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tl :triplet large

t :triplet
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Introduction

Depuis toujours, I’hnomme a utilisé sont environnement et en particulier les plantes
pour se soigner. On estime que deux tiers des médicaments actuels ont une
originenaturelle[1]: obtenus par hémi-synthése, & partir d’unpharmacophore ou par
modification d’un produit naturel, composés issus des biotechnologies, vaccins,
composés d’origine végétale, microbiologique ou animale. Seul un tiers des
médicaments commercialisés posséde donc une origine purement synthétique.

De plus, sur les 300 000 especes végétales recensées, on estime que seules 15%
d’entre elles ont été étudiees sur le plan phytochimique, dont 6% pour leurs activités
biologiques[2] ce qui fait des plantes un réservoir de molécules bioactives encore peu
exploré. Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une
immense source de chimiodiversité, avec souvent des structures tres originales dont
une synthese totale et rentable (complexité structurale, stéréospécificité...) est souvent
impossible a réaliser.

Néanmoins, il faut noter que, d’une part, le nombre d’especes vegétales diminue et
que d’autre part, le savoir des médecines traditionnelles tend lui aussi a disparaitre
progressivement. 11 en résulte une urgence a connaitre et protéger ces especes et les
savoirs qui leur sont associés.

Particulierement en Algérie, les marchés regorgent de centaines de plantes
médicinales différentes, sauvages ou cultivées localement. Certaines sont prescrites
comme remedes a usage domestique. D’autres sont mastiquées pour combattre la
fatigue.

Tout en encourageant la recherche et I’étude des substances actives dans les plantes,
leur structure, leur distribution, leur modification et les processus de transformation
qui se produisent au cours de leur vie, la revalorisation de la phytochimie en Algérie
pourrait aboutir a I’homologation de nouveaux medicaments a base de plantes qui
sont trés riches en métabolites secondaires.

Inscrit dans ce contexte général, ce travail de thése a pour objectif de caractériser
chimiquement les tiges et les feuilles d’une Légumineuses (Fabaceae) : Calycotome
spinosum.Link.

Apreés une présentation botanique de C. spinosumet de sa place dans lesclassifications

scientifiqgue, une synthése bibliographique permettra de décrire les métabolites



secondaires principaux dans ce genre : les flavonoides. Puis, les principales études
phytochimiques antérieures relatives aux espéces du méme genre seront présentees
afin d’introduire la partie principale de ce travail. Cette partie concerne en effet la
purification et la caractérisation des molécules obtenues lors de I’étude phytochimique
des tiges et des feuilles de C. spinosum. Le dernier volet est consacreé a la présentation
des techniques chromatographiques et d’analyse structurales utilisées.
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I.1. Description de la plante étudiée

1.1.1. La famille des Fabacées

La grande famille des Fabacées (de faba, la feve) doit son unité a son fruit, appelé
gousse ou légume, d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette
famille est plus connue.

Les Fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus
de 730 genres et 19 400 espéces, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical
[3]. Les formes arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes
herbacées dans les régions tempérées [4].

Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides ou
semi-arides est reliée a leur métabolisme dépendant de I’azote, qui est considérée
comme une adaptation aux variations climatiques et imprévisibles de I’habitat. En
effet, la fixation de I’azote viala symbiose légumineuses-rhizobium permet aux
plantes de cette famille d’obtenir des taux éleves en azote ammoniacal au niveau de
leurs racines en fonction de la demande de leur métabolisme [3].

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées
dans un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja)
qu’animale (tréfle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres,
comme combustible, pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du

genét a balais, réglisse) ou en chimie [3].

%+ Caracteres botaniques de la famille

Les plantes de la famille des Fabacées possedent plusieurs caractéres morphologiques
en commun. Néanmoins, on observe aussi dans cette famille de trés nombreux types
floraux, dues a plusieurs tendances évolutives, plus ou moins synchrones, et en
particulier, une réduction du nombre des étamines et la création d’une fleur
zygomorphe «se dit d’une fleur dont les différentes piéces de chaque verticille
(sépales, pétales, etamines) sont disposées symétriquement par rapport & un plan (plan
axe/bractée) ». Les feuilles également des plantes de cette famille présentent une

évolution morphologique.
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s Appareil végétatif

Les racinessont généralement pivotantes et laissent apparaitre des nodosités a
rhizobium qui se forment si le sol est pauvre en azote[4].

Les feuillessont généralement alternes, pennées ou trifoliolées et stipulées.

Cependant on peut noter quelques évolutions : la foliole terminale peut étre absente
(feve) ou en forme de vrille (vesce), les folioles sont remplacées par des épines
(ajonc), les stipules font place a des épines (robinier faux acacia), le nombre de

folioles peut étre réduit (trefle, genét), la nervation peut étre de type palmée (lupin).

s Appareil reproducteur

Les inflorescencessont des grappes plus ou moins allongées.

Les Fabacées les plus primitives (Mimosoidées) possedent un périanthe régulier et
réduit, avec des étamines trés nombreuses. Toutes les Fabacées possédent un ovaire
formeé d’un seul carpelle. Celui-ci est supere et surmonté d’un style et d’un stigmate.
Le fruit, élément le plus constant et qui caractérise cette famille, est appelé gousse ou
légume. Il s’agit d’un fruit qui s’ouvre en général a maturité grace a une double
ouverture : ventrale et dorsale. Chez certaines espéces, la gousse subit des
transformations.

Celle-ci peut présenter des etranglements entre les graines (gousse lomentacée,
indéhiscente), elle peut devenir pauciséminée (jusqu’a une seule graine). En fonction
des espéces, la gousse est seche ou charnue, aplatie ou comprimée, spiralée, arquée,
ailée, segmentée, articulée, verdatre ou de couleur vive. Sa taille va de quelques
centimetres a une trentaine de centimetres.

Le nombre d’ovules est variable. lls évoluent pour former une graine arquee,
exalbuminée, qui est d’ailleurs souvent riche en composés a haute valeur alimentaire
comme : I’amidon (pois, feves, lentilles), des lipides (arachides, graines de soja), des

protéines (graines de soja).
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% Phylogénie

L’étude phylogénétique de cette famille a été commencée avec le géne
chloroplastique rbcL4, confirmant I’origine monophylétique de cette famille[3]. Les
Fabaceae peuvent étre réparties en 4 sous-familles selon I’APG I11 (2009):

- la sous-famille de Bauhinioides, avec les arbres a Orchidées (Bauhinia) et les arbres
de Judée (Cercis)

- la sous-famille des Mimosoidées

- la sous-famille des Caesalpinoidées

- la sous-famille des Papilionoidées ou Faboidées comprenant le genre Calycotome.

1.1.2. La sous-famille des Papilionoidees

La sous-famille des Papilionoidees est certainement la sous-famille la plus étudiée, en
particulier en raison du grand nombre de plantes appartenant a cette famille, 476
genreset 13 860 especes[3]. On retrouve dans cette sous-famille des arbres, en général

exotiques, des lianes, mais aussi beaucoup de plantes herbacées vivaces ou annuelles.

% Caracteres botaniques

Il s’agit d’une sous-famille exceptionnellement homogene, trés reconnaissable a
I’aspect de ses feuilles alternes, stipulées et composées pennées, a celui de ses fleurs,
a corolles dites « en papillon » et par ses fruits appelés gousses[4].
Traditionnellement, les Papilionoidees ont été caractérisées par des traits qui sont
considérés maintenant comme des synapomorphies « caractere dérivé ou
apomorphique partagé par deux ou plusieurs taxons » de la sous-famille[3]. Ces
caractéristiques incluent la présence de bois avec un parenchyme prédominant axial
para trachéal qui est assez rare ; des vaisseaux avec des trous alternés et de simples
perforations plates ; I’absence de feuilles bipennées[3].
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Les éléments les plus caractéristiques concernent la fleur des Papilionoidees :

La préfloraison est descendante (vexillaire). Les fleurssont cyclisées, hermaphrodites
et fortement zygomorphes par la corolle.

La corolle, & symétrie bilatérale, présente une forme dite « papilionacée » c’est a dire
qu’elle est constituée de cing pétales disposés en forme de papillon. Le pétale dorsal
(appelé aussi vexillum ou plus couramment étendard), recouvre les deux pétales
latéraux ou ailes. Ces derniers recouvrent a leur tour, les deux pétales inférieurs, libres
ou unis par leur bord interne sur une certaine longueur. Ces deux piéces inférieures
constituent ensemble la caréne qui renferme I’androcée et le gynécée.
L’androcéecompte dix étamines qui peuvent étre libres ou soudées. Elles s’unissent le
plus souvent par leurs filets, formant un tube autour du carpelle (genre Sophora).
Elles peuvent aussi étre soudées entre elles et I’androcée est alors monadelphe (genre
Cytisus). L androceée est didelphe quand neuf étamines sont unies en un tube ouvert en

arriére et que I’étamine postérieure reste libre (genre Vicia et genre Derris).

I.1. 3 Le genre Calycotome
% Origine du nom

Du grec calyx, calice, temnd, je coupe : le calice se rompt circulairement et parait,

comme coupé apres la floraison[5].

Le genre Calycotome est caractérisée par la fleur dont le calice ovoide, couronné par
5 petites dents, completement clos dans le bourgeon et se rompant circulairement par
le milieu au moment de la floraison ; étendard dressé, caréne recourbée ; style arqué ;
gousse comprimée, a suture ventrale élargie et étroitement ailée de chaque coté, a

graines non caroncules[6].

Les plantes de ce genre sont trés-épineuse, a feuilles 3 folioles, a fleurs jaunes.
L’espece spinosa, sujet de notre travail, est un arbrisseau de 1 a 2 metres, a tige
dressé, a rameaux eépineux, divariques, fortement striés, glabrescents; feuilles
noircissant par la dessiccation, a folioles subsessiles, obovales, obtuses, glabres en
dessus, a poils appliqués en dessous; stipules trés petites ; fleurs solitaires ou
fasciculées par 2-4; pédicelles 2-3 fois plus longs que le calice, portant au sommet une
bractée bi-trifide ordinairement plus longue que large; caréne aigué; gousse de 30-40
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mm, sur 6-8, glabre, luisante et noire a la maturité, a suture supérieure seule un peu
ailée, a bord droit ; 3-8 graines. Lieux arides, surtout siliceux et montriueux de la

région méditerranéenne ; Corse ; trés commun en Algérie[7].

+ Utilisation

Les genéts sont capables grace aux nodosités sur leur racines, de fixer I’azote
atmosphérique et d’enrichir le sol en produits azotés. Les ruminants évitent cette
plante a cause de ses épines [5].

+» Classification scientifique [8]

Royaume
Plante
Division
Magnoliophyta
Classe
Magnoliopsida
Ordre
Fabales
Famille
Fabaceae
Sous-famille Papilionoideae

(Faboideae)
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Genre Calycotome

Espéces C.spinosa

Fruit de Calycotome spinosa

| @RNNLa Mgssange

Figure 1.1 :Photographie de Calycotome spinosa(L.) Link

v/ Nous notons que cette espece se rattache beaucoup a la deuxieéme et la seule
plante du méme genre dite : Calycotome villosa (voir figure 1.2 et 1.3).
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Figure 1.2 :Calycotome villosaFigure 1.3 :Calycotome spinosa

1.1.4 Etudes chimiques sur la famille des Fabacées

La famille des Fabaceae est extrémement riche en flavonoides, et celle
desPapilionacées est caractérisée par la présence d’isoflavones, de

rétinoidesd’anthocyanines et de flavonol glycosylés[9].

I.1.5 Les travaux antérieurs sur la phytochimie du genre Calycotome

Un tres peu d’étude de I’extrait chloroformique des parties aériennes de Calycotome
spinosa, a permis de décrire deux flavonoides [10] (figures 1.4 et 1.5)

Figure 1.4 :Chrysin Figure 1.5 :7-O-(B-D-glucopyranoside)chrysin

Calycotome villosa : est une espéce voisine du Calycotome spinosa. C’est un arbuste
épineux 30-150 cm affichant fleurs jaunes au printemps qui pousse surtout dans le
nord de I'Afrique et I'Espagne [11].

17



L’étude de I’extrait méthanolique des parties aériennes de Calycotome villosa, a
permis de décrire trois composés dont deux flavonoides glycosides, et le 1-

Hydroxymethyl-6,7-dimethoxyisoquinoline-N-oxide [12] (figures 1.6, 1.7 et 1.8).

OH

8 1 @

Hy . \IEI/
A a3 /3

Figure 1.6 : 1-Hydroxymethyl-6,7dimethoxyisoquinoline-N-oxide

Figure 1.5 : 7-O-(B-D-glucopyranosyl)chrysin
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Figure 1.7:7-O-B-D-[(6"-actyl)glucopyranosyl]chrysin
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Chapitre 11

L_es composés flavonoidiques
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11.1 Les Flavonoides

Le terme flavonoide est dérivé du mot grec «flavus »qui veut dire jaune [13]. I
rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols, leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (voir
tableau 11.1).

Ils sont surtout abondants chez les plantes supérieures particulierement dans certaines
familles : Polygonacées, Rutacées, Légumineuses, Ombelliferes et Composées, mais
ils peuvent également se trouver dans le régne animal, les glandes a sécrétion
odoriférante du castor, le propolis des abeilles (la Chrysine, la Quercétine, la
Galangine) et dans les ailes des papillons [14, 15].

Les flavonoides sont présents dans les vacuoles sous forme d’hétérosides, dont
lapartie osidique est fréqguemment le glucose ou le Rhamnose [16]. Ils jouent un
roleimportant dans les processus biologiques. Ils réglent la croissance de la plante
parinhibition d’acide acétique de [I’Auxin Indolyl Excytosis, et par
énumérationd’expression du gene, et ils peuvent influer également et de maniere
différente surd’autres cellules biologiques.

La concentration en flavonoides est maximale dans les organes jeunes et dans les

tissus externes et aériens car la lumiére stimule leur biosynthése.

Tableau I1.1: La couleur de quelques classes des flavonoides

Flavonoides Couleur Références

Flavones, flavonols Jaune [14, 15]

Flavonones Incolore [14, 15]
Jaune

Flavononols Ivoire [14, 15]

Isoflavones Ne prennent pas une seule [15]
couleur

Chalcones et Aurones Jaune [14, 15]

Anthocyanidines Rouge en milieu acide [17]

Bleu en milieu alcalin

Violette, mauve, rose
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Dans lindustrie pharmaceutique, la recherche de nouvelles herbes médicinales
contenant des composeés flavonoidiques a beaucoup servi comme point de départ pour
le développement de dérives intéressants [18].

Les flavonoides sont un groupe de composés polyphénoliques, avec des structures
chimiques diversifiées et caractéristiques. Plus de 4000 flavonoides différents
appartiennent a des classes flavonoides incluant les flavonols, flavones, flavanones,
catechins, anthocyanidines, isoflavones, dihydroflavonols, et chalcones [19, 20]. Les
flavonoides font partie de I'alimentation humaine: nous les retrouvons dans les fruits

(citron), les legumes et les boissons (thé, cafe, etc.) [20].

11.3.1 Classes des Flavonoides

On a déja recensé plus de 4000 flavonoides différents, essentiellement dans les fruits
et les légumes (voir tableau 11.2) [21]. Les six classes des flavonoides (flavanones,
flavones, flavonols, isoflavones, anthocyanines et flavanes) varient dansleurs
caracteristiques structurelles par la diversité fonctionnelle autour del’oxygénation de

I’hétérocycle (voir tableau 11.3) [22].

Types d’aliments Flavonoides /100 g

Fruits : Cerise, raisin, pomme, péche 20-30 mg

Légumes : Epinards, laitue, céleri, 10-20 mg
chou

Légumes secs : Feve, haricot, pois 0,5-1 mg
colorés

Autres aliments : Cacao (feve de 20-30 mg

Calabar), thé, gland, chataigne
Plantes médicinales : Thym, origan, 10-20 mg

menthe, romarin

Tableau 11.2 : Principales sources des flavonoides

Flavones, Flavonols :lls représentent 80% des flavonoides connus, le noyau A est

substitué par deux hydroxyles phénoliques en C-5 et C-7 libres ou estérifiés. Le noyau
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B est dans 80% des cas substitué en 4’ou di substitué en 3’et 4’ou encore tri substitué
en 3’, 4’et 5°. Les positions 2’, 6’ne sont qu’exceptionnellement substitués [24]. Les
substituants sont des groupes —OH ou —OCH3 [23]. La différence essentielle entre les
flavones et les flavonols est la présence d’une oxygénation en C-3 dans les flavonols
(voir figure 11. 9) [14].

Flavone Flavonol

Figure 11.9: Flavone,Flavonol

Tableau 11.3: Différentes classes des flavonoides

Flavonoides 3 5 6 7 8 2’ 3’ 4 5’
Flavones
ApigénineDiosmétine H OH H OH H H H OH | H
Lutéoline H OH | H OH H H| OH OMe H
H OH H OH H H OH OH H
FlavonolsFisétine
Kaempferol OH H H OH H H OH OH | H
Morine OH OH H OH H H H OH H
Myricétine OH OH | H OH OH H OH OH | H
Quercétine OH OH H OH H H OH  OH  OH
OH OH | H OH H H | OH OH H
Isoflavones
Dadzéine H H H OH H H H OH H
Genstéine H OH H OHO H H H OH H
Orobol H OH H H H H OH | OH H
Flavanones
Hespérétine H OH | H OH H H OH OMe H
Liquiritgénine H H H OH H H H OH H
Naringénine H OH | H OH H H H OH H
Flavanols
Taxifoline OH OH H OH H H OH OH H
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Anthocyanidines

Cyanidine OH | OH | H | OH H H|OH OH | H
Delphinidine OH | OH | H | OH H H | OH OH | OH
MalvidinePelargonidi | OH | OH | H | OH H H | OMe  OMe | OMe
ne OH OH | H OH H H H H H
Chalcones
Buteine OH H H H H OH| H OH H
Okonine OH H H H H OH OH | OH H
Aurones
Maritimetine H H OH OH H H | OH OH H
Leptosidine H H | OH OMe H H | OH OH H
Biflavonoides
Amentoflavone H OH | H OH H H H OH H
Hétérosides
flavoniques
Lecontine O-glu H H OH H H H OH H
Cytisoside H OH | H OH | C-glu | H H |[OMe H

Il 'y a deux flavones communes, I’apigénine et la lutéoline (et leur dérivés)
schématisés dans la figure 11.10, ils peuvent étre reconnus sur le chromatogramme du
forestal comme taches marron sombres qui virent au jaune vert ou jaunissent en

employant le gaz ammoniaque fumant comme agent de révélation.

OoH O
Apigenine Lutéoline

Figure I1. 10 : Les flavones : Apigenine et Luteoline

Il'y a environ 34 flavones rares qui peuvent étre convenablement répartis en cing
classes dont les représentants sont : 5-hydroxyflavone, Baicalein, 2’-
hydroxyflavone,C-methylflavone, 5, 6, 7, 8-tetrahydroxyflavone. La plupart d’entre
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elles ont des spectres d’absorption U.V. caractéristiques [14]. Une condensation de
I’acétate malonate et I’acide cinnamique est I’étape clé de la biosynthése de certains

composés flavoniques [24, 26].

Flavanones (figure Il. 11) :Ces molécules sont caractérisées par I’absence de la

double liaison entre C2-C3 et par la présence d’un centre d’asymétrie, elle ne

comporte pas le groupement OH en position C3 [24].

Figure Il. 11 : Flavanone

Isoflavones (figure Il. 12) :elles sont considérées comme des dérivés des
flavones, elles ont le squelette du 3-phénylchromane comme la Génisteine 5, 7, 4’-
trisubstitués. Les substituants sont des groupements OH [14]. Les isoflavonoides
représentent une sous-classe importante et tres distinctive des flavonoides. Ils ont une
distribution trés limitée dans le royaume des plantes et ils sont restreints & la sous-

famille Papilionoidée des légumineuses[27].

R;=R,=R3;=0OH Génisteine
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Figure I1. 12 : Isoflavone

Chalcones, aurones (figure Il. 13) :Les chalcones sont dépourvues de
I’hétérocycle central. Elles sont caractérisées par la présence d’un chainon tricarbonée
cetonique.

Le noyau B est assez fréquemment non substitué. Les Aurones sont caractérisés par

une structure de 2-benzylidéne-coumaranone [23].

) O O
O

5
6
T

2

Figure Il. 13 : Chalcone, Aurone

Biflavonoides :Les flavonoides peuvent se lier les uns aux autres, en particulier par
leurs carbones, 6 ou 8 ils se forment alors un dimére, un biflavonoide. La majorité des
biflavonoides naturels sont des diméres de flavones et de flavanones, par exemple
I’lamentoflavone (figure I1. 14). Les deux unités en question peuvent étre ou non du

méme type (biflavones, biflavanones, flavone, flavonone) [23].
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OH

Figure Il. 14 : Amentoflavone

Les anthocyanidines :Leur structure commune est caractérisée par le cation

flavylium (figure 11.15) (2-phenylbenzo-pyrylium) portant des fonctions hydroxyles
et/ou méthoxyles [23]. Les sucres sont pratiqguement toujours fixés en position 3 ce
qui est indispensable a la stabilité de la molécule. Les anthocyanidines naturels
peuvent étre classées en trois sous groupes : Pelargonidine, cyanidine et delphinidine
[23].

5
X
=

Figure 11.15 : lon flavylium

Hétérosides flavonoidiques (figure 11.16) :La partie osidique peut &tre mono,
di ou trisaccharidique. Les monosaccharides sont formés avec le D-glucose, mais
aussi avec le D-galactose, avec des pentoses ou avec des acides D-

glucuroniques et Dgalacturonique.
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Les liaisons entre la génine et I’ose peuvent se faire par I'un des hydroxyles
phénoliques de la génine. Mais en reégle générale, ce sont surtout I’hydroxylé en 7 des

flavones et I’hydroxylé en 3 des flavonols qui sont impliqués [23].

OH

b
[ o

H
OH

Figure 11.16 : Hétéroside flavonoidique

11.3.2 Biosynthese des Flavonoides

Les composés phénoliques forment un tres vaste ensemble de substances. L’élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction (par exemple, éther, ester, etc.).

Les composés phénoliques végétaux sont issus de deux grandes voies d’aromagenése

1- la voie la plus courante (voir figure 11.17) est celle qui, via le Shikimate (I’acide
Shikimique), conduit a I’acide Benzoique, Lignanes, Coumarines, flavonoides, etc.;

2- I'autre voie part de I’acétate-malonate et conduit par condensation repétée a des
systemes aromatiques (par exemple, Chromones, Isocoumarines, Quinones, etc.);

La pluralité structurale des composés phénoliques due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité, tres fréquente, d’une participation
simultanée du Shikimate et de I’acétate a I’élaboration de composés d’origine mixte (
flavonoides, Stilbenes, Xanthones, etc.) [24].

Les flavonoides sont des pigments de la plante issus du métabolisme secondaire qui

sont synthétisés a partir de la phénylalanine. La biosynthése de ces derniers présente
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un intermédiaire commun (figure 11.18), une tétrahydroxychalcone a partir de laquelle
se différencient plusieurs types de composés dont les plus importants sont les
anthocyanes et les flavones [28]. Par ailleurs, la 4, 2’,4°,6’-tétrahydroxychalcone,
formée par la chalcone synthase a partir du malonyl-CoA, un précurseur de la voie
acétate-malonate, et du 4-coumaroyl-CoA, issu de la voie Shikimate (figure 11.18).
Les flavonoides peuvent ensuite étre modifiés par des réactions

d’hydroxylation,méthylation, glycosylation et acylation [28].
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(600 \ COOH
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Acide-coumarique
\
HG ©
Courerine

Figure 11.17 : Voie Shikimate de la biosynthese des composés
Phénoliques
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Figure 11.18 : Biosynthese des Flavonoides [29]

32



11.3.3 Le ROle Bioactif des Flavonoides

Le rdle des flavonoides dans le monde végétal s’inscrit dans un contexte trés large de
relations entre une plante et son environnement assurées par des métabolites
secondaires.
Leur réle attractif ou répulsif des pollinisateurs est attribué a la couleur, la forme,
I’odeur et le godt des fleurs. Les flavonoides sont avec les chlorophylles et les
caroténoides les principaux facteurs de la coloration des plantes, et des ailes des
papillons car ils agissent comme
co-pigments.
Actuellement, il y a un intérét général pour les effets diététiques des polyphénols sur
la santé humaine.lls jouent un réle important pour piéger les radicaux libres qui sont
responsables d’un grand nombre de maladies dégénératives (elseimer, parkinson) [30]
mais également dans les mécanismes liés a I’apparition du cancer [30, 31]. En plus de
la forte activité antioxydant in vitro de beaucoup de ces composés (4-oxo-flavones,
anthocyanes, flavanes), ils semblent pouvoir jouer un réle intéressant dans la
prévention des maladies cardio-vasculaires : réle des polyphénols associes aux fibres
dans [Iélimination du cholestérol, oxydation des lipoprotéines de faible
densité(L.D.L), circulation sanguine [32, 33].
Les voies d’élimination du cholestérol dans I’organisme sont trés particuliéres,
puisque ce compose est éliminé par la voie fécale sous forme de stérols neutres ou
acides (sels biliaires). Une ingestion suffisante de fibres alimentaires favorise
I’élimination. En plus, les catéchines du thé ou les tanins du raisin inhibent
I’absorption intestinale du cholestérol. 1l a été aussi démontré que la rutine augmentait
significativement I’excrétion fécale de I’acide biliaire [32].
Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes reactives
oxygénées. En fait, leur activité anti radicalaire nécessite :

v'_La structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle a I’activité des

flavonoides possédant un hétérocycle saturé;
v Ladouble liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4-oxo, qui est responsable
de la délocalisation d’électrons stabilisant le radical aroxyl,
v Les hydroxyles en positions C-3 et C-5 dans le cycle A, qui permettent une

activité anti radicalaire maximale.
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Les trois éléments de structure décrits ci-dessus, sont des piégeurs efficaces des
radicaux hydroxyles et peroxydes particulierement impliqués dans la peroxydase
lipidique. Les L.D.L. oxydées déclenchent la prolifération des cellules de la paroi
artérielle et attirent des cellules sanguines (monocycles qui se transforment en
macrophages). La modification oxydative qui touche au départ les acides gras
(peroxydase), peuvent aussi altérer les apoprotéines des L.D.L. Les flavonoides
possédent un caractéere antioxydant qui peut chelater les métaux et moduler I’activité
de nombreuses enzymes, en protégeant les L.D.L. vis a vis de I’oxydation ainsi qu’en

intervenant au niveau des plaquettes et de la cholestérolémie [32].

Les flavonoides pourraient avoir un rdle bénéfique sur divers parametres de la
circulation sanguine. Etant donné le r6le des plaquettes dans le développement de
I’athérosclérose et dans I’initiation de la thrombose, il est intéressant de noter que les
flavonoides sont des inhibiteurs de I’adhésion, I’agrégation et de la sécrétion
plaquettaires. Un autre aspect important concerne le role des flavonoides sur la

résistance et la perméabilité vasculaire [32].

L’impact des flavonoides sur les parois vasculaires, ainsi que leurs propriétés anti-
inflammatoires, sont a I’origine de [Iutilisation en thérapeutique, comme
vasculoprotecteurs et veino-toniques des diverses flavonoides naturels ou de synthése
[32].

Les études réalisées in vitro ou in vivo sur I’animal suggerent que les flavonoides
pourraient agir a tous les stades de la cancérogenese. Au cours de la phase d’initiation, ils
pourraient empécher I’établissement de la Iésion génotoxique par divers mécanismes : par
une inhibition des mono oxygenases hépatiques impliquées dans I'activation des
métabolique des pro carcinogenes et /ou une activation des enzymes de conjugaison du
foie qui sont responsables de la détoxification des xéno biotiques, par un piégeage direct
du carcinogene, ou encore par une stimulation de I’éjection des carcinogénes hors de la
cellule [32]. D’autre part, les flavonoides inhibent la croissance des lignées cellulaires
cancereuses en interférant avec les mécanismes de transduction des signaux mitogénes ou

par d’autres mécanismes. [32].

Donc, les flavonoides sont des composés biologiquement actifs, possédant une

activité chimio-préventive potentielle contre une large variété de maladies chroniques
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[31-34]. Citons par exemple I’apigénine qui est un flavonoide diététique présent de
fagcon abondante dans les fruits et les légumes et possédant une prévention
thérapeutique contre plusieurs maladies cardiovasculaires ainsi que le cancer [35].
D’autres flavonoides comme I’Eriodictyol, le Kaempférol, la Lutéoléine, la rutine et la
Taxifoline sont bénéfiques pour les cellules des neurones contre le stress oxydatif [36-
37].

Certains flavonoides (Quercétine, Genistéine, etc.) présentent des effets anti-tumeurs
in vitro et inhibent le développement du cancer chimio-induit chez I’animal. C’est
pourquoi leur participation dans la prévention des cancers avec d’autres
micronutriments pourrait expliquer les effets protecteurs des fruits et des légumes [16,
36, 38]. Les isoflavones et flavones pourraient étre plus particulierement impliqués

dans la prévention du cancer [16, 30, 39].

11.3.4 Etude Chimique des Flavonoides

11.3.4.1 Chromatographie
Les flavonoides sont présents dans la partie aérienne de la plante. La séparation des
ces composés est réalisee par les méthodes chromatographiques telles que :

v Chromatographie sur colonne : Cette méthode reste la technique la plus
utilisée pour la séparation des produits isolés premiére purification et la
séparation des produits isolés.

Les supports utilisés communément pour la separation des flavonoides sont le gel de
silice, I’alumine, la cellulose, le polyamide, le sephadex, etc. Ces adsorbants sont
utilisés selon la spécificité des produits flavonoidiques.

v Chromatographie sur papier (Whatman) : C'est une technique qui convient
pour la séparation des méelanges complexes de tous les types de flavonoides et
leurs glycosides.

v Chromatographie préparative sur couches minces : C’est une technique
voisine de la chromatographie sur papier, elle est également utilisée pour la

séparation et la purification, son avantage est la rapidité et la sensibilite.
11.3.4.2 Spectroscopie UV
La spectroscopie de l'absorption U.V. [40, 41] est largement utilisée dans I'analyse
structurale des flavonoides. Ses avantages majeurs sont:
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seulement une toute petite quantité de matiere est exigée pour I’analyse.
le matériel est disponible dans la plupart des laboratoires.

un grand taux d'information structuralement utile est produit.

D N N NN

la plupart des flavones et flavonoles expose deux bandes d’absorption
majeures: la premiére bande -l est produite dans le rang 320-385 nm, la
seconde bande -11 dans le rang 250-285 nm.

11.3.4.3 Spectrométrie de Masse

La spectrométrie de masse (El) des flavonoides (aglycones) est un outil valide qui sert
a la détermination de leurs structures [41-42]. La plupart des flavonoides donnent des
fragments d’ions moléculaires intenses. Généralement, les flavonoides aglycones
montrent un pic majeur de [M-H] + et [M-CH3]+ lorsqu’il est méthoxylé. La
fragmentation la plus empruntée pour I’identification du flavonoide est celle qui

implique la rupture du cycle A et cycle B (voir figure 11.19).
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Figure 11.19 : Fragmentation des Flavones
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Chapitre 111

Reésultats et discussion



111.1 Introduction

Les méthodes spectroscopiques sont utilisées pour la caractérisation des produits
chimiques. Parmi les techniques utilisées pour les composés organiques, la
spectrométrie de masse (MS) et la résonance magnétique nucléaire (RMN) sont les
plus fréquentesainsi que la spectroscopie Infrarouge (IR).

Dans ce chapitre, nous présentons les protocoles expérimentaux et détermines les
structures des composés isolés.

Les composeés et les protocoles expérimentaux sont classés par ordre croissant par

rapport au numéro que nous leur attribuons dans le chapitre suivant.

[11.2 Extraction

La plante Calycotome spinosaa été récoltée entre les mois de mai et de juin, la plante

a été séchée a I’abri du soleil.

111.2.1 Macération

Un poids de 1 Kg de la plante séche a subi durant 24h. Une macération et lixiviation
dans un systeme de solvant (MeOH/ H20, 80/20: v/v) a température ambiante. La
solution obtenue apres filtration et concentration en ajoutant de I’eau distillée (300ml)
a subi une extraction liquide- liquide avec des solvants organiques suivants:
> L'éther de pétrole (3x500 ml), apres concentration a sec, I’extrait brut obtenu a
eu une masse de 3g.
» Le chloroforme (3x500 ml), aprés concentration a sec, l'extrait brut obtenu est
d’une masse del7g.
» _Le n-butanol (3x500 ml), aprés concentration a sec, I’extrait brut obtenu est de
30g.

Les différentes étapes de cette extraction sont récapitulées dans la figure 111.20.
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Phase eau résiduelle
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Figure 111.20: Extraction des parties aériennes de Calycotome spinosa

111.2.2 Séparation

Des colonnes ouvertes sur gel de silice ont été utilisées dans la premiére et la seconde
étape de fractionnement des extraits chloroformique et butanolique.

Les systemes d’élution utilisés étaient composés de gradients Ether de pétrole/Acétate
d’éthyle et Chloroforme/Méthanol pour I’extrait chloroformique et
Chloroforme/Méthanol pour I’extrait butanolique dans des proportions déterminées au

préalable sur couche mince avant la séparation.

A-Extrait chloroformique :

Une colonne chromatographique a été utilisée pour la séparation de 10g de la phase
chloroformique avec le systéme d’élution Chloroforme/Méthanol. Elle a conduit a 12
fractions de Al jusqu’a Al12. Les 2 fractions concernées par notre étude ont été
obtenu avec un systéemes d’élution de 5% et 10% comme I’indique la figure 111.21.

Fractions étudiées :
Colonne gel de Silice

Extrait Fractions A3 (5%)

12 Fractions :
chloroformique > Ald Al12 > +A4 (10%) 4500mg
109

Chloroforme/Méthanol

Figure 111.21 : Etude de I’extrait chloroformique

B- Extrait butanolique :

Une colonne chromatographique a été utilisée pour la séparation de 10g de la phase
butanolique avec le systeme d’élution Chloroforme/Méthanol donnant naissance a 13

fractions (de C1 jusqu’a C13, voir figure 111.22).
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Fractions étudiées :

Colonne gel de Silice

Extrait . Fraction C12
» 13 Fractions : 5004
butanolique > C1aC13 - > (50%)
109 4490mg

Chloroforme/Méthanol

Figure 111.22 : Etude de I’extrait butanolique

111.2.3 Purification

Les analyses par chromatographie sur couches minces (CCM) sont effectuées avec
desplaques de gel de silice. Aprés développement, les plaques sontobservées sous
lampe UV a 254 et 366 nm. Pour le cas de I’extrait chloroformique.

Les plagues sont ensuite révélées par la vanilline sulfurique etchauffées jusqu’a
apparition de taches de diverses couleurs. Notons que la purificationde certaines
fractions a nécessité d’autres colonnes chromatographiquesde gel de silice. Les détails
de cette phase concernant les deux extraits sontprésentés dans ce qui suit :

A- Extrait chloroformique :

Les fractions A3et A4 (4500mg) ont été separée sur colonne de gel de silice avec le
mélange Ether de pétrole/Acétate d’Ethyle comme éluant pour la premiére fois, elle
donne les sous-fractions A’1a A’17. Les fractions A’13, A’14, A’15 et A’16 montrant
les mémes taches au vu de I'analyse CCM et de masse égale a 650mg, ont été
rassemblées puis soumises a une seconde chromatographie sur colonne de gel de
silice. L’élution réalisée avec un mélange de solvants dichlorométhane/méthanol des
différents gradients, a permis d’obtenir 9 fractions (B1 a B9).

Une précipitation dans le mélange Ether de pétrole/ Acétate d’Ethyle (50/50) de la

fraction B8 a permis d’obtenir le composéM2 a I’état pur (6 ,3 mg).
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La fraction B5 a été purifiée sur plagues préparatives de gelde silice dans le systeme
d’élutiondichlorométhane/méthanol (93/7) eta abouti au composé M3 de poids 5mg.
Une deuxieme précipitation dans le mélange Ether de pétrole/ Acétate d’Ethyle

(50/50) de la fraction B6 a permis d’obtenir le composéM4a I’état pur (5,4 mg).

B- Extrait butanolique :

La fraction C12 (4,499) est séparée sur colonne en utilisant le systéme d’élution
chloroforme/méthanol pour obtenir les sous fraction (C’1a C’6).

Une précipitation de la fraction C’5 dans le Méthanol a donné le composé M1 a
I’état pur (11 mg).

111.3 Détermination de structure des composés isolés
111.3.1 Identification du produit M1 :

OH o

Figure 111.23 : 7-O-(B-D-glucopyranosyl)chrysin
Spectre IR :

Le spectre IR indique la présence de groupement hydroxyle (3400 cm™), carbonyle
(1600 cm™) et aromatique entre (1400 et 1500 cm™).
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Figure 111.24 :Spectre IR du compose M1
La détermination de la structure du composé isolé M1, en se basant sur les
spectresRMN-1H, RMN-13C et Dept135, indiquent la présence de 21 atomes de
carbones (voir tableau 111.4).

L analyse du spectre RMN-13C (figure 111.26) montre :

» Six signaux CH a 3¢ 95.45 (C-8), 100.15 (C-6), 129.64 (C-3’,5") et 126.98
(C-2’,6"), caractéristiques d’un squelette flavonol,

» Cing signaux CH a 8¢ 100.31 (C-1""), 73.54 (C-2""), 77.63 (C-3’"), 69.98 (C -
4’%), 76.87 (C-57) et un CH, a 61.03 ppm (C-6’") caractéristiques des
carbones du glucose,

» Un autre signal & 6= 182.66 ppm (C-4), caractéristique d’un carbone
carbonylé,

» Deux signaux a ¢ 161.57 (C-5) et 163.65 (C-7) caractéristiques des carbones

0Xygeénées.
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< O-CH,

Figure I11.25; Spectre RMN**C J-modulé du composé M-1
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Figure I11.26: Spectre RMN*C du composé M-1

L’étude du spectre RMN-1H du composé M1 (Tableau 1l1.4, Figure 111.27) a permis
de mettre en évidence la présence de:
» D’un flavonoide et a montré des signaux a 6 7.06 (1H, s) 6.87 (1H, d) et 6.47
(1H, d) typique de C-3, C-8 et C-6 protons d'un squelette flavone,
» Les déplacements chimiques de 8,08 (d, H2’, H6’), 7.6 (m, H3’,H5") et 7.66
(H4’) suggere qu’il n'ya pas de substitution dans le noyau B du flavonoide
» Un proton comme singulet a 6 = 12.8ppm a été attribué au C-5 hydroxyle,
» Quatre protons entre 3.17 et 3.47ppm a indiqué la présence d’un fragment de
glucose,
> Le signal a 5.08 ppm été affecté au proton anomere avec une constante de

couplage (J 8 Hz) indiquant une configuration B. [43]
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Figure I11.27: Spectre RMN*'H du composé M-1

Tableau I11.4 : Les résultats RMN 1H, 13C et Dept de M1

Position | RMN'H ¢ ppm | Multiplicitt | RMN 13C éppm Dept

C-2 S S 164.16 C
C-3 7.06 S 105.92 CH
C-4 S S 182.66 C
C-5 --- --- 161.57 C
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C-6

C-7

C-8

C-9

C-10

c-r

C-2’

C-3

C-4

Cc-1”

c-2”

C-3”

C-4”

C-5”

C-6”

8.08

7.6

7.66

7.6

8.08

5.08

3.28

3.44

3.17

3.47

Ha: 3.73

Hb: 4.60

d (J=4Hz)

d (J=4Hz)

d (J= 12 Hz)
m
m
m
d (J= 12 Hz)
d (J=8Hz)
m
m
tl (J= 12 Hz)
m

m

100.15

163.65

95.45

157.57

106.05

131.04

126.98

129.64

132.7

129.64

126.97

100.31

73.54

77.63

69.98

75.87

61.03

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH;
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Par ailleurs, le spectre COSY 'H-'H (figure 111.28) montre I’existence des
corrélationssuivantes :

> Le proton H-6 ( 6 = 6.47 ppm) et le proton H-8 ( 6 = 6.87 ppm).

» Les deux protons H-3", H-5" (6 = 7.6 ppm) et les protons H -2*, H-6"
(0 =28.08 ppm).

> Le proton anomére H-1" (0=5.08ppm) et les protons H-2" (3.28ppm).
> Le proton H-6"a (3.47ppm) et le proton H-6"b (3.73ppm).

_
|

F1 [ppm]

3

O o : : : : :
-——
8 7 6 5 4 3

F2 [pp

T
m]

Figure 111.28: Spectre COSY H-H du composé M1

L’étude despectre de corrélation hétéro nucléaire HSQC (Figure 111.29 et 30) a
conduit & I’établissement des connections géminales RMN-"H-"3C du composé M1 a
ainsi pu étre démontré que les protons méthyléniques localises a 6= 3.73 ppm et
0=4.60 ppm ont liés au carbone situé a 0=61.03 ppm. Le spectre a montré également
une corrélation entre le proton a 6= 5.08 ppm et le carbone situé a 6= 100.31 ppm

permettant le positionnement de ce carbone en C1". Il a ainsi pu étredémontré que les
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protons H2", H3", H4" et H5" ont liésrespectivement aux carbones C2" (73.54ppm),
C3" (77.63ppm), C4" (69.98ppm) et C5" (75.87ppm).
Le spectre a montré respectivementdes corrélations entre les protons H3, H6 et H8 et
les carbones C3 (105.92ppm), C6 (100.15ppm) et C8 (95.45ppm).

Le spectre a montre des couplages directs entre:

-les protons H-2', H-6' et leur carbones C-2' (126.98ppm), C-6' (126.98ppm).
- Les protons H-3', H-5' et leur carbones C-3' C-5' résonant a 6= 126.64 ppm.

-Le proton H4' et son carbon C4' resonant a 6= 132.7 ppm.

0
| | | E
B . [+3
: : | &
e T o B R S =
ﬁ """"""""" e At e 1 IR e g
I ) I | | T 8
________________ He'b-c6*  Heaecel| |
=> H4"-C4 2
== H2"-C2" R S
3 —_— .
= — = = HWwc
i H5"-C5" 9
i r ;
| T T | T T T T ‘ T T T | T
40 35 30 25 F2 [ppm]
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Figure 111.29:Spectre HSQC du composé M1 (partie glucose)

F1 [ppm]

1
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110

Figure 111.30:Spectre HSQC du composé M1 (partie flavone)

L’étuude de spectre de corrélation hétéro nucléaire observées a longue distance
HMBC (Figure 111.31, 32, 33) a montré la corrélation entre le proton a 6= 5.08ppm
(H1"), et le carbone situé a 6= 163.65ppm (C7) confirmant que le glycose est attaché
au carbone C7, les corrélations entre le proton a 6=7.06ppm et les carbone C1'
(131.04ppm), C2 (164.16ppm) et C4 (182.66ppm), ainsi que les correlations entre le
proton a 6= 6.87ppm (H8) et les carbone situé a 6= 100.31ppm (C1"), 6=157.57ppm
(C9) et 6=163.65 (C7). Une autre corrélation des protons a 6= 8.08ppm avec le

carbone C2 a 6=164.16ppm (Voir tableau 111.5)
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Figure 111.31: Spectre HMBC du composé M1(partie flavone)
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Figure 111.32: Spectre HMBC du composé M1 (partie glucose)
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Figure 111.33: Spectre HMBC du composé M1partie flavone)

Tableau I11.5: Corrélation HMBC et COSY (400MHz, DMSO)

Proton HMBC COSsY
H6 C5, C7, C8 H6, H8
H8 C1",C7,C9 H6, H8
H2'.6' C2, C4' H2', H6', H3', H5'
H3',5' C3, C% H2', HE', H3', HY'
Ha4' C2, C6'
H1" Cc7 H1", H2"
H2" C1" H1" H2"
H3" c2"
H4" c2"
H5"
H6"a H6"a, H6"b
HE" H6"a, H6"b

Ainsi, les spectres RMN-1H et RMN-13C a suggéré que le composé M1 et un
aglycone Chrysin. De plus la corrélation entre H-1"" (6=5.08) et le carbone C-7
(6=163.6) dans le spectre HMBC confirmé que la glucosylation a lieu dans la position
1.
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Sur la base des donnés ci-dessus et la comparaison avec les valeurs de la littérature
pour les composés analogues, la structure de M1 a été établie comme un flavonoide
connu 7-O-(B-D-glucopyranosyl)chrysin (figure 111.23). Ses caractéristiques sont en
bon accord avec ceux rapportés dans la littérature sur un échantillon isolé a partir des

fleurs de Spartium junceum [44] et un échantillon synthétisé par Dangles et al. [45]

Figure 111.23 : 7-O-(B-D-glucopyranosyl)chrysin

111.3.2 Identiication du produit M2

I
g gy
HC—CE -0

CH o

Figure 111.35 : 7-O-B-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]chrysin
Spectre IR :
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Les données spectrales en IR sont identiques au composé M1. La différance entre les
deux spectres c’est la présence d’une fonction ester (1700 cm™).

150

1400-1500

120

Cycles
aromatiques

100 —

T

=0

&0 N 1 N 1 N 1 N
Ss00 SI0oo 2000 1000 <00

wWavenumber [crm-1]

Figure 111.36 :Spectre IR du composé M2

La détermination de la structure du composé isolé M2, en se basant sur les specters RMN-
'H, RMN-C et Dept135, indiquent la présence de23 atomes de carbones dont (Voir le
tableau 111.6)

L analyse du spectre RMN-13C (figure 111.37) montre :

» Sixsignaux CH a 6¢ 95.48 (C-8), 100 (C-6), 129.63 (C-3’,5’) et 126.93

(C-2°,6"), caractéristiques d’un squelette flavonol,

» Cing signaux CH a 6¢ 100.14 (C-1""), 73.43 (C-2""), 76.63 (C-3’"), 70.22

(C -47), 74.31 (C-5") et un CH; & 63.81 ppm (C-6’") caractéristiques des

carbones du glucose,

» Un autre signal & 6= 182.68 ppm (C-4), caractéristique d’un carbone
carbonylé,

> Deux signaux a ¢ 161.55 (C-5) et 163.37 (C-7) caractéristiques des carbones
oxygénées,

» Deux signaux a 6= 21.03ppm (CHs) et 6= 170.65 (CO) caractéristiques d'un

groupement acétyle.
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Figure 111.36: Spectre RMN**C J-modulé du composé M2
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Figure I11.37: Spectre RMN**C du composé M2

L’étude du spectre RMN-1H du composé M2 (Tableau 111.6, Figure 111.38) a permis
de mettre en évidence la présence de:

>

le spectre RMN-1H exposé un modéle de flavonoides et a montré des signaux
a6 7.07 (1H, s) 6.85 (1H, d) et 6.46 (1H, d) typique de C-3, C-8 et C-6 protons
d'un squelette flavone,

Les déplacements chimiques de 8,08 (d, H2’, H6’) et 7.6 (m, H3’, H4’, H5’)
suggere qu’il n'ya pas de substitution sur le noyau B du flavonoide

Un proton comme smgu'ﬂf 2 % =12.81ppm a été attribue au C-5 hydroxyle,
Quatre proto ' 4 36ppm indiquent la présence d’un fragment de
glucose, x T Cc5 -

Le signal a %\3 pprin e affect 6C8 c& €' anmere avec un constante de
couplacm ” 8 Hz) in.. 4s‘nt une coyfigur |0‘C4 3],

Trois protons comme singulet & o = 1.99 ppm a indique la présence d’un
groupement CHs,

Figure 111.38: Spectre RMN'H du composé M2
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Tableau I11.6 : Les résultats RMN 1H, 13C et Dept de M2

Position

C-2

C-3

Cc-4

C-5

C-6

C-7

C-8

C-9

C-10

c-1

C-2'

C-1"

c-2"

C-3"

c-4"

RMN'H ¢ ppm

8.08
7.6
7.64
7.6
8.08
5.36
3.31
3.33

3.17

Multiplicité

d (J=4Hz)

d (J=4Hz)

d (J=4Hz)
m
m
m
d (J=4Hz)
d (J=8Hz)
m

m

RMN 13C éppm
164.15
105.93
182.68
161.55

100
163.37
95.48
157.54
106.12
131
126.93
129.63
132.72
129.63
126.93
100.14
73.43
76.63

70.22

Dept

C

CH

C

C

CH

CH

CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH
CH

CH
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C-5"

C-6"

c-7"

C-8"

3.74

Ha: 4.08

HbZ 4.36

1.99

tl (J= 4 Hz)
dd (3= 12 Hz)

dd (3= 12 Hz)

74.31 CH
63.81 CH,
170.65 C

21.03 CHs

Par ailleurs, le spectre COSY *H-'H (figure 111.39, 40) montre I’existence des

corrélationssuivantes :

> Le proton H-6 ( 6 = 6.46 ppm) et le proton H-8 ( 6 = 6.85 ppm),

» Les deux protons H-3", H-5"( 6 = 7.6 ppm) et les protons H -2", H-6"
(6 =8.08 ppm),

> Le proton anomére H-1" (0=5.36ppm) et les protons H-2" (3.31ppm),
» Le proton H-6"a (4.08ppm) et le proton H-6"b (4.36ppm),
> Le proton H5" & (3.74ppm) et les deux protons H6"a et H6"b.
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Figure 111.39: spectre COSY du compose M2(partie glucose)
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Figure 111.40: spectre COSY du compose M2(partie flavone)

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire HSQC (Figure I11.41 et342) a
conduit & I’établissement des connections géminales RMN-'H-*C du composé M2 a
ainsi pu étre démontré que les protons méthyléniques localisés a 6= 4.08 ppm et

0= 4.36 ppm ont liés au carboned=63.81 ppm. Le spectre a montré également une
corrélation entre le proton & 0= 5.36 ppm et le carbone 6= 100.14 ppm permettant le
positionnement de ce carbone en C1". Il a ainsi pu étredémontré que les protons H2",
H3", H4" et H5" ont liés respectivement aux carbones C2" (73.43ppm), C3"
(76.63ppm), C4" (70.22ppm) et C5" (74.31ppm).

Le spectre a montré respectivement des corrélations entre les protons H3, H6 et H8 et
les carbones C3 (105.93ppm), C6 (100ppm) et C8 (95.48ppm).

Le spectre a montre les couplages directes entre:

- Les protons H-2', H-6' et leur carbones C-2' (126.93ppm), C-6' (126.93ppm).

- Les protons H-3', H-5'" et leur carbones C-3' C-5' localisés a 6= 129.63 ppm.

-Le proton H4' et son carbone C4' résonant a 6= 132.72 ppm.
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-Les trios protons a &= 1.99ppm étaient attachés au carbone situé a 6=21.03

ppmpermettant le positionnement de ce carbone en C8".
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Figure 111.41: spectre HSQC du composé M2 (partie glucose)
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Figure 111.42: spectre HSQC du composé M2(partie flavone)

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire observées a longue distance HMBC
(Figure 111.43,44, 45) a montré la corrélation entre le proton a 6= 5.12ppm (H1"), et le
carbone situé a 6= 163.65ppm (C7) confirmé que le glucose est lié au carbone C7, la
corrélation entre les protons a 6=1.99ppm et le carbone situé a 6=170.65ppm confirmé
la présence d'un ester, ce dernier est corréler avec les deux protons a 6=4.08ppm
(H6"a) et 6=4.36ppm (H6"b) confirmé que le groupement ester est lié au carbone C6"
du glucose. Les corrélations entre le proton a 6=7.06ppm et les carbone C1' (131ppm),
C2 (164.15ppm) et C4 (182.68ppm), ainsi que les corrélations entre le proton a 6=
6.85ppm (H8) et les carbones 6= 100.14ppm (C1"), 6=157.54ppm (C9) et 6=163.37
(C7). Une autre corrélation des protons a

6= 8.08ppm avec le carbone C2 a 6=164.15ppm. La corrélation entre le proton a
6=12.81 (OH) et les carbones C6 (100ppm), C7 (163.37ppm) et C10 (106.12ppm)
(Voir tableau 111.7)
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Figure 111.43: spectre HMBC du composé M2(partie glucose)
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Figure 111.44: spectre HMBC du composé M2 (partie flavone)
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Figure 111.45: spectre HMBC du composé M2 (partie flavone)

Tableau I11.7: Corrélation HMBC et COSY (400MHz, DMSO)
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Proton

H-3

H-6

H-8

H-2

H-6'

H-1"

H-2"

H-3"

H-4"

H-5"

H-6"a

H-6"b

H-8"

HMBC

C-2,C+4, C-10, C-1'

C-5,C-8, C-10

C-6, C-7, C-9, C-10

C-2,C-4

c-7"
c-7"

c-7"

COSY

H-6, H-8
H-6, H-8
H-2, H-3', H-5', H-6

H-2', H-3, H-5', H-6

H-2', H-3, H-5', H-6
H-2', H-3, H-5', H-6
H-1", H-2"

H-1", H-2"

H-5", H-6"a, H-6"b
H-6"a, H-6"b
H-6"a, H-6"b

Sur la base de ces résultats, nous attribuons donc a ce composeé la structure de la

figure 111.43 qui celle du 7-O-p-D-[(6"-actyl)glucopyranosyl]chrysin
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OH O
Figure 111.35 : 7-O-B-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]chrysin

111.3.3 Identification du produit M3

Figure 111.46 : 7-O-B-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]acacetin

Spectre IR :

Le composé M3 présente les mémes caractéristiques spectrales que le composé M2.
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Figure 111.47 :Spectre IR du compose M3

Les spectres RMN-"H, RMN-'3C et Dept135 du composé M-3, indiquent la présence

d’un mélange de trois produits.

L’analyse des spectres de proton et de carbone-13 du composé M3 indique une
similitude structurale avec le composé M2 au niveau des cycles A, C, et le glucose.

Le spectre RMN “C(figure 111.50) révéle la présence de :

Sept carbones quaternaires dont trois oxygénés et deux groupement carbonyle a
0=170.93 ppm et 6= 183.44ppm,
> Sept signaux CH aromatique,
> Le Dept indique la présence d’un carbone méthyléne et un méthyle (figure
111.43),
» Cing signaux CH entre 64.31 et 101.32 indiquent la présence d’un glucose,
» Un CHza 6= 20.76ppm

L analyse du spectre RMN-13C (figure 111.49, 50) montre :
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Six signaux CH a 8¢ 94.00 (C-8), 95.91 (C-6), 130.08 (C-3’,5") et 127.37 (C-
2°,6”), caractéristiques d’un squelette flavone,

Cinq signaux CH a ¢ 101.31 (C-1""), 74.53 (C-2""), 77.80 (C-3""), 71.26 (C -
4’%), 75.26 (C-57) et un CH, a 64.31 ppm (C-6’") caractéristiques des
carbones du glucose,

Un autre signal a 6= 183.44 ppm (C-4), caractéristique d’un carbone
carbonylé,

Trois signaux a ¢ 162.84 (C-5),164.44 (C-7) et 163.69 (C4’) caractéristiques
des carbones oxygénées,

Deux signaux a 6= 20.77ppm (CHs) et 9= 170.93 (CO) caractéristiques d'un

groupement acétyle.
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Figure 111.48: Spectre RMN*3C J-modulé du composé M-3

71




o o~ < o0 =1 =
R S S 2 S 2
. @ 89 o o
XN oo ny A - >
&~ [N [ =~ &~ o
‘ M3 - CD3COCD3 - ref. TMS
Cc5” ‘ 13C - DEPT 90 - 75.4677 Mz
6144 scans
c4»
c3»
cz2»
ce”

|

B
E: 2 ] E: g 8
‘E & Y =) ~= >+ o0
= N = « = = N
=] ~ < =] =] =]

T e RRAR { T e aRaa T T e T S REBaEREE R
81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63

Figure 111.49: Spectre RMN*C (partie glucose) du composé M-3

72




920991
PISTOPT —=

8ECLOST
ZSLL Q.QVI

LESOSST —
S8IC8CT —

£099°097 —

£LP8TOT —
&mm.wS%
Z001°€91 S
6669°€91
Al
&&v&%
7602°$91 \
1£89°691

8LEGOLT —

8E69PLT —

PO88 08T —

SIPP e8I —

6EPT 88T —

M3 - CD3COCD3 - ref. TMS

13C - 1H decoupled - 100.6128 MHz

20480 scans

cr-

188 186 184 182 180 178 176 174 172 170 168 166 164 162 160 158 156 154 152 150 148 146 144

190

(ppm)

950076 —

VL5856
667656 —= 2

05996 —
95006 —

£€6L00T —
9IZE 0 —

LL5V'901 —

9EPIVIT —

680LSTT —
yLTO9IT

9ECT6TT —

£8LEL — —

978001 —

8L6TTET —

£096°CET —

6144 scans

M3~ CD3€0OCD3 - refi. THS
13¢ - DERT 90 - 75.4677 MHz

=.£0CC0

\Qmmme‘

c1”

C3

Cc2’6’

c35’

=

E3

\mmu 0

/mmcmo N

v@m 0|

2 cmo~ i

NNV&Q

= 16610

T\ skl §

—/ TLEIO

=—"""|

\OBIE0

= 65IE0[

| ol

—t

= £8¢8°7

_/ =
= S5ELT

— 7

= 05090

gy

0000°T -

j
aSapiy

108

110

118

120

104 102 100 98 96

106

114 112

116

132 130 128 126 124 122

134

(epm)

73



Figure I11.50: Spectre RMN*3C (partie flavone) du composé M-3
L’étude du spectre RMN-1H du composé M3 (Tableau 111.8, Figure 111.51, 52) a

permis de mettre en évidence la présence de:

» D'un flavonoide et a montré des signaux a 6 6.48 (1H, s) 6.11 (1H, d) et 6.04
(1H, d) typique de C-3, C-8 et C-6 protons d'un squelette flavone,

> Les déplacements chimiques de 8,09 (d, H2’, H6") et 7.63 (m, H3’, H5’)
suggere qu’il ya une substitution sur le noyau B du flavonoide

» Un proton comme singulet a 8 = 12.85ppm a été attribué au C-5 hydroxyle,

» Quatre protons entre 3.55 et 4.48ppm ont indiquant la présence d’un fragment
de glucose,

> Le signal a 5.16 ppm été affecté au proton anomeére avec un constante de
couplage (J 8 Hz) indiquant une configuration . [43],

» Trois protons comme singulet a 6 = 2.08 ppm a indiqué la présence d’un

groupement CHs,

Figure 111.51: Spectre RMN'H (partie glucose) du composé M-3




Figure 111.52: Spectre RMN'H (partie flavone) du composé M-3
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Tableau I11.8: Les résultats RMN 1H, 13C et Dept de M3
Position RMN*H 6 ppm Multiplicité RMN 13C 6 ppm Dept

C-2 163.69 C
C-3 6.48 s 106.43 CH
C-4 183.44 C
C-5 162.98 C
C-6 6.03 d (J= 4 Hz) 95.91 CH
C-7 164.44 C
C-8 6.11 d (J= 4 Hz) 94.00 CH
C-9 158.51 C
C-10 107.06 C
C-1' 119.08 C
c-2' 8.07 d (J= 8Hz) 127.37 CH
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C-3' 7.36 d (J= 8H2) 115.68 CH

C-4 163.69 C

C-5' 7.36 d (J= 8Hz) 115.68 CH
C-6' 8.07 d (J= 8 Hz) 127.37 CH
C-1" 5.16 d (J= 8 Hz) 101.32 CH
c-2" 3.55 m 74.53 CH
Cc-3" 3.58 m 77.80 CH
C-4" 3.53 m 71.20 CH
C-5" 3.89 m 75.26 CH
C-6" Ha: 4.19 d (3= 4Hz) 64.31 CH;

Hp: 4.48 d(J= 4 Hz)
c-7" 170.65 C
c-8" 2.08 s 20.77 CHs

Par ailleurs, le spectre COSY 'H-'H (figure 111.53) montre I’existence des
corrélationssuivantes :

» Les deux protons H-3", H-5"( 6 = 7.63 ppm) et les protons H -2*, H-6"

(6 =8.09 ppm),

> Le proton anomére H-1" (0=5.16ppm) et les protons H-2" (3.55ppm),

» Le proton H-6"a (4.19ppm) et le proton H-6"b (4.48ppm),

> Le proton H5" & (3.89ppm) et les deux protons H6"a et H6"b.
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Figure 111.53: spectre COSY du compose M-3

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire HSQC (Figure 111.54, 55) a conduit
a I’établissement des connections géminales RMN-'H-*C du composé M3 a ainsi pu
étre démontré que les protons méthyléniques localisés a o= 4.19 ppm et

0= 4.48 ppm ont liés au carboned=64.31 ppm. Le spectre a montré également une
corrélation entre le proton & 0= 5.16 ppm et le carbone 6= 101.32 ppm permettant le
positionnement de ce carbone en C1". Il a ainsi pu étredémontré que les protons H2",
H3", H4" et H5" ont liés respectivement aux carbones C2" (74.53ppm), C3"

(77.80ppm), C4" (71.20ppm) et C5" (75.26ppm).
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Le spectre a montré respectivement des corrélations entre les protons H3, H6 et H8 et
les carbones C3 (100.71ppm), C6 (95.91ppm) et C8 (94.00ppm).

Le spectre a montre les couplages directes entre:
- Les protons H-2', H-6' et leur carbones C-2' (127.37ppm), C-6' (127.37ppm).
- Les protons H-3', H-5' et leur carbones C-3' C-5' localisés a 6= 130.08 ppm.

C6"-H6"b C6"-H6"a ...y oL R R R PR
© ©
C5"-H5" Ca™-Ha
................................................. -_ IRy P - CZII_HZII
............................................. C3-H3 i
T T T T T T
45 4.0 35 3.0 F2 [ppm]

F1 [ppm]

Figure 111.54: spectre HSQC (partie glucose) du composé M-3
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Figure 111.55: spectre HSQC (partie flavone) du composé M-3

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire observées a longue distance HMBC

(Figure 111.56,57) a montré la corrélation entre le proton a 6= 5.16ppm (H1"), et le

carbone situé a 6= 164.44ppm (C7) confirmé que le glucose est lié au carbone C7, la

corrélation entre les protons a 6=2.08ppm et le carbone situé a 6=170.93ppm confirmé

la présence d'un ester, ce dernier est corréler avec le proton a 6=4.19ppm (H6"a)

confirmé que le groupement ester est lié au carbone C6" du glucose. Les corrélations

entre le proton a 6=7.36ppm et les deux carbones C2’et C6’ (127.37ppm), ainsi que

les corrélations entre les protons a 6= 8.07ppm (H2’,H6’) et le carbone 6= 165.20ppm

(C2).

Le carbone quaternaire oxygéné C4’ & 163.69 ppm présente sur le spectre HMBC

(Figure 111.51) une grande tache de corrélation (3J) avec les protons & 3.84ppm dont le
carbone & 56.37 (OMe) selon le spectre HSQC.

La valeur J=0.8 de constante de couplage permet de placer le methoxy en C4’

correspondant & une para-substitution.

79




A
1 ! g
| I=—==== I___'I "] g
! | H6”a- C5” ! e
[ . "
: b -5
| |
| 1
1 1
| ! g
| ! -
| |
| |
A ! -8
| 1
| I
| |
emmbLm e : -8
| H1”-C7 +, C4’-OMe
boma---- | Hg"*-C7”’ g
_____ "'I‘l—--—————-l T L] -
------- ' Hp”a-C7” =+ ¢
D T T T Ia T T
5 4 2 F2 [ppm]
Figure 111.56: spectre HMBC (partie glucose) du composé M-3
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Figure 111.57: spectre HMBC (partie flavone) du composé M-3

L’ensemble de ces observations conduit a la structure du 7-O-p-
D[(6"acetyl)glucopyranosyl]acacetinconfirmée par ailleurs par les comparaisons avec
les données de la littérature pour ce composé. [45-46,47] (figure 111.46).

Figure 111.46 : 7-O-B-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]acacetin

111.3.4 Identification du produit M4:

Figure 111.58 : 7-3’-dihydroxy-5,4’-diméthoxyflavanone
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La détermination de la structure du composé isolé M4, en se basant sur les spectres
RMN-'H, RMN-"3C et Dept, indiquent la présence del7 atomes de carbones dont
(Voir le tableau 111.9):

» Huit signaux carbones quaternaires dont quatre oxygenes et un groupement
carbonyle ppm et 6= 188.09ppm,

» Six signaux CH aromatique,

> Le Dept indique la présence d’un CH; et deux OMe (figure 111.59).

L’analyse du spectre RMN-13C (figure 111.60) montre :

> Six signaux CH a 8¢ 96.70 (C-8), 94.11 (C-6), 115.71 (C-5°) et 120.37(C-6)
caracteristiques d’un squelette flavone,

» Un signal a 3= 188.09 ppm (C-4), caractéristique d’un carbone carbonylé,

» Un autre signal a 8= 46.50 ppm (C-3), caractéristique d’un squelette
flavanone,

» Quatre signaux a d¢c 163.75 (C-5), 165.72 (C-7), 147.81 (C-3’) et 148.45

(C-4") caractéristiques des carbones oxygénées.

MWWW**MWMWMm«wﬁmwWM\WWWM\WWWMMM W

CH,
|

WWWM\W 'M@MWMW

Figure I11.59: Spectre RMN**C J-modulé du composé M-4
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Figure I11.60: Spectres RMN**C du composé M-4
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L’étude du spectre RMN-1H du composé M4 (Tableau 111.9, Figure 111.61, 62) a
permis de mettre en évidence la présence de:
» D'un flavonoide et a montré des signaux a 6 2.58 et 2.99 (2H, dd), 6.06 (1H,d)
et 6.14 (1H, d) typique de C-3, C-8 et C-6 protons d'un squelette flavanone,
» Six protons comme singulet a 6 3.80 et 3.88 ppm ont indiquant la présence de
deux groupements OCHjs,
> Les déplacements chimiques de 6.98 (ddd, H6"), 6.86 (d, H5) et 7.16 (d,H2’)
suggere qu’il y a des substitution sur le noyau B du flavonoide.

Figure 111.61: Spectres RMN'H du composé M-4
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Figure 111.62: Spectres RMN'H du composé M-4
Tableau I11.9: Les résultats RMN 1H, 13C et Dept de M4
Position | RMN'H ¢ ppm Multiplicité RMN 13C 6 ppm Dept
C-2 5.34 dd (J=13.0, 2.9Hz2) 80.00 CH
C-3 Ha: 2.99 dd (J= 16.3, 13 H2) 46.50 CH.
Hp: 2.58 dd (J= 16.3, 2.9 Hz)
C-4 --- --- 188.09 C
C-5 163.75 C
C-6 6.14 d (J= 2.2 Hz) 94.11 CH
C-7 165.72 C
C-8 6.06 d (J= 4 Hz) 96.70 CH
C-9 164.89 C
Cc-r --- --- 131.91 C
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c-2' 7.16
c-3'
c-4'
C-5' 6.86
C-6' 6.98
5-OMe 3.88
4-OMe 3.80

d (J=2 Hz)
d (J=8.1Hz)
ddd(J=8.1,2,0.5 Hz)
S

S

111.15

147.81

148.45

115.71

120.37

56.39

56.08

CH

CH
CH
CHs

CHs

Par ailleurs, le spectre COSY 'H-'H (figure 111.63) montre I’existence des

corrélationssuivantes :

>

>
>
>

Le proton H-3a ( 0 = 2.99 ppm) et le proton H-3b (6 = 2.58 ppm),
Le proton H-3a ( § = 2.99 ppm) et le proton H-2 ( 0 = 5.34 ppm),
Le proton H-6 ( 6 = 6.14 ppm) et le proton H-8 ( 6 = 6.06 ppm),
Le proton H-5" ( 6 = 6.86 ppm) et le proton H-6" ( 6 = 6.98 ppm),
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Figure 111.63: spectres COSY du compose M-4

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire HSQC (Figure 111.64, 65) a conduit
a I’établissement des connections géminales RMN-'H-*C du composé M4 a ainsi pu
étre démontré que les protons méthyléniques localisés a o= 2.58 ppm et

0= 2.99 ppm est liés au carboneo=46.50 ppm. Le spectre a montré également une

corrélation entre le proton a 0= 5.34 ppm et le carbone 6= 80 ppm. Il a ainsi pu
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étredémontré que les protons H2', H5', et H6'ont liésrespectivement aux carbones C2'
(111.15ppm), C5' (115.71ppm), et C6' (120.37ppm).

Le spectre a montré respectivement des corrélations entre les protons, H6 et H8 et les
carbones C6 (94.11ppm) et C8 (96.70ppm).

Le spectre a montre les couplages directes entre:

Les trios protons a 6= 3.80ppm étaient attachés au carbone situé a 0=56.08 ppm.Les

trios protons a 6= 3.88ppm étaient attachés au carbone situé a 6=56.39 ppm.

L O
O
C3-H3a C3-H3b
_____________________________________________ N L e T
.............. @a
D T T T T T T T T T
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 F2 [ppm]

F1 [ppm]

50 40 30

60

Figure 111.64: spectre HSQC du composé M-4
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Figure 111.65: spectre HSQC du composé M-4

L’étude de spectre de corrélation hétéro nucléaire observées a longue distance HMBC
(Figure 111.66) a montré la corrélation entre le proton a 6= 2.99ppm (H3a), et le
carbone situé a 6= 131.91ppm (C1’), la corrélation entre les protons a 3=3.80ppm et
3.88ppm et les carbones situé a 6=163.75ppmet 148.45ppm confirmé que les deux
méthoxy liée aux carbones C5 et C4’, ainsi que les corrélations entre le proton a 8=
6.86ppm (H5’) et les carbones 6= 131.91ppm (C1), 6=148.45ppm (C4’). (Voir
tableau 111.10)
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Figure 111.66: spectre HMBC du composé M4
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Tableau I11.10: Corrélation HMBC et COSY (400MHz, Acétone-d6)de

M4
Proton HMBC COSsY
H-3a C-1 H-3a, H-3b
H3b H-3a, H-3b
H-2 H-2, H-3a
H-6 H-6, H-8
H-8 H-6, H-8
H-5' C1r, C4 H-5', H-6'
H-6' H-5', H-6'

Sur la base de ces résultats, nous attribuons donc a ce composeé la structure de la
figure 111.58 qui celle du 7-5’-dihydroxy-5,4’-diméthoxyflavanone.Ces résultats sont

conformes aux données de la littérature [48, 49, 50]

Figure 111.58 : 7-3’-dihydroxy-5,4’-diméthoxyflavanone
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Chapitre 111

Reésultats et discussion



1VV.1 Introduction

L'analyse de la composition des extraits bruts, des différentes fractions et sous-
fractions a été réalisée par les techniques chromatographiques usuelles (CCM, CC).
De la méme facon, lidentification structurale des composés isolés s'appuie pour

I'essentiel sur les techniques spectroscopiques suivantes: IR, RMN, SM.

V.2 Matériel Végétal

La plante Calycotome spinosaa été récoltée durant le mois de mai 2007. la plante a été
suspendue pour séchage pendant plusieurs jours a I’extérieur, mais a I’abri de la
lumiére directe du soleil. La plante a été identifié par le professeur Bachir Oudjehih
de I’institut d’Agronomie et vétérinaires de Batna.

IVV.3 Méthodes Physico-chimiques

IV.3.1 Spectres de Masse (MS)

Les spectres de masse des produits isolés ont été enregistrés sur un spectrometre de
masse (waters Q-TOF2), du centre de recherche école nationale supérieure de chimie
de RENNES Avenue du général Leclerc Campus de Beaulieu France.

IVV.3.2 Spectres de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été mesurés a 400 MHz (1H) et 100 MHz (13C) avec des
spectromeétres : Avance 400 du modele Brucker AMX-400.

Le spectre DEPT, ainsi que les expériences bidimensionnelles COSY,HSQC, HMBC
et HMQC, ont été enregistrés a I'aide de séquences impulsionnelles spécifiques
fournies par Brucker. Les échantillons ont été dissous dans des solvants deutérés
DMSO-D6 ou Acétone-D6. Les déeplacements chimiques dont été exprimés en ppm

par rapport au signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne.

IV1.3.4 Chromatographies
IV.3.4.1 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)
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Les CCM sont effectuées au moyen de couches minces (0.2 mm d'épaisseur) avec gel
de silice 60 F254 indicateur de fluorescence sur aluminium (Merck) ou sur verre.
Aprés élution dans le solvant donng, et selon les cas, les plaques sont révélées par une
lampe UV (254 nm et/ou 366 nm) puis par révélation a I’aide de la vanilline
sulfurique. Les plaques sont ensuite chauffées jusqu’a apparition de taches de diverses

couleurs sur la plague CCM.

IV.3.4.2 CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE (CC)

Des colonnes ouvertes sur gel de silice (60-230mesh) ont été utilisées dans la
premiére ou seconde étape de fractionnement de I’extrait chloroformique et n-
butanolique. La taille des colonnes, la granulométrie de la phase solide, le débit de la
phase mobile et la taille des fractions ont été adaptés a la quantité et a la nature des
échantillons a séparer. Le choix des conditions d’élution, le suivi de la séparation et le

rassemblement final des fractions ont été effectués sur la base d’analyses par CCM.

1VV.4 Méthodes de fractionnement et de Purification

Aprés avoir séché la plante a I’air libre, la partie aérienneest extraite pour leur faire
subir initialement la phase de maceération et lixiviation dans laquelle nous procédons a
la préparation des extraits bruts de plante. Ensuite, dans un deuxiéme temps, les
extraits bruts sont fractionnés par des méthodes chromatographiques puis

éventuellement purifiés.

1V.4.1 Extrait chloroformique
L’extrait chloroformique (10g), a été préfractionné surcolonne de silice
(CHCI3 100%a 100%MeOH). Apres analyse sur CCM, 12fractions ont été obtenues.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 1V.9 : Fractionnement de I’extrait choloroformique de

Fractions

10

11

12

13

14

15

16

17

C.spinosa

Eluant de colonne

Chloroforme

I

Chloroforme/Méthanol

99/1

I

97/3

I

95/5

I

90/10

I

80/20

I

70/30

I

60/40

I

I

Observation sur CCM

Néant

I

I

I

I

I

I

I

Une tache

I

2 taches

I

I

I

I

Une tache

I



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

I

50/50

I

I

30/70

I

I

I

90/10

I

Meéthanol

I

I

I

I

I

Trainée

I

I

I

I

I

Les fractions présentant le méme profil CCM sont réunies pour donner 12 fractions

notées A-1 a A-12 selon le tableau suivant :

Fractions

Fractions collectées

Masse en mg

Observation sur CCM
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A-1 1-2 337.2 Néant

A-2 3-6 1000 Plusieurs taches
A-3 7-8 2500 I
A-4 9-10 2000 I
A-5 11-12 1023 Il
A-6 13-14 941.1 Il
A-7 15 299.3 I
A-8 16 462 Il
A-9 17-22 200 I
A-10 23-26 332.5 Il
A-11 27 261 I
A-12 2 538 3 taches

Tableau 1VV.10 : Rassemblement des fractions de I’extrait

chloroformique

IVV.4.1.1. Purification

> Etude de (A-3+A-4)
Une séparation par colonne normale de gel de silice a été réalisée sur le mélange des
deux fractions A-3 et A-4 (4500mg) (EP 100% a AcOEt 100%), puis par methanol
100%.

17 sous-fractions (A’1 a A’17) ont été obtenues selon le tableau suivant :
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Sous-fractions Eluant (colonne)

A’'l

A’2

A’3

A4

A’5

A’6

A7

A’8

A9

A’10

A’'ll

A’12

A’13

A’'l4

A’15

A’16

A’'l7

Ether de pétrole
I
EP/AcOEt
97/3
95/5
90/10
I
80/20
70/30
65/35
I
55/45
30/70
I
Acétate d’éthyle
I
Meéthanol

I

Poids mg | Observation sur CCM

Néant

I

I
I
Une tache
Plusieurs taches
Une tache
Néant
Plusieurs taches
I
I
I
I
I
I
I

Plusieurs taches +

trainée

Tableau V.11 : fractionnement de (A-3 +A-4)
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Les quatre fractions (A’13, A’14, A’15 et A’16)montrant les mémes taches au vu de
I’analyse CCM et de masse égale a 650mg, ont été rassemblées puis soumises a une
chromatographie sur colonne de gel de silice. L’élution réalisée par un mélange de
solvants dichlorométhane/méthanol de différents gradients, a permis d’obtenir 9
fractions (Tableau 1VV.12).

Fractions Eluant Poids (mg) | Observation sur CCM
B-1 Dichlorométhane Néant
B-2 I I
B-3 I I

Dichlorométhane/méthanol

B-4 99.5/0.5 I

B-5 I 2 taches

B-6 Il 4 taches

B-7 99/1 3 taches

B-8 98/2 I

B-9 Meéthanol 3 taches + trainée

Tableau V.12 : fractionnement de (A’13, A’14, A’15 et A’16)

Une précipitation dans le mélange Ether de pétrole/ Acétate d’Ethyle (50/50) de la

fraction B8 a permis d’obtenir le composéM2 a I’état pur (6 ,3 mg). La CCM de ce
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dernier montre la présence d’une tache visible a 254nm se révélant en couleur jaune a
I’acide sulfurique et aprés chauffage.

La fraction B5 soumis a une purification sur plagques préparatives de gel de silice
normale dans le systéme d'élution (CH,Cl,/MeOH: 93/7) a abouti a I’isolement de
produit M3de masse 5 mg.L'examen CCM montre la présence d’une tache visible a
254nm se révélant encouleur jaune a la vanilline sulfurique et aprés chauffage.

Une précipitation dans le mélange Ether de pétrole/ Acétate d’Ethyle (50/50) de la
fraction B6 a permis d’obtenir le composéM4a I’état pur (5,4 mg). La CCM de ce
dernier montre la présence d’une tache visible & 254nm se révélant encouleur jaune a

la vanilline sulfurique et apres chauffage.

V1.4.2 Extrait butanolique
Une colonne chromatographique a été utilisée pour la séparation de 10g de la phase
butanolique avec le systeme d’élution Chloroforme/Méthanol donnant naissance a 27

fractions (voir le tableau 1V.13).

Tableau 1V.13 : fractionnement de I’extrait butanolique

Fractions Eluant de colonne Observation sur CCM
1 Chloroforme Néant
2 // 4 taches

Chloroforme/Méthanol

3 99/1 3 taches

4 1 2 taches

5 97/3 Une tache

6 1 2 taches+ trainée
7 95/5 Trainée
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

I

90/10

I

80/20

I

70/30

I

60/40

I

I

I

50/50

I

I

30/70

I

I

I

90/10

Meéthanol

I

I

I

Une tache + trainée

I

Néant

Trainée

I

I

I

I

I

I

I

I

I

Une tache +trainée

I

Néant

I



Les fractions qui montrent les mémes taches au vu de I’analyse CCM, ont été
rassemblées donnant naissance a 13 fractions (de C1 jusqu’a C13, voir tableau 1V.14).

Fractions Fractions collectées Masse en mg Observation sur CCM
C-1 1-2 62.4 Néant
C-2 3-5 50 4 taches
C-3 6-8 125.2 2 taches
C-4 9-10 368.8 Trainée
C-5 11 646.2 I
C-6 12 724.6 Il
C-7 13 1466 Il
C-8 14-15 1634 Il
C-9 16-19 1528 I
C-10 20-21 626.7 Il
C-11 22-24 1022 Une tache + trainée
C-12 25 4494 Il
C-13 26-27 7 Néant

Tableau 1V.14 : Rassemblement des fractions de I’extrait butanolique

1VV.2.1. Purification
» Etude de C-12
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La fraction C-12 (4494 mg) est séparée sur colonne de gel de silice en utilisant le
systeme d’élution chloroforme/méthanol (10% CHCIs/MeOH a 100% MeOH) pour

obtenir les sous fraction (C’1a C’6) selon le tableau suivant :

Fractions

C1

C2

C’3

C4

C’5

C'6

Eluant de colonne

CHCls/MeOH

90/10

80/20

70/30

I

I

Meéthanol

Masse en mg

13.9
34.9
205.8
141.9
116

48.9

Observation sur CCM

Néant

I

Trainée

I

Une tache + trainée

Néant

Tableau 1VV.15 : fractionnement de C-12

Une précipitation de la fraction C’5 dans le Méthanol a donné le composé M1 a

I’état pur (11 mg). La CCM de ce dernier montre la présence d’une tache visible a

254nm se révélant en jaune a I’acide sulfurique et chauffage.

1V.4.3. Cmposés isolés de I’espéce Calycotome spinosa
1V.4.3.1. Composé M1

Formule brute: C,;H,00,
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Nom systématique:7-0-(B-D-glucopyranosyl)chrysin
Poids du produit: 6,3 mg

Comportement chromatographique :

- Rf= 0,5 (systeme d’élution : CHCls-MeOH 85-15 v/v)
- Visible sous la lumiere UV

- Coloration avec la vanilline sulfurique : jaune
- Pf=213-215C
-Aspect: poudre jaune

Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;0D, TMS):
7.06 (1H, s, H-3)

6.47 (1H, d, H-6)

6.87 (1H, d, H-8)

8.08 (2H, d, H-2', H-6)
7.6 (2H, m, H-3', H-5')
7.66 (1H, m, H-4)
5.08 (1H, d, H-1")

3.28 (1H, m, H-2")
3.34 (1H, m, H-3")
3.17 (1H, tl, H-4")

3.42 (1H, m, H-5")
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3.51 (1H, m, H-6"a)
3.73 (1H, m, H-6"b)
Spectre RMN **C (100 MHz, DMSO, TMS)

164.16 (C-2); 105.92 (C-3); 182.66 (C-4); 161.57 (C-5); 100.15 (C-6); 163.65 (C-7);
95.45 (C-8); 157.57 (C-9); 106.05 (C-10); 131.04 (C-1'); 126.98 (C-2', C-6"); 129.64
(C-3, C-5Y; 132.7 (C-4"); 100.31 (C-1"); 73.54 (C-2"); 77.63 (C-3"); 69.98 (C-4"):
76.87 (C-5"); 61.03 (C-6").

1V.4.3.2. Composé M2

Formule brute:C,3H,,010

Nom systématique:7-0-p-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]chrysin
Poids du produit:11mg
Comportement chromatographique :

- Rf = 0,4 (systeme d’élution : CH,Cl,-MeOH 93-7 v/v)

- Visible sous la lumiere UV
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- Coloration avec la vanilline sulfurique : jaune
- Pf=229-231°C
-Aspect: poudre jaune

Spectre RMN *H :( 400 MHz, CD;0OD , TMS):
7.07 (1H, s, H-3)

6.46 (1H, d, H-6)

6.85 (1H, d, H-8)

8.08 (1H, d, H-2', H-6)

7.6 (1H, m, H-3', H-5')

7.66 (1H, m, H-4)

5.36 (1H, d, H-1")

3.31 (1H, m, H-2")

3.33 (1H, m, H-3")

3.17 (1H, m, H-4")

3.74 (1H, 1, H-5")

4.08 (1H, dd, H-6"a)

4.36 (1H, dd, H-6"b)

1.99 (3H, s, H-8")

Spectre RMN **C (100 MHz, DMSO, TMS)

164.15 (C-2); 105.93 (C-3); 182.68 (C-4); 161.55 (C-5); 100 (C-6); 163.37 (C-7);
95.48 (C-8); 157.54 (C-9); 106.12 (C-10); 131 (C-1); 126.93 (C-2', C-6); 129.63 (C-
3', C-5; 132.72 (C-4"); 100.14 (C-1"); 73.43 (C-2"); 76.63 (C-3"); 70.22 (C-4");
74.31 (C-5"); 63.81 (C-6"); 170.65 (C-7"); 21.03 (C-8").

1V.4.3.3. Composé M3

Formule brute:C,3H,301;
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Nom systematique:7-O-B-D-[(6"-acetyl)glucopyranosyl]acacetin

Poids du produit:5mg

Comportement chromatographique :

- Rf = 0,5 (systeme d’élution : CH,Cl,-MeOH 93-7 v/v)
- Visible sous la lumiére UV

- Coloration avec la vanilline sulfurique : jaune

-Aspect: poudre jaune

Spectre RMN *H :( 400 MHz, Acétone-d6, TMS):
6.48 (1H, s, H-3)

6.03 (1H, d, H-6)

6.11 (1H, d, H-8)

8.07 (1H, d, H-2', H-6)

7.36 (1H, m, H-3', H-5')

5.16 (1H, d, H-1")

3.55 (1H, m, H-2")

3.58 (1H, m, H-3")

3.53 (1H, m, H-4")

107



3.89 (1H, H-5")

4.19 (1H, d, H-6"a)

4.48 (1H, d, H-6"b)

2.08 (3H, s, H-8")

Spectre RMN *C (100 MHz, Acétone-d6, TMS)

165.20(C-2): 106.43 (C-3); 183.44 (C-4); 162.98 (C-5); 96.91 (C-6); 164.44 (C-7);
94.00 (C-8); 158.51 (C-9); 107.06 (C-10); 119.08 (C-1); 127.37 (C-2', C-6'); 115.68
(C-3', C-5Y; 163.69 (C-4'); 101.32 (C-1"); 74.53 (C-2"); 77.80 (C-3"); 71.20 (C-4");
75.26 (C-5"); 64.31 (C-6"); 170.93 (C-7"); 20.77 (C-8"); 56.37 (4’-OMe).

1V.4.3.4. Composé M4

Formule brute: Cy7H1506

Nom systématique:7-5’-dihidroxy-5,4’-diméthoxyflavanone
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Poids du produit:5.4mg

Comportement chromatographique :

- Rf = 0,3 (systeme d’élution : CH,Cl,-MeOH 93-7 v/v)

- Visible

sous la lumiere UV

- Coloration avec la vanilline sulfurique : jaune

-Aspect:

Spectre RMN *H :( 400 MHz, Acetone-d6, TMS):
5.34 (1H,
2.99 (1H,
2.58 (1H,
6.14 (1H,
6.06 (1H,
7.16 (1H,
6.86 (1H,

6.98 (1H,

3.80 (3H

3.88 (3H

poudre jaune

dd, H-2)
dd, H-3a)
dd, H-3b)
d, H-6)

d, H-8)

d, H-2)

d, H-5"
ddd, H-6")
, S, 4’-OMe)

, S, 5-OMe)

Spectre RMN *C (100 MHz, Acétone-d6, TMS)

80.00 (C-2): 46.50 (C-3); 188.09 (C-4); 163.75 (C-5); 94.11 (C-6); 165.72 (C-7);

96.70 (C-8): 164.89 (C-9); 131.91 (C-1'); 111.15 (C-2); 147.81 (C-3"); 148.45 (C-4Y);

115.71 (C-5): 120.37 (C-6); 56.08 (4’-OCHj); 56.39 (5-OCHj).
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Résumeé

Les vertus médicinales attribuées aux plantes orientent les chercheurs sur la présence
de principes actifs. Ces molécules qui proviennent du métabolisme secondaire des
plantes, sont utilisées par I’homme dans son arsenal thérapeutique. Dans ce contexte,
la phytochimieaborde la biogenese des constituants actifs, leur isolement, et I’étude de
leur structure chimique. Les recherches menées autour de cette these rentrent dans ce
cadre et s’intéressent particulierement a I’étude phytochimique de [I’espece
Calycotome spinosa qui peut avoir une utilisation thérapeutique. L’ objectif du présent
travail est la détermination des structures des molécules isolées a partir de cette

plante.

Dans le premier chapitre de cette these, une description botanique de la plante,est
donnée en se rattachant surtout a leur compositionchimique. Le deuxiéme chapitre est
consacré a la présentation des caractéristiquesbiosynthétiques des principaux
composés flavonoidiques qu’onretrouve dans la plante étudiée. La synthése de
plusieurs données bibliographiques concernantces produits naturels a constitué une

partie importante de ce chapitre. Le troisiéme chapitre concerne I’identification et la
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détermination des structures de certains composés isolés en utilisant des techniques
spectrales de pointe, telles que la RMN- 1H, RMN-13C, etc. Dans le quatrieme
chapitre sont reportés les protocoles et les techniques d’analyses utilisés et toutes les
caractéristiques spectrales des produits isolés.

L’investigation phytochimique des extraits chloroformique et butanolique de la plante
Calycotome spinosaa été entreprise. L’étude effectuée a abouti a I’isolement de quatre
composés, dont la structure a été établie au moyen de méthodes spectrales (IR, RMN-
1H, RMN-13C, etc.). Des références bibliographiques ont été requises pour la

confirmation des structures déterminées.

Mots clés : phytochimie, Calycotome spinosa, composés flavoniques, RMN- 1H,
RMN-13C.
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ABSTRACT

The medicinal properties attributed to the plants orient the researchers to the presence
of active principles. These molecules originate from secondary plants metabolism, are
used by man in his arsenal therapeutic. In this context, phytochemistry deals with the
biogenesis of active constituents, their isolation and the study of their chemical
structure. Researches conducted around this thesis fit into this framework and are
particularly interested in the phytochemical study of the species Calycotome
spinosawhich may have a therapeutic use. The objective of this work is the
determination  of the structures of molecules isolated from this

plant.

In the first chapter of this thesis, a botanical description of the plant is given mainly
by relating to their chemical compositions. The second chapter is devoted to
presenting the main biosynthetic characteristics of flavonoid compounds found in the
studied plant. The synthesis of several bibliographic information on these natural
products has been an important part of this chapter. The third chapter concerns with
the identification and structure determination of some isolated compounds using
advanced spectral techniques such as 1H NMR, 13C NMR, etc. In the fourth chapter
protocols and analysis techniques used and all the spectral characteristics of the
isolated products are reported.

The phytochemical investigation of chloroform and butanol extracts of the plant
Calycotome spinosahas been undertaken. The study has led to the isolation of fort
compounds, which structure was established by spectral methods (1H NMR, 13C
NMR, etc.) Bibliographic references were required for confirmation of determined

structures.

Keywords: Phytochemistry, Calycotome spinosa, flavonoid compounds, 1H-NMR,
13C NMR.
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