandquité par les méthodes spectroscopiques
modernes, particulierement la RMN multimpulsionaeett la spectrométrie de masse. La
mesure des pouvoirs rotatoires et la comparaisec s données de la littérature ont été
également exploitées. Les produits naturels migwdence dans le cadre de ce travail et
appartenant a deux classes de métabolites secemdpir sont typiques de la famille et du
genre, se répartissent comme suit :

> quatre triterpénes dont un décrit pour la premiéi® aussi bien dans le
genreScorzonerajue la famille Asteraceae.

» un flavonoide nommé I'apigénine considéré commeamposé typique
du genre.

Les résultats obtenus et qui sont en pleine conféravec ceux obtenus antérieurement
pour la famille et le genre, traduisent encore fme la prédominance des flavonoides et
triterpénoides.

Phytochimie, AsteraceaeScorzonera undulatassp. alexandrina (Boiss.) Maire,
Triterpénes, Flavonoides, RMN 1D et 2D, Spectroiméle masse.
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