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Abréviation

AcOEt : acétate d’éthyle

ACN : acétonitrile

CHCl; : chloroforme

DCM : dichlorométhane

CDCl; : chloroforme deutéré

CD3;0OD : méthanol deutéré

DMSO : diméthylsulfoxyde

EtOH : éthanol

EP : éther de pétrole

MeOH : méthanol

Na,SO4 : sulfate de sodium

TFA : acide trifluoroacétique

CCM : chromatographie sur couche mince

CCE : chromatographie sur couche épaisse

VLC : chromatographie liquide sous vide

CLHP : chromatographie liquide haute performance
SiO, - gel de silice normale

RP- 18 - silice greffée en C-18

ax - axial

éq : équatorial

d : doublet

dd : doublet de doublets

t  triplet

dl - doublet large

S > singulet

sl - singulet large

m : multiplet

Cq : carbone quaternaire

RMN *H : résonance magnétique nucléaire du proton
RMN C : résonance magnétique nucléaire du carbone 13
COSY H-H - correlated spectroscopy

HSQC - heteronuclear single quantum connectivity

HMBC - heteronuclear multiple bonding connectivity



NOESY - nuclear overhauser effect spectroscopy

ROESY - rotating-frame overhauser effect spectroscopy
TOCSY - total correlation spectroscopy
HSQC-TOCSY : expérience HSQC couplée a 1’expérience TOCSY
d : déplacement chimique exprimé en ppm
J : constante de couplage exprimée en Hz
SM : spectrométrie de masse

ESI : spectrométrie de masse par electrospray
m/z : masse/charge d’un ion

UMA > unité de masse atomique

IR - infrarouge

uv - ultra-violet

Rdt. : rendement

uv - ultra-violet

A : longueur d’onde

Ac. gluc - acide glucoronique

Glu : glucose

Gal : galactose

Rha : rahamnose

Ara > arabinose

Xyl : Xylose

Api : apiose

Fru : fructose

Hba - acide B-hydroxybutyrique

DPPH : 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyle

ATCC - American Type Culture Collection
MeCOEt : méthyl éthyl cétone

Me,CO . acétone

Iso-PrOH - isopropanol
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Introduction

INTRODUCTION

Les plantes représentent une source inépuisable de principes actifs dont l'usage traditionnel
est connu depuis bien longtemps. En effet, I’utilisation thérapeutique des extraordinaires
vertus des plantes pour le traitement de nombreuses maladies est trés ancienne et évolue avec
I’histoire de I’humanité. Cette médecine, connue sous le nom de phytothérapie, s’est imposée
du fait que depuis des millénaires, ’homme s'est toujours soigné par les plantes de son
environnement, de maniere empirique, guidé par la tradition ou les coutumes. Aujourd’hui,
les plantes médicinales sont une véritable ruche a médicaments car, elles interviennent
régulierement en pharmacopée traditionnelle dans la lutte contre de nombreuses maladies.
Elles sont exploitées également a travers le monde dans 1’industrie des parfums, de ’agro-

alimentaire, des cosmétiques et dans le secteur pharmaceutique.

Le XXe siécle a été marqué par la mise au point de différentes classes de molécules de
syntheése dont 1’efficacité a permis de faire face aux maladies comme le paludisme, VIH,
cancer...etc. Cependant, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le
screening phytochimique et biologique des ressources naturelles a conduit a la découverte
d’un grand nombre de médicaments largement utilisés dans le traitement de nombreuses

maladies.

Par ailleurs, selon I’OMS, 80% de la population mondiale emploient les plantes
médicinales pour les soins de santé; cela traduit d’une part la difficult¢ d’acces de ces
populations aux soins de la médecine moderne, et d’autre part, les plantes ont souvent montré
une efficacité indéniable. Aujourd’hui, le savoir des tradipraticiens est de moins en moins

transmis de génération a genération et tend a disparaitre.

C’est pour cela que ’ethnobotanique et I’ethnopharmacologie s’ impliquent davantage pour
recenser les plantes réputées actives et dont il appartient a la recherche scientifique de
déterminer les propriétés et valider les usages attribués. La recherche de nouvelles
biomolécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en se servant de données
ethno-pharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des plantes potentiellement
actives et d’augmenter significativement le nombre de découvertes de nouveaux principes

actifs.
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Dans le cadre de la recherche de nouvelles substances bioactives, pour une utilisation dans
un large champ d’application (cosmétique, pharmaceutique et additif nutritionnel), il y a eu
un intérét croissant, ces derniéres décennies, dans I'‘étude des plantes aux vertus
thérapeutiques reconnues et dans leurs utilisations pour le traitement de diverses maladies. De
ce fait, il est donc indispensable de connaitre les principes actifs des plantes afin d'en étudier

l'efficacité, le mode d'action et évidemment les effets secondaires.

La conception et la réalisation de ce travail de thése de doctorat en chimie organique
s’inscrit dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne particulierement celle du Nord
de Sahara, par la recherche de biomolécules nouvelles d’origine végétale a intéréts
thérapeutiques, notre laboratoire a déja entrepris un programme de recherche destiné a
I’exploitation de cette flore. En effet, 1’ Algérie dispose d’une flore particuliérement riche et

variée, d’environ 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques. g

Dans cette perspective, ce travail de recherche est centré sur la recherche de substances
naturelles nouvelles issues de la famille des Asteraceae. Cette derniere est connue par sa
richesse en divers métabolites secondaires tels que les triterpénoides, les sesquiterpénes
lactones et les flavonoides. L’objectif principal de ce travail est I’extraction, I’isolement et
I’identification de biomolécules isolées des extraits organiques de deux plantes médicinales
sahariennes appartenant au genre Atractylis a savoir Atractylis flava Desf. et Atractylis
serratuloides Sieber ex Cass. de la famille Asteraceae. Ce choix est justifié du fait que ces
deux plantes sont largement utilisees en médecine traditionnelle non seulement en Algérie
mais aussi en Afrique du nord pour traiter 1’hépatite, les désordres circulatoires, et pour leurs
effets diurétiques. @ Il est & noter que peu d’études phytochimiques et biologiques ont été

consacrées a ce genre largement représenté en Afrique du Nord.

L’espece A. flava connue également sous le nom A. carduus (Forsk.) Christ. a fait 1’objet
antérieurement de trois études chimiques en conduisant particuliérement a I’isolement de
flavonoides et triterpénes connus, ! tandis que la plante A. serratuloides n’a pas été du tout
étudiée chimiquement. Ces deux espéces largement distribuées en Algérie appartiennent a la
sous-tribu Carlininae de la tribu des Carduae. ®" Cette sous-tribu comporte également deux
autres genres a savoir : Carlina et Atractylodes bien représentés aussi en Afrique du nord. Les

especes des genres Atractylis, Carlina et Atractylodes sont réputées généralement par leur
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métabolisme secondaire riche et varié en triterpénes, flavonoides, sesquiterpénes et composés

acétyléniques. &1

Notre travail de thése se divise en trois grandes parties :

© La premiére partie concerne I’étude bibliographique. Cette étude commence par une
description botanique du genre Atractylis, description qui permet de positionner ce genre
dans la systématique des Astéracées. Elle se poursuit par une synthése des principaux
résultats phytochimiques antérieurs relatifs aux genres de la sous-tribu Carlininae et
finalement un apergu théorique sur les métabolites secondaires notamment, les composés

phénoliques, les triterpenes et les saponosides.

© La deuxiéme partie est consacrée aux résultats phytochimiques obtenus a partir de 1’étude
chimique des deux espéces Atractylis (A. flava et A. serratuloides). Cette partie rapporte
d’une maniere détaillée I’extraction, l'isolement, la purification et 1’élucidation structurale

des différents composés isolés 1-39.

© Et enfin la derniére partie de ce travail, présente les tests biologiques (activités
antibactérienne et anti-oxydante) effectués sur les extraits végétaux des deux plantes
étudiées. Pour finir, une description des techniques chromatographiques et
spectroscopiques utilisées, ainsi qu’une conclusion de ce travail de recherche sont

présentées.
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I-1 Caracteres botaniques de la famille Asteraceae

Les plantes de la famille Asteraceae se caractérisent surtout par leur inflorescence, des
fleurs regroupées en capitules, plus ou moins fréqguemment convexe, sur I’extrémité élargie

. . . . 11
d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée par des involucres. =

Les fleurs (fleurons), stériles, unisexuées ou hermaphrodites, sont caractériseées par leurs
antheéres soudées, les ovules ont une position basale dans 1’ovaire (Figure 1.1). On peut les
diviser en trois groupes suivant I'aspect des capitules : les tubuliflores, les liguliflores et les

radiées.

e Les premieres ont une inflorescence uniquement composée de fleurs tubuleuses
réguliéres, elles présentent des tubes terminés par des lévres imperceptibles ou s‘ouvrant

plus ou moins largement en cing lobes (chardon, centaurée).

e Les secondes composées uniquement de fleurons ligulés. Elles présentent des languettes,
ou ligules, dans lesquelles les équivalents des pétales sont soudés, généralement par cing,

reconnaissables seulement aux dents de la languette (chicorée, laitue).

e Les derniéres ont des fleurs tubuleuses régulieres au centre (c'est ce qu'on appelle le
disque) et des fleurs tubuleuses irréguliéres ou ligulées tout autour en forme de couronne

(marguerite, aster).

]—S[igmates

Etamines
: Pétales
{ soudés
\ Pappus

Pappus —\ i Bractée
Ovaire \F Ovaire
Fleur tubulée Fleur ligulée

Fleurs tubulées Fleur ligulée

B

Fleur tubulée
en bouton

Réceptacle —i—

e

Figure 1.1 : Différents types de fleurons

Bractee
de l'involucre

Le fruit des Astéracées est un akéne indéhiscent, couronné, ou non, par le limbe du calice.

La graine exalbuminée est dressée et son tégument est souvent soudé avec 1’ovaire.



http://www.botanique.org/breve.php3?id_breve=8
http://www.botanique.org/breve.php3?id_breve=81
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I-2 Position systéematique de la famille Asteraceae

Les plantes Asteraceae sont classées dans la famille des phanérogames regroupant le plus
nombre d’espéces. Cette famille comprend plus de 1600 genres et environ 24000 espéces. !
C’est une famille largement répandue dans le monde entier sauf 1’Antarctique, mais ses
plantes sont principalement localisées dans les régions tempérées. Elle se distingue
essentiellement par sa structure florale uniforme, sa grande variété écologique, son caractere

cosmopolite. On y trouve surtout des plantes herbacées, vivaces et a feuilles alternes. !

La classification de la famille des Astéracées est trées complexe et diverge selon les
auteurs. Les plantes appartenant a cette famille ont fait ’objet de nombreux travaux de
recherches pour élaborer une classification plus précise de cette grande famille. Elle est
partagée en de nombreuses tribus qui sont regroupées en 3 sous-familles par certains auteurs

(Bremer et Jansen): Barnadesioideae, Asteroideae et Cichorioideae. >

Deux groupes de chercheurs (Baldwin et al.; Panero et Funk) ™% ont récemment élaboré
un nouveau systeme de classification basé sur des critéres de la phylogénie moléculaire. Ils
ont pris en compte tous les caracteres heéritables, depuis ce qui est visible (base des
classifications traditionnelles) jusqu’aux séquences d’ADN, en passant par les protéines et les
données de la paléontologie, divisant cette famille en 12 sous-familles et 43 tribus. Ces sous-
familles sont: Barnadesioideae, Stifftioideae, Mutisioideae, Wunderlichioideae,
Gochnatioideae, Hecastocleidoideae, Carduoideae, Pertyoideae, Gymnarrhenoideae,
Cichorioideae, Corymbioideae et Asteroideae. Parmi ces tribus on peut citer: Barnadesieae,
Stifftieae, Nassauvieae, Dicomeae, Tarchonantheae, Arctotideae, Astereae, Anthemideae,
Heliantheae, Cichorieae et Cardueae.

I-3 Tribu des Cardueae

La division des plantes Asteraceae en tribus et sous-tribus a fait 1’objet de nombreuses
publications et propositions de modifications et de reclassements. Nous présentons ici la
classification systématique la plus largement admise, stipulant que le genre Atractylis
appartient a la sous-famille des Carduoideae et a la sous-tribu Carlininae de la tribu des
Cardueae. Cette derniére comprend environ 74 genres et 2500 espéces. % 11 s’agit d’une tribu
monophylétique, bien individualisée, mais la systématique de cette tribu est sujette a

controverse.
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Cassini (1819), a considéré les Cardueae comme étant une tribu divisée en deux sous-
tribus, les Carduinae et les Centaureinae.
Bentham (1873) et Hoffmann (1894) ont divisé la tribu des Cardueae en quatre sous-tribus

Echinopinae, Carlininae, Carduinae et Centaureinae. Cette classification a beaucoup été

utilisée durant le 19°™ siécle. 12324
Plus récemment, Wagenitz (1976) a proposé la ségrégation de la sous-tribu Echinopinae

comme une tribu séparée, appelée Echinopeae. %°!

Dittrich (1977) a adopté quant a lui la classification de Cassini (1819). %!

Finalement, Bremer (1994), Susanna & al. (1995) et Garcia-Jacas & al. (2002) ont
subdivisé la tribu Cardueae en 4 sous-tribus. Deux sont relativement petites, les Carlininae
et les Echinopsidinae alors que les deux autres, les Carduinae et les Centaureinae

regroupant notamment plus de genres sont trés riches en especes. [6.7.16]

I-4 Présentation du genre Atractylis

Le genre Atractylis de la famille Asteraceae comprend environ 30 espéces dont 16 en

Afrique du nord. (L1 | es Atractylis sont des plantes herbacées trés épineuses annuelles,

bisannuelles ou vivaces, a aspect de petits chardons. Localement, elles sont appelées

«Assenane awragh».

Les capitules sont entourés par les feuilles supérieures (feuilles involucrées) et dont les

bractées externes sont elles-mémes épineuses; akénes velus surmontés d’une aigrette blanche

trés fournie. 4

Le genre Atractylis est classé comme suit :

Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédone

Ordre : Aster

Famille : Asteraceae
Sous-famille : Carduoideae
Tribu : Cardueae

Sous-tribu : Carlininae

Genre: Atractylis L.
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I-5 Etudes phytochimiques antérieures sur la sous-tribu Carlininae

Les plantes appartenant a la sous-tribu Carlininae qui comprend les genres Atractylis,
Carlina et Atractylodes ont fait 1’objet, ces derniéres années, de plusieurs études

phytochimiques a travers le monde.

L’ensemble des composés isolés et identifiés dans la sous-tribu Carlininae est tres
hétérogene. Ainsi, les métabolites secondaires les plus rencontrés sont des polyphénols,
triterpénes, stérols, sesquiterpenes et composés acétyléniques, dont nous allons donner

quelques exemples de structures.

I-5-1 Genre Atractylis

e Atractylis gummifera L., ou chardon a glu, est une plante toxique méditerranéenne,
distribuée spécifiquement en Afrique du nord. Elle se caractérise par la production de

deux métabolites hautement toxiques, appelés atractyloside (1) et carboxyatractyloside

(2). Ce sont deux diterpenes a squelette ent-kaurene qui ont été isolés par HPLC de
[27]

I’extrait méthanolique des racines de cette plante.

CH,0H
SO5HC

CH
0OSOzH o) 2

o)
CHy CHCHp-C-=0
CH,

1I:R
2:R

H
COOH

e Le composé Neocorymboside (3), un flavonoide C-glycosylé, a été isolé des racines de
espéce Atractylis gummifera collectées d’Algérie. ' Egalement Dorientine (4),

homoorientine (5) et isoschaftoside (6) ont été trouvés dans les feuilles de cette plante. *!
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OHOH

e Deux phytosterols ont été isolés de I’extrait éther de pétrole des parties aériennes de la

plante Atractylis cancellata : p-sitostérol (7) et stigmastérol (8). %!

I1-5-2 Genre Carlina

e Corymboside (9) a été isolé de la fraction n-butanolique de 1’extrait hydro-méthanolique

des racines de la plante Carlina corymbosa. !

e Outre la présence de C-flavonoide, le genre Carlina contient quelques métabolites
secondaires tels que les composés acétyléniques, sesquiterpenes, triterpenes et

phytosteérols.
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Différentes études chimiques ont permis 1’identification, a partir de Carlina diae et de
Carlina corymbosa var. globosa, un sesquiterpéne B-sesquiphellandrene (10) et une serie

d’acétylénes (11-17) ainsi que des triterpenes pentacycliques (18-26) (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Différentes classes de métabolite secondaire isolées du genre Carlina

Plantes Molécules Réf.

| [ o= %

o]

10 11: R=H carlina oxide
B-sesquiphellandréne 12: R=OMe 13-méthoxy carlina oxide
&CH
O \CS
C—
CSC\C
H*C\H
13 CH

\
CH,

2-Nona-6,8-dién-2,4-diynylidéne-2,5-dihydro-furane

Z N (8]
X
AN

Carlina diae

OR

s
14: R=Ac Acétique acide trideca-2,10,12-trién-4,6,8-triynyl ester
15:R=H Trideca-2,10,12-trién-4,6,8-triyn-1-ol

I-/IC=|C_:|—CEC—CEC OR

4//CH

5—H,C—CH

H3Cl
16: R= Ac Acétique acide 2-(11-oxo-dodeca-6,8-dién-2,4-diynyl)-phényl

ester
17a: R=H  12-(2-hydroxy-phényl)-dodeca-4,6-dién-8,10-diyn-2-one
17b: R=Me 12-(2-méthoxy-phényl)-dodeca-4,6-dien-8,10-diyn-2-one
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19
Lupéol Taraxastérol

FTTHY

,
2
&

20 K2 21
B-amyrine a-amyrine

Carlina
[32]
corymbosa
var. globosa
22
Campestérol

N\

S
&
™

v

23

11-oxo-p-amyrine

11e-hydroxy-g-amyrine

(0]
i

HO

S
N

26

Bétuline

30-nor-lupan-3p-ol-20-one

10
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I-5-3 Genre Atractylodes

La recherche bibliographique réalisée montre bien une grande diversité du métabolisme
secondaire au niveau de ce genre. Il est important de souligner que les sesquiterpenes s’y

trouvent majoritairement.

Les études chimiques de rhizomes des espéces A. lancea, A. japonica, A. ovata, et A.
macrocephala, plantes asiatiques réputées dans la médecine traditionnelle chinoise, ont
permis d’isoler des sesquiterpenes et sesquiterpeénes glycosylés de type guainane et
eudesmane ainsi que des acétylenes, phénols glycosylés, coumarines, flavonoides C-
glycosylés et terpénes (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Différentes classes de métabolites secondaires isolées du genre Atractylodes

Plantes Molécules Réf.

4a,70-epoxyguaiane-10a,11-diol 7a,100-epoxyguaiane-4a,11-diol

OH

OH

a

“,
%
v,

g
H OH

OH

ow

29 30

Atractylodes 10g,11B-epoxyguaiane-1a,4a-diol 10p,11p-epoxyguaiane-1a,4a,7a-triol [9,33,34]

S
S
S

lancea

Eudesm-4(15)-én-7a,11-diol

Eudesm-4(15),7-dién-9a,11-diol Eudesm-4(15),7-dién-11-ol-9-one

11
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Atractyloside A 14-O-B-D- Atractyloside |

fructofuranoside

R O/m,

37 38: R=H Atractyloside C
39: R=Glu Atractyloside D
Atractyloside G 40: R= Glu (6-1) Api Atractyloside E

GIUO///,,

HO
O-Glu
41
Atractylodes Atractyloside G 2-O-B-D-glucopyranoside
H
lancea Y
SC—c CHR
HC C§C\C/
H
N\ O
42: R=CH3 Atractylodine

43: R= OCH3 9-nor-atractylodine
/ OH
fN = — J WTT
i == 0—£-0 CH,OH
44

(2E,8E)-decadién-4,6-diyn-1,11-diol 1-O-p-D-glucopyranoside

OH

HO OH
0 o CH,OH

(0)

HOH,C
O
HO
(0]
m 45
OH

H

Cis-atractyloside |

0
OH
0 CH,OH
46

(5R,7R,10S)- isopterocarpolone f-D-glucopyranoside

12
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(1S,4S,5R,7R,10R)-11,14
dihydroxyguai-3-one 11-O--D-
glucopyranoside

(1S,4S,55,7R,10R)-10,11,14-
trihydroxyguai-3-one 11-O-B-D-
glucopyranoside

[35-37]

(1S,5R,7R,10R)-secoatractylolactone
Atractylodes 11-O-B -D-glucopyranoside

japonica

(3S)-3-hydroxyatractylenolide Atractylonide |
111 3-O- -D-glucopyranoside

Atractylonide 111

0 OH
HO%O
O OCH
HO OH 3
56

4-hydroxy-3-méthoxyphényl B-D-xylopyranosyl (1-6)-B-D-glucopyranoside

13
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COOH

NH,

57
L-phénylalanine

0-Glu8—2Api

59
Icariside F,

/@iOH
RO OCHjs
61: R= Glu (6-1)Api
4-hydroxy-3-méthoxyphénol f3-

D-apiopyranosyl(1-6)-p-D-
glucopyranoside

OR

Atractylodes
63: R=Glu (6-1) Rha

Phenethyl a-L-
rhamnopyranosyl (1-6)- p -D-
glucopyranoside

japonica

OH

G

GluO

58
Seguinoside B

OH

2

Gluo OCHj

60
4-hydroxy-3-méthoxyphénol p-D-
glucopyranoside

OR

.

62: R= Glu (6-1)Api
Icariside D4

T

Glu-0
64

(1R,2R,4S)-2-hydroxy-1,8-cineole g-D-
glucopyranoside

66: R=H
67: R= OH

Isovitexine
Isoorientine

14
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—\ L L //—\ /OAc

e

OAc
Diacetylatractylodiol (TDEYA)

H
N
COOH
69
NH,

L-tryptophane

HO = =
\Ho o

o 0
0

70 H,0H

OH OH

(2E)-decene-4,6-diyn-1,8-diol 8-O-p-D-apiofuranosyl-(1-6)-p-D-
glucopyranoside

HO HscOm [9]
HO
OHHo
o&w

71
Scopoletine p-D-xylopyranosyl-(1-6)-p-D-glucopyranoside

Atractylodes

ovata

HsCO CH,0H
HOH,C
HO °
HO 0
OH
OCH;
72
Dihydrosyrindine
HsCO CH,OH
HOH,C \
m
OCHj
73
Syringine
Atractylodes
[38]
macrocephala
Atractylenolactame 8p-méthoxyasterolide

15
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I-6 Activités biologiques

Une étude biologique effectuée sur la plante Atractylis carduus poussant en Egypt, a révélé
que les extraits méthanolique et hexanique des parties aériennes de cette espéce présentent
une activité antibactérienne remarquable. En effet, cette étude a montré que ces extraits
possédent un effet sur les bactéries Gram positif (staphylococcus aureus et bacillus cereus) et

Gram négatif (klepsiella pneumonia). B

Une autre étude réalisé sur les extraits hexanigque, acétate d’éthyle, méthanolique et aqueux
des parties aériennes de la plante Atractylis serratuloides poussant en Tunisie a montré que
I’extrait acétate d’éthyle est actif vis-a-vis des bactéries pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli et salmonella enterica. D

L’extrait méthanolique ainsi que les extraits n-hexane, CHCIl3;, AcOEt et n-BuOH des
racines de la plante Atractylodes japonica ont subi une investigation biologique en vue
d’évaluer leurs propriétés antimicrobiennes. Les résultats ont révélé que ces extraits sont trés

actifs contre la souche staphylococcus aureus. [41]

I-7 Utilisation en médecine traditionnelle

La phytothérapie est une médecine qui utilise des plantes - ou la seule "partie active"-
ayant des propriétés thérapeutiques. Elles sont regroupées dans la catégorie des plantes
médicinales. L’utilisation thérapeutique des plantes et surtout leur choix ne se trouvent pas
dans leur origine systématique, mais bien dans les découvertes fortuites de leurs propriétés
thérapeutiques de facon empirique au cours des siécles. Ce qui a permis a 1’humanité
d’accumuler d’importantes connaissances sur les plantes médicinales et de transmettre leurs

vertus de génération a génération.

Beaucoup d’especes de la sous-tribu Carlininae ont des propriétés thérapeutiques
remarquables, et sont utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui suit, nous allons citer

quelques exemples d’espéces de tres grande importance thérapeutique :

Atractylis gummifera L.: est une Astéracée connue sous le nom de chardon a glu (Addad
ou chodk el-eulk). Au Maroc en usage interne, la racine desséchée est utilisée pour arréter les
hémorragies et pour provoquer les vomissements (les émétiques). La plante, particulierement
sa racine, est utilisée comme narcotique. Elle est utile contre 1’épilepsie et I’hystérie et guérit
les cedémes. Elle est aussi reconnue pour ses propriétés diurétiques et antipyrétiques, et pour

le traitement des parasites intestinaux et les ulcéres ainsi que des morsures de serpents. En

16
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fumigations, on 1’emploie dans le traitement des rhumes, des vertiges, des céphalées et des
paralysies. En usage externe, le chardon a glu est utilisé pour ses propriétés cicatrisantes en
applications locales, en frictions ou en cataplasmes, dans le traitement de la gale, des taches

de rousseur, des boutons d’acné, des chancres syphilitiques, des abces et des furoncles.

Mais ce chardon est trés toxique du fait de la présence en quantité importante
d’actractyloside et carboxyatractyloside ou gummiférine dans les racines de la plante. Ces

molécules sont des inhibiteurs de la phosphorylation oxydative de la mitochondrie. 124!

Le genre Atractylodes est trés utilisé en pharmacopée traditionnelle chinoise et les
propriétés pharmacologiques de certaines espéces ont été démontrées par des études
scientifiques. Les rhizomes de ces especes sont prescrits comme médicaments gastriques ou
diurétiques. !

L’espéce Atractylodes macrocephala est utilisée pour le traitement des maladies du cceur,

la rate, les poumons et I’estomac. 1!

Les plantes appartenant au genre Carlina sont reconnues pour leurs effets diurétique et
diaphorétique. Elles sont utilisées pour traiter les troubles de reins, I'inflammation de peau, et

les perturbations gastro-intestinales; a titre d’exemples :

Les racines de Carlina acanthifolia All. sont utilisées, en médecine traditionnelle italienne,
comme diurétique et cholagogue. Des études ont montré que les racines de cette plante

participent a la promotion de la transpiration et la sécrétion, par contre en Bulgarie elles ont
des propriétés anti-inflammatoires et diurétiques. >°!

La décoction de Carlina utzka Hacq. et Carlina acaulis L. var. sylvestris est un remede
pour la mauvaise haleine. "]
Carlina canariensis Pit. est utilisée comme laxatif et Carlina salicifolia (L. fil.) Cav. est

employée comme fourrage pour bétail. [*®!
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11-1 Composés phénoliques
11-1-1 Définition

Les polyphenols constituent une famille de molécules organiques largement presente dans
le regne végétal. Pres de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille. Le terme
« polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de molécules
divisé en une dizaine de classes chimiques, selon le nombre d’unités phénoliques présentes.
Elles présentent un point commun: la présence dans leur structure d'un ou plusieurs cycles

aromatiques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. 1!

Ces composés manifestent une grande diversité de structures: quinones, coumarines,
acides phénoliques, flavonoides, tanins, stilibénoides, lignanes et xanthones. B0 Ces

structures peuvent étre diversement substituées (glycosylées, estérifiées, acylées...).

11-1-2 Flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composes naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont
en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. La classe
des flavonoides est I’une des plus abondantes, et a ce jour, plus de 6500 structures naturelles
ont été isolées et caractérisées, repartie en 12 squelettes de base. Ce groupe de composés est
défini par une structure générale en C15 caractérisée par un enchainement C6-C3-C6 (1,3-
diphénylpropane); les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques

notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (Figure 11.1). 1

1,3-diphénylpropane

Figure 1.1 : Structures de base des flavonoides

11-1-2-1 Structures chimiques et classification

Les flavonoides se repartissent en: flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes,
flavan-3-ols, flavyliumes, chalcones, aurones, isoflavones, isoflavonols, isoflavanes,
ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestanes, roténoides,... etc.
(Figure 11.2).
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=H :flavane
=0OH : flavan-3-ol

H : flavone R=H : flavonone
OH : flavonol R=0OH : dihydroflavonol

R
R

Coumestane pterocarpane
: Y ®
O+
(] (I
/
o) (0]

isoflavone isoflavonone flavylium

roténoide coumaranochromone

Figure 11.2: Structures des différents squelettes des flavonoides

11-1-2-2 Biosynthese des flavonoides

Au plan biosynthétique, les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune, ils
résultent de la condensation de 3 unités de malonyl-CoA en formant le noyau A, et d'un acide
cinnamique activé qui sera a l'origine du noyau B et de la chaine propanique. Cette
condensation est catalysée par la chalcone synthétase (CHS), enzyme-clé dans la formation

des flavonoides, qui conduit a un précurseur appelé la chalcone (Figure 11.3).

5 oH @ OH
3| Ho " CHS Ho @ °H|
CoAS o} CoAS
i OH O

chalcone

Figure 11.3: Formation de la chalcone
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La chalcone néoformée donne une 2S-flavanone (la naringénine), par une transformation
stéréospécifique catalysée par une chalconeisomérase (CHI). La naringénine est au centre de
la synthése de différentes classes de flavonoides par I’action d’enzymes diverses (Figure 11.4).
Les flavonesynthases (FSI) introduisent une double liaison en 2,3 pour donner une flavone.
La flavanone-3-hydroxylase (F3H) catalyse 1’hydroxylation en position 3 d’une 2S-flavanone
pour donner un (2R,3R)-dihydroflavonol. Le dihydroflavonol peut ensuite étre transformé en
flavonol par la flavonol-synthase (FLS), ou bien en leucoanthocyanidine par le
dihydroflavonol réductase (DFR). L’anthocyanidine synthase (ANS) conduit ensuite a
I’anthocyanidine qui va, a son tour, étre glycosylée par la glycosyltransferase (GT) formant
une anthocyane, la pélargonidine-3-O-glucoside. La catéchine est formée par action de DFR

sur la leucoanthocyanidine. 2

OH OH
S e L
HO O |
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HO \ OH O
aurone chalcone
CHI
OH OH OH
HO o \\©/ HO. o \\\©/
FSI F3H ’
- —_—
OH O OH O
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OH O

DFR

OH
O ‘\\\O/
OH
OH O
OH OH
anthocyanidine leucoanthocyanidine flavonol

l DFR
OH
HO o ‘\\\O/

OH
OH
catéchine

anthocyanine
(pelargonidine)

Figure 11.4: Schéma conduisant aux différentes classes de flavonoides
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11-1-2-3 Substitution du squelette flavonoide

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité
fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C. Par ailleurs, au sein d’une méme
sous-classe, les possibilités de substitution des cycles A et B sont multiples : onze carbones du
squelette flavonoide peuvent porter un substituant de type hydroxyle, méthoxyle, méthyle,
isoprényle ou benzyle. Chaque groupement hydroxyle, ainsi que certains carbones, peuvent
étre conjugués avec un sucre et le glycoside correspondant peut étre acylé a partir d’un acide

phénolique ou aliphatique.

11-1-2-3-1 L’hydroxylation

D’une maniéere générale pour les flavonoides, les hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau
A et ’hydroxyle en position 4' du noyau B sont considérés comme originaux et existent avant

la constitution du noyau chalcone. %

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3' se fera apres la fermeture de I’hétérocycle
C, tandis que la polyhydroxylation sur le noyau B (les positions 2', 5', 6") se fera par le biais

des enzymes (hydroxylases). 4>

11-1-2-3-2 La méthoxylation ou méthylation

La méthylation s’effectuec en C-6 et/ou C-8 par contre la méthoxylation se fait apres la
fixation du groupement hydroxyle et nécessite la présence d’une enzyme (O-
méthyltransferase) qui joue le role de transporteur de méthyle a partir de la S-adenosyl-
méthionine (SAM) qui représente le donneur du radical méthyle. Cette transformation se fera

avant la formation du noyau chalcone. 8"

Cette réaction de méthylation peut se faire aussi sur le noyau A (carbones 5, 6, 7, 8), noyau
B (carbones 2', 3', 4', 5") et I’hétérocycle C (carbone 3), apres la formation du noyau chalcone
dans le cas de flavones et flavonols. !

11-1-2-3-3 L’O-glycosylation

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle du sucre
(glucose, rhamnose, xylose, galactose, arabinose,...etc). L’O-glycosylation se fait en présence
de l’enzyme glycosyltransferase et un donneur de sucre comme UDP-Glu (Uridine

diphosphate glucose).
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11-1-2-3-4 La C-glycosylation

Les C-glycosyl flavonoides sont présents dans de trés nombreux végétaux que ce soit dans
les tiges, 3% les feuilles °°? ou les fruits. > 11s possédent des propriétés anti-agrégantes

et des activités hypotensives et anti-oxydantes.

Dans ce type de composés, le sucre est lié directement au cycle benzénique par une liaison
carbone-carbone. Cette liaison résiste a 1’hydrolyse acide. %! D>une maniére générale, la

liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position C-6 et/ou en position C-8.

Ils peuvent étre divisés en quatre groupes selon le nombre d’unités osidiques qu’ils portent

et le type de glycoside :

» Les mono-C-glycosyl flavonoides ;

» Les di-C-glycosyl flavonoides ;

» Les O-glycosyl-C-glycosyl flavonoides ;
» Les O-acétyl-C-glycosyl flavonoides.

I1-1-3 Role et intérét des composes phenoliques

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales ; ils ont
la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. Ces composes sont réputés aussi pour leur caractére anti-oxydant, neutralisant les
radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs
maladies. En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et anticancéreuses. Plusieurs études
ont été réalisees sur l'impact de la consommation de végétaux sur la santé. La plupart d’entre
elles ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de nombreuses affections telles

que Pinfarctus et le cancer. (¢!

11-1-3-1 Chez les plantes

Les composes phénoliques peuvent intervenir dans certains nombre de fonctions telles que:

e La physiologie de la plante (lignification et contrdle de la croissance);

e Les interactions plantes-microorganismes (avec les bactéries, les champignons, les
insectes et résistance aux UV);

e La pigmentation des fleurs, des fruits et des graines. De ce fait, ils jouent un réle
important dans la pollinisation entomophile et la dispersion des graines;

e La fertilité des plantes et la germination du pollen. !
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11-1-3-2 Chez les humains

Les composés phénoliques font partie d’un groupe de métabolites secondaires possédant
nombreuses propriétés thérapeutiques. 1ls sont exploités en phytothérapie a cause de leur role
dans la protection contre certaines maladies. ® On attribue aux flavonoides, spécifiquement,
des propriétés variées telles que leur réle dans la pigmentation des végétaux, leur actions anti-
radicalaires et anti-oxydantes.

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont

récapitulés dans le tableau I1.1.

Tableau I1.1 : Différentes activités biologiques des polyphénols

Polyphénols Activités biologiques Réf.
Acides o

o anti-ulcéreuses [70]
phénoliques

) anti-oxydantes,  anti-inflammatoires,  antiparasitaires,
Coumarines ) o [71-76]
antitumorales et analgésiques

antitumorales, antiparasitaires, antibactériennes, anti-
Flavonoides inflammatoires, vasodilatoires, analgésiques, hypotenseurs, | [77-87]

antivirales, diurétiques, osteogéne et anti-oxydantes.
Tannins anti-oxydantes et antiparasitaires [88,89]

Lignanes anti-inflammatoires, analgésiques et antiparasitaires [90-96]

11-2 Composés triterpéniques
11-2-1 Introduction

Les triterpenoides sont une classe de métabolites secondaires dont la structure de base est
en C30, ce groupe est trés répandu dans le régne végétal et animal. Ces composés sont issus

de la cyclisation de I’epoxysqualéne et quelque fois du squaléne. 149, 97.9%]

Ces molécules sont presque toujours hydroxylées en position 3 étant donné l'ouverture de
I'époxyde lors de la cyclisation. On dénombre plus de 4000 triterpénes, dérivés de plus de 40
types de squelettes, isolés des sources végétales. s peuvent étre classés en trois groupes ¥
(Figure 11.5) :
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e Acycliqgue comme le squaléne, surtout rencontré dans le régne animal et qui se trouve
également dans l'insaponifiable d'huiles végétales (Olive, Lin, Arachide);
e Composés tétracycliques tels que les stéroides, les phytostérols et les cycloartanes;

e Composés pentacycliques trés fréquents chez les plantes comme les a et f amyrines.

squaléne Stéroide

28 29
triterpéne tétracyclique triterpéne pentacyclique

Figure 1.5 : Différentes classes de triterpénoides

11-2-2 Biosyntheése des triterpenes

Les triterpénes sont produits a partir du squaléne, lui-méme formé par la condensation de
deux unités farnésyl de pyrophosphate (FPP) via la condensation d’unités isopréniques par la

voie mévalonique (Figure 11.6), qui se déroule comme suit :

Deux molécules d’acétyle-CoA réagissent ensemble en donnant naissance a 1’acétoacétyl-
CoA, lequel en fixant une troisiéme molécule d’acétyl-CoA (condensation de type Claisen)
forme [I’hydroxyméthylglutaryl-CoA, qui est réduit en mévalonate (MVA). Deux
phosphorylations consécutives fournissent successivement le phosphomévalonate et le
diphosphomévalonate. Ce dernier intermédiaire est ensuite soumis a une phosphorylation de
son hydroxyle tertiaire suivie d’une décarboxylation concomitante qui conduit a I’isopentényl
pyrophosphate (IPP). Finalement I’'IPP est isoméris¢ en DMAPP (diméthylallyle de

pyrophosphate) par une isomérase. 1% | e géranyl pyrophosphate GPP, précurseur de
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monoterpenes, est formé par addition d’une molécule d’IPP sur une molécule de DMAPP

selon une condensation téte a queue. Une addition similaire d’IPP conduit au FPP.

HOy,,
o) )k ~
2 )k M S-CoA
S -CoA =
S- COA HMG-CoA-Synthase COOH
acétyl-CoA acétoacétyl-CoA o) SCoA

hydroxyméthylglutaryl-CoA

2 NADPH
2H*

HOy,,
- 002

COOH  CH,OH

isopentényl pyrophosphate diphosphomévalonate mévalonate (MVA)
IPP

>:/\O—PP i» )\/\/K/\
0-PP

géranyl diphosphate
GPP

l IPP
FPP

B — AN X AN

diméthyldiphosphate
DMAPP

O-PP

farnésyl diphosphate
FPP

squaléne

Figure 11.6 : Biosynthése du squaléne
Dans la plupart des cas, le squaléne est ensuite converti en 2,3-squaléne époxyde (Figure

I1.7) par une squalene époxydase, puis est cyclisé grace a une oxydosqualénecyclase pour
donner les différentes classes de triterpénoides.
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oxydation
B

squalene 2,3- époxysqualéne
Figure 11.7 : Formation du 2,3-époxysqualéne

La grande diversité structurale des triterpenes résulte d'un contréle enzymatique sur les
modes de cyclisation (chaise, bateau...) et les diverses migrations postérieures affectant les

groupements méthyles (Figure 11.8).

e Si I’époxysqualéne est dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau, la cyclisation

conduit a un cation protostanyle précurseur des cycloartanes, lanostanes et cucurbitanes.

e Si I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-chaise-chaise-bateau, la
cyclisation aboutit a un cation appelé dammaranyle. Ce dernier peut subir ultérieurement
des réarrangements permettant la formation des triterpénes tétracycliques a squelette
euphane et tirucallane et le plus souvent il conduit aux triterpenes pentacycliques de type

oléanane, ursane, lupane, ...etc.

2,3- époxysqualéne

Y
( chaise-chaise-chaise-bateau)

[ chaise-bateau-chaise-bateau]

HO

s,
&

cation dammaranyle

cation protostanyle
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cation dammaranyle cation protostanyle

HO

HO HO
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cucurbitanes
baccharenyle ucurbitane cycloartanes
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— lupane

hopane

cation lupanyle

—> oléanane
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——— taraxérol

cation taraxastyle

> taraxastérol

L—=  multiflorénol

Figure 11.8 : Différents squelettes de triterpénoides

11-2-3 Intéréts des triterpenes

Les nombreuses activités biologiques des triterpénes en font un groupe de produits naturels

de premiére importance. Ils sont responsables d'une multitude d'activités biologiques :

cytostatique, antivirale, insecticide, anti-inflammatoire, molluscicide et analgésique. 1!

A titre d’exemple :

> Le lupéol est reconnu principalement pour ses propriétés anti-inflammatoires; !
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» Le bétulinol a des propriétés médicinales tres diversifiées (anti-inflammatoire,
antiphlogistique). 1 est utilisé aussi en cosmétique et comme émulsifiant;
> L’a et B-amyrines, possédent des activités anti-inflammatoire et analgésiante; 1!

» L’acide boswellique est reconnu pour son activité inhibitrice de la biosynthése des

leucotriénes et de la 5-lipoxygenase; %

Acide boswellique

» L’uvaol, erythrodiol, acide maslinique et I’acide oléanolique isolés de 1’huile d’olive
appelée « orujo » ; sont décrits pour la prévention contre le stress oxydatif et sont connus

comme inhibiteurs de la pro-inflammation des cytokines dans les macrophages des
murines péritonéales; %71

Uvaol Erythrodiol Acide maslinique

» L’acide ursolique réputé pour ses effets anticancéreux, anti-inflammatoire et anti-
allergique et cardioprotectif. Une étude récente a montré que 1’administration de I’acide

ursolique chez des souris diabétiques diminue significativement le taux de glucose dans
le sang; 1%

Acide ursolique
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» L’acide bétulinique est reconnu pour son action anti-inflammatoire, 1% mais activité
antitumorale est I'une de ses propriétés biologiques les plus intéressantes; 10112

» Le celastrol, un triterpéne pentacyclique polyinsaturé isolé d’une plante chinoise utilisée
en medecine traditionnelle Tripterygium wilfordii (famille Celastraceae) est connu pour
ses activités anti-oxydante, anti-inflammatoire et antitumorale. Il est utilisé pour traiter

les maladies neurodégénératives comme la maladie d’alzheimer; [113]

Celastrol

> Le B-sitostérol appartient a la famille des stérols végétaux ou phytostérols, composes
naturels présents dans toutes les plantes. Le B-sitostérol est comparable au cholestérol. 1l
peut aider a réduire le taux de cholestérol en limitant la quantité de cholestérol qui peut
entrer dans le corps. ! Le B-sitostérol est également reconnu pour son activité anti-
inflammatoire; 1%

» Et finalement I’acide arjunolique et ’acide asiatique, deux triterpénes isolés de 1’espece
Syzygium guineense (Myrtaceae) ont montré une activité antibactérienne significative

contre Escherichia coli, Bacillus subtilis et Shigella sonnei. ¢!

Acide arjunolique Acide asiatique

11-3 Saponines
11-3-1 Définition

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires, abondamment

trouvés dans certaines familles du régne végétal. 1 Leur nom provient du latin sapo
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signifiant "savon" en raison de leurs propriétés a former des solutions moussantes en présence
d'eau. M8 Ce sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, qui se composent d’une partie
lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique. Cette combinaison
d’éléments structuraux polaires et non polaires en leurs molécules explique leur

comportement moussant en solution agueuse.

11-3-2 Structure chimique des saponosides

Au niveau structural, les saponines sont classées en deux groupes en fonction de la nature

de leur génine pouvant étre de type stéroidique ou triterpénique.

11-3-2-1 Saponosides a génines stéroidiques

IIs sont presque exclusivement présents chez les angiospermes monocotylédones et
possédent un squelette de 27 atomes de carbone qui comporte habituellement six cycles. Ce
sont des dérivés du noyau furostane et spirostane (Figure 11.9). Ces saponosides ont
géneralement un hydroxyle en position 3. Ce dernier est le plus souvent substitué par une

chaine osidique.

Spirostane Furostane

Figure 11.9: Principaux squelettes stéroidiques

11-3-2-2 Saponosides a génines triterpéniques

lls constituent la majorité des sapogénines des angiospermes dicotylédones, ™7 et
possédent un squelette de 30 atomes de carbone qui comporte habituellement cing cycles
(Figure 11.10). Ce sont des dérivés du noyau oléanane, ursane, lupane, friedelane, hopane
(pentacycle), ou parfois du noyau dammarane, cucurbitane, lanostane et cycloartane

(tétracycle).
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w
o

30

ursane lupane

friedelane hopane

lanostane

dammarane cucurbitane

Figure 11.10 : Principaux squelettes triterpéniques

11-3-2-3 Partie osidique

Les unités saccharides qui constituent les saponines sont communes: D-glucose, D-
galactose, L-arabinose, L-rhamnose, D-xylose, D-fucose et acide D-glucuronique (Figure
11.11). La partie sucre de la molécule peut compter jusqu'a 11 oses liés a la génine par une
liaison de type acétal. Habituellement, la liaison glycosidique s'effectue entre une seule
section saccharidique et le groupement hydroxyle en position 3 de la génine, les saponosides
sont dits dans ce cas monodesmosidiques (glycyrrhizine). Toutefois, lorsque la génine est
substituée par deux chaines osidiques, en positions 3 et 28 on parle de saponosides

bidesmosidiques (sénégine 111). [*!

Exceptionnellement, la littérature a rapporté l'isolation et I’identification de quelques

tridesmosides et des bidesmosides chez lesquels les sections sucres sont liees d'une maniére

covalente par une double estérification sur un diacide (tubeimoside 1). %!
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Figure 11.11 : Différents squelettes des oses

11-3-3 Distribution de saponines

Les saponines sont distribuées dans une large variété de produits alimentaires tels que
I'asperge, les haricots, les mdres sauvages, les pois, les pommes de terre, la betterave sucriere
et le thé et dans plusieurs familles de plantes Caryophyllaceae, Caryocaraceae et

Fabaceae, [11%1%

11-3-4 Biosynthése des saponosides

La grande diversité structurale des saponines peut étre expliquée par leurs origines
biosynthétiques variées. En effet, a partir de I'oxydosqualene a 30 carbones, la biosynthese
des génines triterpéniques et stéroidiques est effectuée selon diverses voies métaboliques
suivie de l'assemblage des différentes sections osidiques par des enzymes telles que les

glycosyltransférases et les glycosidases. 123124

Par la suite, des modifications subséquentes peuvent avoir lieu sur la saponine dont, entre
autres, des oxydations, réarrangements, méthylations et estérifications, ce qui augmente
d'autant plus la possibilité de variations structurales a l'intérieur de cette classe de produits

naturels.
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11-3-5 Propriétés biologiques des saponosides

Reconnues pour avoir un fort potentiel pharmacologique, les saponines ont été
intensivement étudiées au cours des dernieres années. La communauté scientifique a
démontré un intérét marqué envers cette classe de métabolites secondaires afin d'accélérer le
processus lié & leur développement biopharmaceutique. 2% En effet, les saponines & génines

stéroidiques et triterpéniques exercent des activités biologiques tres variées telles que :

11-3-5-1 Hémolytique

Depuis longtemps, les saponines sont réputées pour leur capacité a induire la formation de
pores au travers des membranes cellulaires et ainsi entrainer I'némolyse des globules rouges
(érythrocytes). 11261271

11-3-5-2 Molluscicide

Depuis quelques années cette activité retient 1’attention de plusieurs chercheurs vu son
importance dans le domaine de 1’agriculture. Les saponines triterpénoides a squelette
hédéragénine isolées de Sapindus mukorossi Gaertn (Sapindaceae) ont des effets
molluscicides contre I'escargot du pommier (Pomacea canaliculata) qui est devenu l'un des

principaux parasites du riz et d'autres récoltes aquatiques. %!

11-3-5-3 Anti-inflammatoire

Plusieurs saponines sont reconnues pour leurs effets anti-inflammatoires. Les balanines
(balanitine-1 B1, balanitine-2 B2) isolées des écorces de tronc de Balanites aegyptiaca (L.)
Delile (Zygophyllaceae) sont des exemples de saponines stéroidiques a propriétés anti-

inflammatoires et antalgiques. !

Balanitine-2 (B2)

Balanitine-1 (B1)
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La fruticesaponine B, saponine bidesmosidique, isolée de Bupleurum fruticescens L.

(Apiaceae), posséde une activité anti-inflammatoire trés significative. ***

Fruticesaponine B

11-3-5-4 Antibactérienne et antiparasitaire

Un bon nombre de saponosides assurent la défense des végétaux contre 1’attaque
microbienne, il a été démontré que les trois saponines isolées de Hedera helix L. (Araliaceae),
I’hédérine (alpha et beta) et hédéracolchiside Ay, possédent une activité antileishmaniale. !
Les résultats ont montré que ces saponines présentent une forte action antiproliférative dans

toutes les étapes de développement du parasite Leishmania infantum. 3%

B-Hédérine

OH
HO o COOH
HO o
OH (0]
HO
o)
HsC
HO 0
HO' L .
Hédéracolchiside A;
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11-3-5-5 Cytotoxique et antitumorale

De nombreuses études ont mis en évidence le caractéere fortement cytotoxique, voir méme

antitumoral, de plusieurs saponines on y trouve :

e Les saponines d’Argania spinosa (Arganine A-F) ont une activité antiproliférative contre

la lignée cellulaire PC3 (cancer de la prostate). ¥
Arganine A R;=Glc, Ry;= OH, R3= Rha
ArganineB  R;=Glc, Ry= OH, R3= Api
ArganineC  R;=H, R,= OH, R3= Rha
(0] ArganineD  R;=Glc, Ry= H, Rg= Rha
ArganineE  R;=Glc, Ry= H, R3= Api
OH Misaponine A Ry=H, R,=H, R3= Rha

OH  Arganine F R1=H, Ry= H, R3= Api

e La saponine stéroidique, la dioscine, isolée d'un grand nombre de légumes et plantes de la
médecine traditionnelle orientale exerce une activité antitumorale ainsi qu’un vaste

spectre d'activités biologiques (antivirale, antifongique et anti-inflammatoire). ***!

HO  OH
HO
0 OH
Rha
fo) o}
HO
Glc o)
O . .
HO Dioscine
HO
OH
Rha

e Au niveau des saponines avec génine triterpénique, la Virgaureasaponine E exerce une
activité anticancéreuse significative in vivo sur des souris porteuses d'un fibrosarcome.
Dans cette expérience, la réduction de la taille de la tumeur est proportionnelle a la dose

de la saponine administrée. 3!
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1
Fuc4—hba
2

1
H,OH Rha
4

. - 1
Virgaureasaponine E Xyl
3

hba

Rha
e D’autres molécules inhibent 1’activit¢ d’enzymes particulieres (sialyltransférases)

impliquées dans le développement des métastases (cancer des poumons) comme la

soyasaponine I. 3 Et plusieurs travaux ont suggéré que les saponines du soja présentent
n, [136-138]

un effet protecteur vis-a-vis du cancer du colo

e

2
TH,OH

o
HO Q soyasaponine I

11-3-5-6 Anti-oxydante

L’a-hédérine, 1’hédérasaponine C, 1’hédéracolchisides E et F présentent une forte activité

anti-oxydante. 39

Rha

H:  Hédéracolchiside E
OH: Hédéracolchiside F

Hédérasaponine C R

11-3-5-7 Antivirale

Arganine C, une saponine isolée des fruits de Tieghemella heckelii (Sapotaceae) qu’on

retrouve aussi dans Argania spinosa présente une activité antivirale. 4%
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Les saponines triterpénoides de type oléanane isolées de quelques espéces de la famille des
Fabaceae ont montré une activité anti-herpétique et leurs structures influeraient sur cette

activité. "1 Ces saponines sont : kaikasaponine 11 et azukisaponine V.

Kaikasaponine I11

1 Azukisaponine V
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Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.
I11-1 Rappel botanique

Atractylis flava Desf. est une plante vivace, a tiges épaisses, dressés, a rameaux tres
feuillés et de taille 10 a 20 cm. Les feuilles sont trés épineuses, involucrales, deux fois plus
longues que celles du milieu de la tige. Les capitules ne dépassant pas 2 cm de diamétre sont a

fleurs jaunes (Figure 111.1). &1

Fmwva e

Figure 111.1: Images de I’espéce Atractylis flava Desf.

Cette espece est répandue dans le nord saharien, Elle est désignée sous le nom
vernaculaires: «serr, chouik, takesma, shawk elgamal et assenane awragh » et possede un
synonyme Atractylis carduus (Forsk.) Christ. !

Cette espéce est classée comme suit :

Famille : Asteraceae

Sous famille : Carduoideae

Tribu : Cardueae

Sous tribu : Carlininae

Genre : Atractylis L.

Espece : Atractylis flava Desf.

Synonyme : Atractylis carduus (Forsk.) Christ.

Noms vernaculaires : Chouik, takesma, assenane awragh (Algerie), serr (Tunisie)

et shawk el-gamal (Egypt)

111-2 Usage traditionnel

L’usage de la médecine traditionnelle est trés répandu aussi bien dans les pays en
développement que dans les pays développés. L’espéce A. flava est reconnue particulierement

pour ses effets diurétiques.
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I11-3 Travaux antérieurs de chimie sur I’espéce Atractylis flava

Plusieurs études chimiques ont été réalisées sur I’espece A. carduus (A. flava) poussant en
Egypte en conduisant a I’isolement et la caractérisation de plusieurs métabolites connus de

types flavonoidiques et triterpéniques. 4

En effet, les travaux réalisés par F. Melek et al. B! sur I’espéce Atractylis carduus ont

permis d’isoler les flavonoides suivants: Quercétine (76), Isorhamnétine (77), Rutine (78),
Isorhamnétine 3-O-glucuronide (79), Vicenine 2 (80), Neoschaftoside (81) et Schaftoside
(82).




Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

Une autre étude réalisée par F. Melek et al. ™ sur les parties aériennes de la méme plante a
conduit a I’isolation des triterpénes suivants: Bétuline (25), Lupéol (18), Lupéol acétate (83),
Acide oléanolique (84), P-sitostérol (85), Stigmastérol (86) et 3B-hydroxy-11a,12a-
époxyoléanan-28,13B-olide (87).

. J

////,

I11-4 Chimie extractive
111-4-1- Extraction

L’extraction, a partir de la plante entiére séchée et broyée de 1’espéce Atractylis flava, est
réalisée en utilisant un melange hydro-alcoolique eau—éthanol (30:70). Apres filtration et

concentration, 600 ml d’extrait aqueux ont ¢été obtenus. Ce dernier subit une extraction
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liquide-liquide avec différents solvants a polarité croissante (éther de pétrole,

dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol).

Le schéma ci-dessous récapitule les différentes étapes de 1’extraction (Figure 111.2).

Atractylis flava
700 g

— Macération dans (EtOH-H,0 : 7:3)
1 2 fois (2 x 7 L) pendant 48 h

— Filtration

— Evaporation (T =40 °C)

Marcs

Extrait aqueux
600 ml

— Extraction par EP (3 x 400 ml)

Phase organique | | — Décantation

— Séchage sur Na,;SO4
— Filtration et évaporation  ppase aqueuse

Extrait EP — Extraction par CH,Cl, (3 x 400 ml)
m=15¢g .— Décantation

Phase organique Phase aqueuse
— Séchage sur Na,SO, — Extraction par AcOEt
— Filtration et évaporation (3 x 400 ml)
.— Décantation
Extrait CH2C|2
m=35¢
Phase aqueuse Phase organique
Phase aqueuse — Extraction par n-BuOH - _Séchz_alge Su’r NaZSO?
(3 x 400 ml) — Filtration et évaporation
— Décantation
. Extrait AcOEt
Phase organique m=2g

— Séchage Sur Na;SO4
— Filtration et évaporation

Extrait n-BuOH
m=20g

Figure 111.2 : Schéma d’extraction de la plante Atractylis flava
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111-4-2 Purification

La comparaison des profils CCM en phases normale et inverse des quatre extraits obtenus
dans différents systémes d’élution (CHCl;—MeOH, Ep—AcOEt, CHCl;—-MeOH-H,0), montre
bien leur richesse en métabolites secondaires particulierement de type flavonoides et
triterpénes, ce qui nous a incité a explorer chimiquement les extraits dichlorométhane, acétate

d’¢éthyle et n-butanol.

111-4-2-1 Extrait n-butanolique (n-BuOH)

7 g de I’extrait n-butanolique sont fractionnés par une chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur gel de silice en phase normale. L’¢élution est réalisée par un mélange de solvants:
chloroforme—méthanol (100:0 a 60:40) et chloroforme-méthanol—eau (60:40:1 a 0:100:10). 8
fractions ont été collectées selon 1’analyse des CCM. Ces fractions sont soumises par la suite
a des opérations de purification. Ainsi, 5 composés (1-5) de nature flavonoidique ont été

isolés dont deux nouveaux (Figure 111.3).

De plus, 4 g du méme extrait sont fractionnés par une chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur gel de silice en phase inverse (C-18) en utilisant comme éluant méthanol—eau de
(20:80) a (100:0). 9 fractions ont été collectées selon leurs profils chromatographiques. La
fraction F7 jugée intéressante est mise a chromatographier par différentes techniques
chromatographiques (chromatographie flash en phase inverse et HPLC). C’est ainsi que 2
flavonoides et 3 nouvelles saponines ont été isolés (Figure 111.4).

[7 g de extrait -BuOH D

VLC gel de silice normale

Systeme d’élution :

CHCI3/ MeOH (100/0 4 60/40)

CHCI13/ MeOH / H20 (60/40/1 a 0/100/10)

| |
F3 F7
(1400 mg) (642,9 mg)
cce,, CCCy
F3-7 . o -
Composé 5 (38 mg) zl? . Composé | ;: y
22 mg) (23 mg) (7.3 mg) (35 mg)
HPLC CC Si0, l CC Si0,
Composé 3 | Composé 4 - Composé 2
(12,8 mg) (3,6 mg) (5,2 mg)

Figure 111.3: Schéma de purification des produits de I’extrait n-BuOH d’Atractylis flava
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[ 4 g de ’extrait n-BuOH ]

VLC gel de silice greffe
Systeme d’élution :
MeOH /eau (20/80 a 100/0)

v

F7
(313 mg)
Chromatographie flash silice greffé
Systeme d’élution :
MeOH /eau (40/60 a 90/10)

!

F7-4 Composé 10 Composé 11
O3 me) (4mg (3 mg)

I HPLC
Composé 12 Composé 13 -Composé 14
(3,5 mg) (5.4 mg) (3mg)

Figure 111.4: Schéma de purification des produits polaires de I’extrait n-BuOH d’Atractylis flava

111-4-2-2 Extrait acétate d’éthyle

Le fractionnement de 2 g de I’extrait acétate d’éthyle a été réalisé par une chromatographie
de polyamide SC-6 en utilisant un gradient d’élution toluéne—méthanol allant de (100:0) a
(0:100).

Ce fractionnement a permis de recueillir 13 fractions. Les fractions F2, F5, F6, F10, F11 et
F13 jugées intéressantes vu leurs profils CCM, ont été mises a chromatographier en utilisant
différentes techniques chromatographiques (CC SiO,, CCE et sephadex LH-20).

L’ensemble de ces opérations de purification a conduit a I’isolement de 9 composés (4

flavonoides, 3 triterpenes et 2 phytostérols) (Figure 111.5).

{ 2 g de I’extrait AcOEt ﬂ

Colonne chromatographique de polyamide SC6
Systéme d’élution : Toluéne/MeOH (100/0 a 0/100)

l (100/0) lwom l (97/3) l(?(]/B()} 1(60/40) !7(30/70)
F5 F6 F10 F11 F13
(75 mg) (90 mg) (250 mg) (279 mg)  (320,5 mg) (55 mg)
CC
l CC Sephadex CCSio, ( C Si0, (L Si0, l(_‘c Si0, l Sephadex

Composé 16
(4,5 mg)

Composes 19 et 20 F11-8 Composé 9
5 mg) (60mg) (6 mg)
. I CCM Prép. Si10,
. Y B
Composé 15 J Composé 7 Composé 6
(3.4 mg) (10 mg) (7 mg) J
v

Composé 17 Composé 8
(2,5 mg) (4 mg)

Figure 111.5: Schéma de purification des produits de I’extrait AcOEt d’Atractylis flava
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111-4-2-3 Extrait dichlorométhane

3,3 g de I’extrait dichlorométhane sont soumis a une chromatographie sur une colonne de
gel de silice en phase normale avec les gradients d’¢lution : éther de pétrole—acétate d’éthyle
(100:0 a 0:100) et acétate d’éthyle—méthanol (100:0 a 90:10). 16 fractions ont été collectées.
Ces dernieres sont soumises a des opérations de purification (chromatographie de gel de silice
normale, sephadex et chromatographie sur couche mince et épaisse). Ce qui a permis d’isoler

9 composés de nature triterpenique (Figure 111.6).

L 3,3 g de ’extrait DCM JJ

Colonne chromatographique de gel de silice
Systeme d’élution :
EP/ AcOEt (100/0 a 0/100), AcOEt/ MeOH (100/0 a 90/10)
IEI’!ACULL: 95/5 IEP/AC()El: 90/10 EP/AcOEL: 80/20 IEP/AC()E[: 70/30 ! AcOEtYMeOH: 97/3
L \4 v v
FA FB FD FE FN
(147 mg) (22,9 mg) (150.4 mg) (199 mg) (142,1 mg)
I CCSio, CC Si0, CC Sephadex l CCsio, CC Sephadex
v -
FA-3 FB-4 vl ,l, V| FN-3
(25 mg) (17 mg) composé 25 FE4 | composé 28 (50 mg)
I CCM Prép, CCMPrép.| (4 mg) (30mg)| " (3.6 mg) bcsio.
¥ RP-18 RP-18 4 h
. Composé 26 CCM Prép. - .
Con;pose 27 J v (()l:ng) J Si0, P cor;gose 18 J
(5 mg) composés 23 et 24 — (3,3 mg)
(52 mg) | |}
v .
s 21 et 22 composé 29 composé 30
composés 21 e (2,6 mg) (3,5 mg)
(3,8 mg)

Figure 111.6: Schéma de purification des produits de I’extrait DCM d’Atractylis flava

111-4-3 Hydrolyse acide

L’¢élucidation structurale des saponosides étant parfois difficile, il est donc utile de recourir
a des méthodes sélectives de clivage, afin d’avoir accés aux différents composants de la
molécule pour en faciliter I’élucidation structurale. L’hydrolyse acide est la méthode mise en
ceuvre, dans notre cas. Celle-ci est réalisée le plus souvent sur I’extrait brut enrichi en
saponosides pour ne pas détruire les saponosides purs isolés en quantités relativement faibles.
Cette hydrolyse clivant les liaisons osidiques conduisant aux génines et aux monosaccharides
constitutifs des saponosides. Elle permet de connaitre d'une part la nature des génines par
comparaison en CCM avec des témoins, et dautre part, de la nature des monosaccharides par
CCM comparativement a des témoins ainsi que de leur appartenance a la série D ou L apres

isolement et mesure de leur pouvoir rotatoire.
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I11-4-4 Caractérisation des produits obtenus

Les produits isolés ont été caractérisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques RMN
1D du proton et du carbone, RMN 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC, TOCSY,
HSQC-TOCSY, ROESY et NOESY), UV, IR, spectrométrie de masse haute résolution HR-
ESI, par hydrolyse acide, par la mesure du pouvoir rotatoire et par comparaison avec les

données de la littérature.

111-4-4-1 Caractérisation des flavonoides

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

6-hydroxykaempférol 6-méthyl éther 7-O-g-glucopyranuronoside (1)
(Atraflavoside A)

Ce compose est isolé sous forme d’une poudre jaune. Sa fluorescence jaune terne sous la
lumiére UV a 366 nm indique un squelette flavonol. 1l s’agit d’un nouveau flavonoide

glycosylé appelé Atraflavoside A.

Le spectre UV de ce composé (Figure I11.7) enregistré dans le méthanol présente deux
maxima d’absorption : la bande I a 364 nm correspondant au cycle B (cinnamoyle) et la bande

I1'a 256 nm correspondant au cycle A (benzoyle).

MeOH

Figure 111.7: Spectre UV du composé 1
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L’addition du trichlorure d'aluminium (AICl3) provoque un déplacement bathochromique
de 12 nm pour la bande Il et de 60 nm pour la bande I. Ce déplacement traduit la formation
d’un complexe d’AlCl; entre la fonction carbonyle en C-4 et I’hydroxyle en C-5 du cycle A.

La bande | étant inferieure a 435 nm, indique I’absence d’hydroxyle en C-8.

Le spectre IR (Figure 111.8) de ce composé montre des bandes d’absorption a 3413 cm™

(hydroxyle), 1651 cm™ (y-pyrone, C-4) et & 1608, 1580, 1510 cm™ (systéme aromatique).

2000
Wavenumber [cm-1]

Figure 111.8: Spectre IR du composé 1

Le spectre de masse, obtenu en mode positif par électrospray ESI (Figure 111.9), permet
d’observer plusieurs pics d’ions pseudomoléculaires & m/z 531 [M+K]", 553 [(M-H)+Na+K]"
et 569 [(M-H)+2K]". Le composé 1 a donc une masse moléculaire de 492 uma, soit une

formule brute en CoHy0013.

F7 (19-23) ,
12BR269 13 (0.243) Cm (11:34) [M-H+2K]* 1: TOF MS ES+
GO 569.1 4.15e3

[M-H+Na+K]*

553.2

[M+K]*

531.2

570.1

393.1 S

3771 4753
304.4 591.1

445
332.4361.1 420.3445.3|  go9.2 603.2 635.3 685.2701.2

721.4

253.0 5751 l L
Al b e nidl e L—. | R . o
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

ol
750

Figure 111.9 : Spectre de masse ESI-MS du composé 1
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Cette formule est confirmée par le spectre de masse réalisé en haute résolution HR-ESIMS
(Figure 111.10) montrant un pic a m/z 569,0101 (calc. C,,H19013K5, 569,0100).

El | Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -50.0, max = 200.0
Isolope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisolopic Mass, Odd and Even Electron lons
158 formula(e) evaluated with 1 results within limits (all resuits (up to 1000) for each mass)

7 [19-23]
12HR294 110 (3 467) AM (Top. 4. Ar.5000 0,622 S7.1.00.LS 10). S (Mn, 4x1.00). Sb (1,40 00 ). Sb (1.40.00 ). Cm (107:112) 1: YTOF MS ES+
531.0416 8.55¢3

wo‘

[M-H+2K]*

5690101

5320596 5530234
5150816

533.053¢ s54.0302 5700124
4851013  497.1777  S09.1352 ‘g‘s i | 545.1937 ( 75
- e DA R F - vz

469 1061 4751433
vrrprberrevbige TUNSOSBIRY | PPUT - Pl SEN
490 S00 ; S20 530 S40 S50 60 $30 590

-50.0
200.0

DBE - Formula

569.0101 569.0100 . - - €22 H19 013 3I9K2

-

Figure 111.10 : Spectre de masse HR-ESIMS du composé 1

Le spectre de RMN *H du composé 1 enregistré dans le CDsOD (Figure 111.11) exhibe un
systeme AxX; a 6y 8,15 (2H, d, J=8,9 Hz) et 64 6,93 (2H, d, J = 8,9 Hz), caractéristique d’un
noyau aromatique para-substitué, correspondant aux protons H-2/H-6' et H-3'/H-5'

respectivement. Plusieurs d’autres signaux y ont été observés tels que :

> Un signal a éy 6,95 sous forme d’un sigulet s’intégrant pour un proton correspondant soit
au proton H-6 ou H-8 du cycle A;

» Un proton anomérique a oy 5,15 (1H, d, J = 7,6 Hz);

» Un autre signal singulet s’intégrant pour trois protons a oy 3,92 correspondant a un

méthoxyle;

» Des signaux de protons osidiques entre 3,3 et 4 ppm.

HH F7 [19-23)] CD30OD

8 NE e

Figure 111.11: Spectre RMN *H du composé 1
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Les spectres RMN **C et DEPT 135 (Figures I11.12 et 111.13) révélent 22 signaux de
carbones repartis en 11 carbones quaternaires, 10 méthines et un méthoxyle. Le nombre
d’atomes de carbone égale a 22 confirme bien I’existence d’une structure flavonoidique

glycosylé comprenant :

» 15 atomes de carbone pour la génine (aglycone);
» 1 atome de carbone correspondant au groupement méthoxyle;

» 6 atomes de carbone pour la partie osidique.

carbones osidiques

k O-CH;

Figure 111.13: Spectre RMN **C DEPT 135 du composé 1
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L’élucidation structurale de ce composé repose principalement sur I’identification de

maniére séparée de I’aglycone et de la partie osidique.

Partie aglycone

A partir des protons déja identifiés par RMN *H, I’expérience HSQC permet de déterminer
les déplacements chimiques des carbones suivants : C-2'/C-6' (6¢ 129,6), C-3'/C-5' (6¢ 114,9)
et le méthoxyle a ¢ 60,1. La grande valeur du déplacement chimique de ce dernier suggere
que les deux positions ortho du noyau A sont substituées. 123 Ce qui conduit a placer le

groupement méthoxyle en position C-6 ou C-8.

L’analyse conjointe des spectres HMBC et NOESY (Figures 111.16 et 111.17) permet de

visualiser les corrélations suivantes entre:

> Les deux protons aromatiques du cycle B H-3’/H-5' et deux carbones quaternaires en J
résonant a d¢c 122,1 et 159,4 attribuables aisément aux carbones C-1' et C-4' oxygené
respectivement (Figure 111.14);

» Les deux protons H-2'/H-6'" et deux carbones quaternaires oxygénés a oc 147,8 et 159,4
s’accordant aux carbones C-2 et C-4' respectivement (Figures 111.14 et 111.15);

» Les protons du méthoxyle avec un carbone quaternaire a d¢c 132 ; ’absence de 1’effet NOE
entre ce méthoxyle et le proton H-2' ou H-6' du cycle B indique que la position C-8 est
non substituée, ce qui permet I’emplacement du méthoxyle au niveau du carbone C-6 (8¢
132) du cycle A (Figure 111.16).

R S

a3 s=2 S.3 B TR WA T W A WA T AR Ve 7o .9

Figure 111.14: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé 1
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Le spectre HMBC permet d’observer aussi des taches de corrélations entre le proton H-8
(6H 6,95) et le carbone C-6 déja assigné et d’autres carbones quaternaires résonant a d¢ 105,3,
151,8, 156,4 et 176,3 correspondant aux carbones C-10, C-9, C-7 et C-4 respectivement
(Figures 111.14 et 111.15).

Figure 111.16: Spectre NOESY du composé 1

Les carbones quaternaires oxygénés résonant a 8¢ 135,9 et 151,6 sur le spectre RMN *C

sont attribuables aux atomes de carbone C-3 et C-5.

Toutes ces données spectrales permettent d’identifier 1’aglycone comme étant le 6-

hydroxykaempférol 6-méthyl éther (Figure 111.17). 4

OH
'7-%»/0 o @
(e
o
| OH O
CHa

Figure 111.17: 6-hydroxykaempférol 6-méthyl éther

OH
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Partie osidique

L’expérience COSY H-H permet d’attribuer les protons de 1’unité osidique en révélant la
présence d’un systéme de spins a cing protons (Figures 111.18 et 111.19). On y observe les

corrélations entre:

» Le proton anomérique H-1" [d4 5,15 (d, J = 7,6 Hz)] et le proton H-2" [d4 3,63 (dd, J =
8,9;7,6H2)];

» Le proton H-2" et H-3" [64 3,54 (t, J = 8,9 HZ)] ;

» Le proton H-3" et H-4" [y 3,58 (m)] ;

» Le proton H-4" et H-5" [64 3,91 (t, J = 9,4 HZ2)].

Figure 111.18 : Corrélations COSY du sucre

Les constantes de couplage entre tous les protons sont toutes supérieures a 7 Hz indiquant

une position transdiaxiale de ces protons. Le proton H-5" qui résonne sous forme d’un doublet

avec une constante de couplage J = 9,4 Hz est caractéristique d’un acide glucuronique. 4°4¢!

H-1/ 2"
=

51 S50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33

Figure 111.19: Spectre COSY de la partie osidique du composé 1
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Les déplacements chimiques de leur carbone sont attribués a ¢ 100,5 (C-1"), 73,2 (C-2"),
76,3 (C-3"), 72 (C-4™), 75,2 (C-5") et 174,8 (C-6"), a partir de I’analyse des spectres RMN
13C et HSQC J-modulé (Figures 111.12 et 111.20). La grande valeur de la constante de couplage
entre les protons H-1"/H-2" (J = 7,6 Hz) indique qu’il s’agit d’un acide pB-D-

glucuronopyranoique.

H_ .'n (1_ _'u
e

H‘Z”‘C-Z“

N al-U -
H-5"/C-§ H-3"/C-3"

Figure 111.20: Spectres HSQC de la partie osidigue du composé 1

L’expérience de corrélation HMBC (Figure 111.21) confirme la nature du sucre par la
présence d’une tache de corrélation en 2J entre le proton H-5" et le carbonyle acide C-6" (5¢
174,8) (Figure 111.22).

Figure 111.21: Spectre HMBC du compose 1
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Figure 111.22 : Corrélation HMBC entre H-5" et C-6"

L’analyse du spectre NOESY (Figure 111.24) atteste de la position axiale des protons
osidiques par la visualisation d’effets nOe entre les protons H-1"/H-3", H-1"/H-5" et H-3"/H-
5" (Figure 111.23).

Figure 111.23 : Corrélations nOe

La corrélation en *Ju.c observée sur le spectre HMBC (Figure 111.21) entre le proton
anomere H-1" de 1’acide B-D-glucuronopyranoique et le carbone C-7 de 1’aglycone (cycle A)
permet de déterminer le branchement du sucre a ce carbone, cela est confirmé par 1’effet nOe

entre le proton H-8 et le proton anomérique H-1" (Figures 111.23 et 111.24).

Figure 111.24: Spectre NOESY du compose 1
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OH

Figure 111.25 : Corrélation HMBC H-1"/C-7

L’ensemble de ces données et la mesure du pouvoir rotatoire [a]p = — 51.4° (C = 0,35
g/100 ml, MeOH) permettent d’assigner pour le houveau composé 1 la structure suivante: 6-
hydroxykaempféerol 6-méthyl éther 7-O-p-glucopyranuronoside, appelée aussi Atraflavoside
A.

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé 1 sont regroupés dans le
tableau I11.1.

Tableau I11.1: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 1 dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (m,Jen Hz)
2 147,8 -
3 135,9 -
4 176,3 -
5 151,6 -
6 132 -
7 156,4 -
8 94,2 6,95 (S)
9 151,8 -
10 105,3 -
1' 122,1 -
2' 129,6 8,15 (d, 8,9)
3 114,9 6,93 (d, 8,9)
4' 159,4 -
5' 114,9 6,93 (d, 8,9)
6' 129,6 8,15 (d, 8,9)
6-OMe 60,1 3,92 ()

7-O-glucor-1" 100,5 5,15 (d, 7,6)
2" 73,2 3,63 (dd, 8,9; 7,6)
3" 76,3 3,57 (t, 8,9)
4" 72 3,58 (m)
5" 75,2 3,91(d, 9,4)
6" 174,8 -
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111-4-4-1-2 Elucidation structurale du composé 2

Isorhamnétine 3-O-[(6"**-O-E-feruloyl)-p-D-glucopyranosyl-(1—2)]--D-
galactopyranoside (2) (Atraflavoside B)

Ce composé est obtenu sous forme d’une poudre jaune visible en UV a 254 et 366 nm, il se
colore en jaune par pulvérisation de I’acide sulfurique et chauffage. Il s’agit d’un nouveau
flavonoide glycosylé appelé Atraflavoside B. La fluorescence violette sombre du composée 2
sous la lampe UV a 366 nm suggere qu’il s’agit d’une flavone ou flavonol substitué en 3 (3-
OR).

Le spectre d’absorption ultraviolette (Figure 111.26) enregistré dans le méthanol montre 3
bandes d’absorption a 250, 270, 330 nm, attestant de la présence d’un squelette flavonolique
acylé. L’addition de AICl3 provoque un déplacement bathochromique de la bande I (+72 nm),

indiquant la présence d’un OH libre en 5.

Figure 111.26 : Spectre UV du compose 2
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Le spectre IR de ce composé (Figure 111.27) montre des bandes d’absorption a 3383 cm™
(hydroxyle), 1705 cm™ (carbonyle), 1651 cm™ (y-pyrone, C-4) et & 1602, 1511 cm™ (systéme

aromatique).

1651 1602

1

2000
Wavenumber [cm-1]

Figure 111.27 : Spectre IR du composé 2

Le spectre de masse du composé 2 (Figure 111.28) enregistré en mode positif par ionisation
douce ESI exhibe deux pics pseudomoléculaires & m/z 839 [M+Na]" et 855 [M+K]", soit une

masse moléculaire de 816 uma, correspondant a la formule brute CzgH4002.

F7 (11-15)-2 [M+INa]*

12BR267 33 (0.616) Cm (27:45)
100,

1: TOF MS ES+
839.3 4. 14e4

8403

[M-+K]+
855.3

A m/z
9S00 1000 1100 1200 1300

Figure 111.28 : Spectre de masse ESI-MS du composé 2

Le spectre de masse HR-ESIMS (Figure 111.29) du composé 2 présente un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z 839,2017 (calc. C3gH40020Na, 839,2011).
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis
Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min = -50.0, max = 200.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Odd and Even Electron lons
60 formula(e) evaluated with 1 results within kimits (all results (up to 1000) for each mass)
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839.2017 839.2011 0.7 . C38 H40 020 Na

Figure 111.29 : Spectre de masse HR-ESIMS du composé 2

Le spectre RMN *H (Figure 111.30) du composé 2 enregistré dans le CD;OD montre des
signaux de plusieurs protons aromatiques résonant entre 6,10 et 7,80 ppm et de protons

osidiques sortant entre 3,30 et 5,30 ppm.

HH F7 [11-5]-2 CDZOD protons osidiques

3.3-5.3 I)Jf)l

protons aromatiques

6.1 — 7.8 ppm

Ll Al

T T
4.5 4.0

ff J(Jf’ J} fjfj// /
| L

Figure 111.30 : Spectre RMN *H du composé 2

L’analyse structurale des spectres de RMN *H (Figure 111.32), COSY H-H (Figure 111.34)

du composeé 2 révéle:

» Deux signaux a oy 6,19 et oy 6,11 d’intégration 1H chacun sous forme de doublet. La
valeur des constantes de couplage entre ces protons (J = 2 Hz) indique que le couplage est

de type méta.
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Selon le spectre COSY ces deux protons appartiennent a un méme systéme de spins,

correspondant aux protons H-6 et H-8 du cycle A du flavonol (Figure 111.31).

HO 0
3

OH

Figure 111.31 : Corrélation COSY entre H- 6 et H-8 du cycle A

NN G
Figure 111.32: Spectre RMN "H du composé 2

» Trois protons aromatiques a 6y 7,76 (d, J =2 Hz), 6,89 (d, J = 8,4 Hz) et 7,74 (dd, J = 8,4 ;
2 Hz), dont les constantes de couplage attestent qu’ils forment un systtme ABX & trois
protons caractéristiqgue d’un noyau aromatique 1',3',4'-trisubstitué, qui est le cycle B du

flavonol. Ces protons sont respectivement attribués a H-2', H-5" et H-6" (Figure 111.33).

Figure 111.33 : Corrélation COSY entre H- 2', H-5" et H-6" du cycle B
58




Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

IH F7 [11-5]-2 CDIOD COSY H —un
' -7
'

&D.
H-6'H-5'

SR M 6'/H-2'

T T T T T y T T T T T T T T T T T T T
78 7.7 76 75 74 73 72 714 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1 60

Figure 111.34: Spectre COSY du composé 2

En plus de ces signaux, le spectre RMN *H (Figure 111.35) permet de visualiser :

» Deux méthoxyles a 6y 3,95 et 3,81,

» Deux protons anomériques résonant a 6y 5,27 (d, J = 7,6 Hz) et 4,54 (d, J = 7,6 Hz);

» Des amas de signaux entre 3,30 et 4,50 ppm attribuables aux protons d’aux moins de deux

Sucres.

HH F7 [11-5]—-2 CDIOD

r i fJ(ffﬂ 3

Figure 111.35: Spectre RMN *H du composé 2

Il est également observé (Figures 111.32 et 111.34):

» Un deuxiéme systéme ABX constitué par trois protons aromatiques apparaissant a dy 6,86
(d, J=1,9 Hz), 6,70 (d, J = 8,1 Hz) et 6,77 (dd, J = 8,1; 1,9 Hz). Selon le spectre COSY
ces trois protons appartiennent a un méme systeme de spins, correspondant aux protons H-

2", H-5"" et H-6"" d’un autre noyau aromatique;
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» Deux protons oléfiniques détectés a 6y 7,34 (d, J = 15,9 Hz) et 6,07 (d, J = 15,9 Hz),
corrélant sur le spectre HSQC avec les carbones résonant a oc 1454 et 1134
respectivement. La grande valeur de la constante de couplage indique une géométrie trans
de la double liaison (Figure 111.36).

G

H

%

Figure 111.36 : Géométrie trans de la double liaison

Les spectres RMN **C et DEPT du composé 2 (Figures 111.37 et 111.38), permettent de

compter 38 signaux correspondant a 38 atomes de carbone qui sont répartis comme suit:

» Deux carbonyles a 6c 178,3 et 167,5 correspondant aux C-4 et carbonyle d’un ester;
12 carbones aromatiques oxygéneés résonant entre 133 et 165 ppm;

8 CH aromatiques entre 93 et 123 ppm;

YV V V

Dix CH résonant entre 68 et 103 ppm correspondant aux carbones de deux unités
osidiques;

> Deux méthoxyles (OCHg;) détectés a dc 55,4 et 56;

» Deux CH éthyléniques a ¢ 113,4 et 145,4;

» Deux groupements oxymethylenes a 6¢ 60,5 et 63,1.

HH F7 (11-5)-~2 CD30OD 13C

carbones osidiques

(‘_9 "

adl %
| C-50)7 U

Figure 111.37: Spectre RMN **C du composé 2
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HH F7 [(11~-°%

Figure 111.38: Spectre RMN **C DEPT 135 du composé 2

L’analyse combinée des spectres HMBC et HSQC (Figures 111.39, 111.40 et 111.41) a permis

I’¢laboration de la structure des parties suivantes :

La partie aglycone

>

Les protons H-6 et H-8 du cycle A déja identifiés couplant en HSQC avec leur carbone a
8¢ 98,9 et 93,6 corrélent sur le spectre HMBC en 2J avec un carbone aromatique oxygéné

a dc 165,8 (C-7) eten %3 avec un carbone aromatique quaternaire a 5¢ 103,9 (C-10).

Les carbones C-5 (8¢ 161,5) et C-9 (8¢ 156,9) sont identifiés suite aux corrélations qu’ils
présentent en %J avec les protons H-6 et H-8 respectivement.

Les deux protons aromatiques H-2' et H-6' du cycle B corrélent en HSQC avec leur
carbone résonant a 8¢ 112,4 (C-2') et 123,5 (C-6"). Ils couplent en HMBC en 3J avec un
carbone quaternaire oxygéné C-2 (d¢c 156,5). Son déplacement chimique confirme que le
composé 2 est un flavonol substitué en C-3. 47!

Les protons H-2' et H-5' correlent en HMBC avec 2 carbones quaternaires a 6c 149,5 et
122,1 attribuables aux carbones C-4' et C-1'. Le déplacement chimique du carbone C-5'
(6c 114,8) est déterminé par expérience HSQC.

Le déplacement chimique du carbone C-4 est localisé a ¢ 178,3 suite a la corrélation qu’il
présente en *J avec le proton H-8.

Le déplacement chimique ¢ 133,5 est attribuable a priori au carbone C-3.
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H-& H-2"" JH-s H-8H-6

H-8/C-6
H-8/C-10 3
O

Figure 111.40: Spectre HMBC du composeé 2

Le carbone aromatique du cycle B porteur du groupement méthoxyle (64 3,95/8¢ 55,6) est
assigné a 8¢ 147,2 suite aux corrélations hétéronucléaire longue distance en 3J qu’il présente
avec les protons de ce méthoxyle et le proton aromatique H-5' (Figure 111.41). L’absence
d’une corrélation entre H-6 et le carbone substitué par le groupement méthoxyle implique

qu’il s’agit du carbone C-3’. Ceci indique que le OH en position C-4'est libre.
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F7 [11-5])~-2 TD30OD HMBC

Figure 111.41: Spectre HMBC du composé 2

A ce stade d’analyse, tous les protons et carbones des cycles A, B et C sont caractérisés. La

partie aglycone du flavonol est identifiée a I’isorhamnétine (Figure 111.42). [148]

OCH;

OH O
Figure 111.42 : Isorhamnétine

Partie osidique

A partir du proton anomérique H-1" sortant a 6y 5,27 (d, J = 7,6 Hz), I’analyse des spectres
COSY et TOCSY (Figures 111.43, 111.44 et 111.45), permet de repérer un systeme de spins a
sept protons attestant ainsi de la présence d’un hexose. Le proton H-2" est localisé a oy 4,04
(dd, J =9,6; 7,6 Hz) suite aux couplages qu’il présente en COSY avec H-1"et H-3". Le proton
H-3" résonne a oy 3,72 (dd, J = 9,6 ; 3,5 Hz) et le proton H-4" dont le signal sort a 6y 3,82
(dd, J =3,5; 3,4 Hz). La petite valeur de la constante de couplage entre les protons H-3" et H-
4" (Jg-4~ = 3,5 Hz) met en évidence une position équatoriale du proton H-4". Le proton H-5"
[0n 3,4 (m)], couple avec le proton H-4" et avec deux protons géminés H,-6" [o4 3,52 (dd, J =
11,3 ; 6,3 Hz), H-6"b et 64 3,59 (dd, J = 11,3 ; 5,9 Hz), H-6"a]. Les valeurs des constantes de
couplage entre tous les protons de cette unité osidique sont caractéristiques d’un B-D-

galactose.
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HH F7 [(11-5]-2 CD30OD COSY

~5.0

5.2
o

1.2 x -5.4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 ppn

Figure 111.43: Spectre COSY de la partie osidique du composé 2

L’analyse de ces spectres révéle aussi un deuxiéme systéme de sept spins d’un autre
hexose a partir du deuxieme proton anomérique H-1" résonant a oy 4,77 (d, J = 7,6 Hz). Les
correlations suivantes ont été observées : H-1"/H-2" [6y 3,42 (dd, J =9,1; 7,6 Hz), H-2™], H-
2"/H-3" [04 3,46 (t, J = 9,1 Hz), H-3"1, H-3"/H-4" [64 3,38 (t, J = 9,1 Hz), H-4"], H-4™/H-
5" [6y 3,64 (ddd, J = 9,1; 5,6; 3 Hz), H-5"] et H-5"/H,-6" [6n 4,42 (m), H,-6™], Les
constantes de couplage vicinales entre les protons H-1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-5"" toutes
supérieures a 7 Hz, indiquent des positions trans-diaxiales entre ces protons, caractéristiques

d’un B-D-glucose.

Figure 111.44: Corrélations TOCSY des sucres
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HH F7 (11-5]-2 CC30C TI)CSYI

T il
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" @ y (4"
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Figure 111.45: Spectre TOCSY de la partie osidique du composé 2

L’analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure 111.46) permet d’identifier les carbones des

deux sucres identifiés aux galactose et glucose.

HH F7 [11-5)-2 CD30OD {S

mejdl

— -2 C-2"

e T T T T

T T T T T T T
410 405 400 395 390 385 380 375 3.70 365 3.60 355 350 345 340 335

Figure 111.46: Spectre HSQC de la partie osidique du composé 2
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Partie acyle

Le proton éthylénique H-8"" repéré a oy 6,07 (d, J = 15,9 Hz) corréle en HMBC (Figures
I11.47 et 111.48) avec un carbone méthine CH-7"" (d¢c 145,4) et deux carbones quaternaires
résonant a 167,5 et 125,9 ppm. La distinction entre ces deux carbones est facile car il s’agit
d’un carbonyle C-9"" (8¢ 167,5) et un carbone aromatique C-1"" (5¢ 125,9).

H-7""/C2""

H-7""/C-8"" =
H-7""/C-6""

H-7""%C-1"" H-8"" CQ.I

"e

H-6""/C-7'"" Mt o 2
. H-2"Y (-_—nva O H-5 [C-3 O
2 : 4 < H-8""/C-7™
=Sy

H (o= LAl

Figure 111.48: Corrélations HMBC de la partie acyle

L’analyse du spectre HSQC de la partie acyle (Figure 111.49) permet d’attribuer les
déplacements chimiques des carbones C-2"" (8¢ 109,9), C-5"" (8¢ 114,9), et C-6"" (3¢ 122,5)
dont les protons ont été deja identifiés (Figures 111.32 et 111.34).
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78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 6.1

Figure 111.49: Spectre HSQC de la partie acyle du composeé 2

Le spectre HMBC (Figures 111.47 et 111.48) montre également des taches de corrélation
entre le 2°™ proton oléfinique H-7"" détecté a 84 7,34 (d, J = 15,9 Hz) et cinq carbones C-2""
(6¢ 109,9), C-8"" (6¢c 113,4), C-6"" (3¢ 145,4), C-1"" (8¢ 125,9) et C-9™ (8¢ 167,5).

Il est observé aussi sur le spectre HMBC (Figures 111.47 et 111.48) des taches de corrélation
entre les protons H-2"", H-5"" et H-6"" avec un carbone quaternaire oxygéné résonant a dc

149,1 ne pouvant étre que le carbone C-4"" porteur d’un OH libre.

Les protons aromatiques H-2"" et H-5"" ainsi que les protons du deuxiéme groupement
méthoxyle (64 3,81/6¢ 54,8) corrélent en HMBC avec un carbone résonant a 147,7 ppm
correspondant au carbone C-3"". Ce qui permet de localiser le deuxiéme méthoxyle sur le
carbone C-3"" du groupement acyle (Figures 111.41, 111.47 et 111.48).

Toutes ces analyses spectroscopiques permettent d’attribuer la structure suivante a I’unité

acyle comme étant E-feruloyle (Figure 111.50). (249150

OCH,

OH

0

TN

0
Figure 111.50 : E-feruloyle
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L’analyse du spectre HMBC (Figures I111.51 et 111.52) permet de déterminer I’enchainement

des deux unités osidiques: B-D-galactose et B-D-glucose et 1’unité feruloyle.

En effet, I’expérience HMBC montre le couplage entre les deux protons Hy-6" (o4 4,42,
m) du B-D-glucopyranosyle et le carbonyle résonant a 6c 167,5 (C-9""), confirmant ainsi la
substitution en C-6" par un groupement feruloyle (Figures 111.51 et 111.52).

La corrélation observée entre le proton anomérique H-1"" (84 4,77) du B-D-glucose et le
carbone C-2" (6¢ 80,6) du f-D-galactose permet d’établir le séquengage des sucres constituant
la partie osidique. Le deblindage de ce carbone indique I’existence de la liaison

interglycosidique entre ces deux oses (1""—2"), 1% 152

L’observation d’une tache de corrélation entre le carbone C-3 (5¢ 133,5) du flavonol et le
proton anomérique H-1" (8 5,27) du B-D-galactose, confirme le point de branchement en C-3

entre 1’aglycone et la partie osidique (Figures 111.51 et 111.52).

"

Figure 111.52: Spectre HMBC du compose 2
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L’analyse du spectre NOESY (Figures 111.53 et 111.54) permet de visualiser les corrélations
a travers 1’espace entre les protons :
» H-7""[H-2"" et H-2""/O-CHj3 (C-3"") de I’unité feruloyle et H-2'/0-CHj3 (C-3") du noyau B,
confirmant les attributions de ces deux groupements méthoxyles;

» H-1" du B-D-glucose et H-2" B-D-galactose traduisant leur attachement ainsi que leur

proximité dans 1’espace.

Figure 111.54: Spectre NOESY du compose 2

L’ensemble de ces données et la mesure du pouvoir rotatoire [a]p = — 31,2° (C = 0,2 g/100

ml, MeOH) permettent d’assigner pour le composé 2 la structure nouvelle suivante:
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Isorhamnétine  3-O-[(6™-O-E-feruloyl)-B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-B-D-galactopyranoside,

appelé aussi Atraflavoside B.

Le tableau I11.2 contient tous les déplacements chimiques des protons et carbones du

composeé 2.

Tableau 111.2 : Déplacements chimiques RMN *H et **C de 2 dans CD;0D

Position oc (ppm)

2 156,5

3 133,5

4 178,3

5 161,5

6 98,9

7 165,8

8 93,6

9 156,9

10 103,9

1 1215

2' 1124

3 147,2

4 149,5

5' 114,8

6' 1235
3'-OMe 55,6
3-O-galc-1" 99,7
2" 80,6

3" 73,3

4" 68,7

5" 75,5

6" 60,5
2"-O-glc-1" 104,2
2" 74,5
3" 76,4
4" 70,4
5" 74,3
6" 63,1

oy (m, Jen Hz)

6,11 (d, 2)
6,19 (d, 2)
7,76 (d, 2)

6,89 (d, 8,4)
7,74 (dd, 8,4; 2)
3,95 (s)

5,27 (d, 7,6)
4,04 (dd, 9,6; 7,6)
3,72 (dd, 9,6 ; 3,5)
3,82 (dd, 3,5 ; 3,4)
3,40 (M)

3,52 (dd, 11,3 ; 6,3) H-6"b
3,59 (dd, 11,3 ; 5,9) H-6"a

4,77 (d, 7,6)
3,42 (dd, 9,1; 7,6)
3,46 (t,9,1)
3,38 (t,9,1)
3,64 (ddd, 9,1;5,6; 3)
4,42 (m)
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Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
6"-Feruloyl-1"" 125,9 -
2" 109,9 6,86 (d, 1,9)
3 147,7 -
4™ 149,1 -
5" 114,9 6,70 (d, 8,1)
6" 1225 6,77 (dd, 8,1; 1,9)
™ 145,4 7,34 (d, 15,9)
g™ 113,4 6,07 (d, 15,9)
9" 167,5 -
3"-OMe 54,8 3,81 (s)

111-4-4-1-3 Elucidation structurale du composé 3

Vicenine 3 (3)

Le composé 3 est obtenu sous forme d’une poudre jaune, soluble dans le méthanol. La
fluorescence violette sombre a la lumiere UV (A = 366 nm) et la coloration jaune aprés
révélation par une solution acide et chauffage laisse supposer qu’il s’agit d’une flavone ou
flavonol 3-OR.

Son spectre UV (Figure 111.55) enregistré dans le méthanol montre deux maxima
d’absorption : la bande I vers 332 nm correspondant au cycle B et la bande II vers 272 nm
correspondant au cycle A. L’addition d’AlCI; provoque un déplacement bathochromique de
32 nm pour la bande 1l et de 18 nm pour la bande 1. Ce déplacement traduit la présence d’une

fonction -OH en C-5 du cycle A.
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_AIC1s

~ DM eOH

Figure 111.55: Spectre UV du composé 3

Le spectre de masse du composé 3 (Figure 111.56) obtenu en mode positive par ionisation
douce ESI, présente deux pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na]" a m/z 587 et [2M+Na]" a
m/z 1151, soit une masse moléculaire de 564 correspondant a une formule brute CysH25014.

F3 [59-62]4 e
128BR268 9 (0.168) Cm (8:13) [M+INa]
100, Sor=

[2M+Nal*+

11515

1152.5
I589.3
_617.3

Ll 1 LLLL;& 5 A
600 700 800 9S00 1000 1100 1200

7493 1153.5

Figure 111.56: Spectre de masse ESI-MS du composé 3

Comme pour les produits 1 et 2 décrits précédemment, I’ensemble des informations
recueillies & partir des spectres RMN *H (Figure 111.57) COSY (Figure 111.58) et HSQC
(Figure 111.59) révele que ce composé fait également partie de la classe des flavonoides,
surtout en raison de la présence des signaux de protons aromatiques a 6y 7,92 (2H, d, J = 8,8
Hz) et a 64 6,97 (2H, d, J = 8,8 Hz), indiquant la présence d’un systéme A,X, au niveau du
cycle B, correspondant aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' respectivement. Leurs carbones
sont assignés, en prenant en considération leurs taches de corrélation observées sur le spectre
HSQC, a 8¢ 128,4 (C-2/C-6") et a 8¢ 115,7 (C-3'/C-5") (Figure 111.59).
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|

_1'" /’l { "
protons osidigues

Figure 111.57: Spectre RMN *H du composé 3

Un autre signal d’intégration 1H sous forme d’un singulet fin observé a oy 6,66. Son
carbone résonne a oc 102,5 selon I’expérience HSQC (Figure 111.59). Les valeurs des

déplacements chimiques laisseraient supposer qu’il s’agit du proton H-3.

Figure 111.58: Spectre COSY du composé 3

L’absence des signaux des protons H-6 et H-8 sur le spectre RMN *H en comparaison avec
les produits 1 et 2 identifiés précédemment, indique que les positions 6 et 8 de cette flavone

sont substituées.
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Figure 111.59: Spectre HSQC du composé 3

Le spectre RMN *3C du composé 3 (Figure 111.60) montre la présence des signaux de
carbones aromatiques résonant entre 100 et 185 ppm et de carbones osidiques sortant entre 60
et 85 ppm. L’absence de signaux entre 90 et 100 ppm, zone habituelle des carbones méthine
CH-6 et CH-8 du cycle A, confirme la substitution des positions C-6 et C-8.

Carbone osidiques

Figure 111.60: Spectre RMN **C du composé 3

L’expérience HMBC conduit a 1’établissement des principaux couplages hétéronucléaires
C-H longue distance du composé 3. En effet, ce spectre (Figures 111.61 et 111.62) permet de

visualiser les corrélations suivantes :
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> Les protons équivalents H-2' et H-6' corrélent en 2J avec les carbones C-3' et C-5' et en *J
avec C-6', C-2' et deux carbones quaternaires, 1’'un oxygéné a oc 161,5 (C-4") et I’autre
éthylénique oxygéné a 165 ppm (C-2);

» Les protons H-3' et H-5' couplent en 2J avec C-2', C-6' et en 3J avec C-5', C-3', C-4' et en
*J avec C-2 déja identifiés et un carbone aromatique quaternaire détecté a 5c 122,1 (C-1";

> Le proton oléfinique H-3 corréle en *J avec le carbone quaternaire déja assigné C-1' et
avec un autre carbone quaternaire résonant a 6¢c 103,9 correspondant au carbone C-10, et
en 2J avec le carbone quaternaire éthylénique C-2 et un carbone du carbonyle C-4 (3¢
182,8) (Figure 111.61).

Figure 111.61: Corrélations HMBC

2 F3 [SSJFDI—< cD3Do k3’

H-o6" Hl5'

H-3

H-3', 5"/ C-5",3"
- GOH-3/ C-14

GCOH-3/C-1'
H-3',57C-2',6"
H_3'. 5' C‘__"

. SH-3/C2|

H-3',57C-2 cH-3/C-4

L2
7O s.S

Figure 111.62: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé 3
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A ce stade d’analyse, la partie aglycone du composé 3 est identifiée comme eétant

I’apigénine substituée en C-6 et C-8 (Figure 111.63). ***

OH O
Figure 111.63: Apigénine substituée en C-6 et C-8

L’expérience COSY H-H (Figures 111.64 et I11.65) permet I’identification de deux unités
osidiques par 1’observation des corrélations entre les différents protons.

Partant du proton anomeére H-1" [64 5,02 (d, J = 8,9 Hz)], un systéme de sept spins d’un
hexose est visualisé sur le spectre COSY :

» H-1"/H-2" [64 4,08 (t, J = 8,9 H2)] ;

» H-2"/H-3" 64 3,55 (t, J = 8,9 Hz)] ;

» H-3"/H-4" [64 3,57 (t, J = 8,9 Hz)] ;

» H-4"IH-5" [84 3,48 (M)] ;

» H-5"/H,-6" [6y 3,84 (dd, J = 12,2 ; 3,7 Hz, H-6"b)/ 84 3,90 (dd, J = 12,2 ; 2,4 Hz, H-

6"a)].
Les grandes valeurs des constantes de couplage entre les protons H-1"/H-2"/H-3"/H-4"/H-

5" montrant la position trans-diaxiale de ces protons sont caractéristiques d’un -D-glucose.

ter oy rer 5.0

3.9 3.3 37 3.6 35 34 Z3 ppm

Figure 111.64: Spectre COSY de la partie osidique du composé 3
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Figure 111.65 : Correélations COSY du B-D-glucose

En plus, le spectre COSY exhibe un autre systéme de spins a six protons appartenant a un
pentose dont I’anomeére résonne a 6y 5,00 (d, J = 9,1 Hz). Le proton H-2" [644,08 (t, J =9,1
Hz)] couple avec le proton H-3" [84 3,51 (t, J = 9,1 HZz)], lui-méme correle avec le proton H-
4™ résonant a oy 3,55 (m). Ce dernier couple avec deux protons géminés H,-5"' [64 4,12 (dd, J
= 11,2; 5,5 Hz; H-5™a) et 64 3,42 (t, J = 11,2 Hz; H-5"b)]. Les valeurs des constantes de
couplage sont toutes supérieures a 7 Hz indiquent une position trans-diaxiale de ces protons,

caractéristiques d’un B-D-xylose (Figure 111.66).

Figure 111.66: Corrélations COSY du B-D-xylose

Les carbones de ces deux sucres sont identifiés par expérience HSQC (Figure 111.67).

Figure 111.67: Spectre HSQC de la partie osidique du composé 3
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La stéréochimie de la partie osidique (B-D-glucose et B-D-xylose) de ce composé est

confirmeée par analyse du spectre NOESY (Figure 111.68) qui montre les effets nOe entre les

protons:
» H-1"/ H-5" du B-D-glucose ;
» H-1"/ H-3" et H-1"/H-5""b du B-D-xylose.

|
!
u
{
|
|
|
|
|
|

j}m/‘.o-qw_ SO T . ;

¢ |

5.0 49 48 4.7 46 as 4.4 43 a2 an 40 33 38 37 3.6 35 3.4

Figure 111.68: Spectre NOESY du compose 3

L’emplacement des deux sucres en C-6 et C-8 est établi par analyse des corrélations
hétéronucléaires observées sur le spectre HMBC (Figures I11.69 et 111.70) entre :
» Le proton H-1" du B-D-glucose et les carbones C-5 (¢ 159), C-6 (6¢ 107,2) et C-7 (8¢

162);
» Le proton H-1"" du B-D-xylose et le carbone C-7, C-8 (6¢c 103,7) et C-9 (6¢ 155).
HO
OH

Figure 111.69:Corrélations HMBC entre les protons anoméres et I’aglycone

Le déplacement chimique des carbones anomériques C-1" et C-1" déterminé a oc 74,6
atteste que cette flavone est I’apigénine di-C-glycosylée en positions C-6 et C-8.
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Figure 111.70: Spectre HMBC du composé 3

Tous les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau 111.3) assignés
conjointement par les expériences COSY H-H, HSQC et HMBC ainsi que la valeur du
pouvoir rotatoire ([a]p = + 11,42°, C= 0,175 ¢g/100 ml dans MeOH), et par comparaison avec
les données de la littérature, ™ permettent d’identifier le composé 3 & la vicenine 3 isolé
antérieurement de I’espéce Carex distachya Desf. de la famille Cyperaceae. ™ Elle a été

isolée pour la premiere fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.3: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 3 dans CD;0D

position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

2 165 -

3 102,5 6,66 ()

4 182,8 -

5 159 -

6 107,2 -

7 162 -

8 103,7 -

9 155 -

10 103,9 -

1' 122,1 -

2' 128,4 7,92 (d, 8,8)
3' 115,7 6,97 (d, 8,8)
4' 161,5 -

5' 115,7 6,97 (d, 8,8)
6' 128,4 7,92 (d, 8,8)
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position oc (ppm) oy (m,Jen Hz)

6-C-glc-1" 74,6 5,02 (d, 8,9)
2" 71,9 4,08 (t, 8,9)
3" 78,1 3,55 (t, 8,9)
4" 69,7 3,57 (t, 8,9)
5" 81,2 3,48 (m)
d 06 3sa 12240 He

8-C-xyl-1" 74,6 5,00 (d, 9,1)
2" 71,7 4,08 (t,9,1)
3" 78,8 3,51 (t,9,1)
4" 70,3 3,55 (m)

4,12 (dd, 11,2 ; 5,5) H-5""a

> 70,5 3,42 (t, 11,2) H-5"b

111-4-4-1-4 Elucidation structurale du composé 4

Schaftoside (4)

Le spectre UV (Figure 111.71) du composé 4 montre des absorptions maximales a 272 et

334 nm, caractéristiques d’un flavonoide de type flavone ou flavonol substitué en 3 (3-OR).

MeOH

400,00

Figure I11.71: Spectre UV du compose 4

80



Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

Le composé 4 possede la méme masse moléculaire que le produit 3 décrit précédemment,
au vu des spectres de masse ESI* obtenus par ionisation douce qui montrent les méme pics
d’ions pseudomoléculaires & m/z = 587 [M+Na]" et 1151 [2M+Na]* correspondant a une

méme formule brute CsH,5014 (Figure 111.72). 11 s’agit donc de deux isomeres.

F3 (46-52)-3 A «
12BR270 S5 (1.025) [R'I+N']]+ 1: TOF MS ES+
587.1

100 1.72e3

[2ZM+Na]*
11512
isas.1
396.5
424.5 5691 |
his2.3

4752

4 ‘f’&z 9.2 1153.3
VULl d g l
400

500 600 700 800 900 1200

Figure 111.72: Spectre de masse ESI-MS du composeé 4

Les spectres RMN *H et *3C (Figures 111.73 et 111.74) sont trés voisin & ceux du composé 3
particulierement au niveau de la région aromatique. En effet, on reconnait pratiquement tous
les protons de 1’aglycone (apigénine disubstituée) sur les spectres RMN *H et COSY (Figures
[11.73 et 111.75) par la présence des signaux d’un systéme A,X; au niveau du cycle B a 8y 7,92
(2H, sl non résolu) et 64 6,94 (2H, d, J = 8,6 Hz), correspondant aux protons H-2'/H-6' et H-
3'/H-5' respectivement. Un autre signal sous forme d’un singulet est observé a 6y 6,64 (1H, s)
attribuable au proton H-3. Des signaux entre 3,3 et 4,2 ppm sont attribués aux protons d’aux

moins de deux unités osidiques.

HH F3 [46-52]-3 CD30D

protons osid}

-

- wd M/
VR W T

e T
5.5 5

EEREREIEREE]

———
3.0 2

Figure 111.73: Spectre RMN “H du composé 4
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Y

HH F3 [46-52]-3 CD30OD 13C

Figure 111.75: Spectre COSY du composé 4

Bien que le composé 4, ait une structure similaire a celle du produit 3 (isomeres), dont la
différence se situe au niveau de la partie osidique, il est impératif d’identifier la nature des
unités osidiques et de déterminer leurs positions sur le cycle A.

En tenant compte des signaux des deux protons anomeres H-1" et H-1", le spectre COSY
H-H, permet d’identifier les sucres comme étant B-glucopyranose et a-arabinose. La seule
différence notable entre 3 et 4 réside au niveau de la position du proton H-4"" du pentose (a-
arabinose). Les attributions des carbones osidiques ont été assignées par expérience HSQC
(Tableau 111.4). Le blindage du carbone C-3" (8¢ 74,3) de ce composé comparativement au
méme carbone du composé précédent 3 (3¢ 78,8) confirme bien qu’il s’agit d’un arabinose et

pas du xylose. [*°]
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Les points de branchements des sucres sont déterminés par expérience HMBC (Figure
[11.76). Cette derniére montre des corrélations entre :
» Le proton H-1" du glucose et le carbone C-6;

» Le proton H-1" de I’arabinose et le carbone C-8.

Figure 111.76: Corrélations HMBC

Les spectres RMN *H et **C de ce composé dans le CD;OD (Figures 111.73 et 111.74)
présentent une mauvaise résolution. Pour cela, ces spectres ont été refaits dans le DMSO-d6
(Figures 111.76.1 et 111.76.2) a T= 45 °C, malheureusement le méme phénoméne persiste.
Cette mauvaise résolution pourrait étre expliquée par la présence de deux isomeéres en
mélange. Mais ce phénomeéne a déja été signalé pour les flavonoides C-glycosylés pour
lesquels des mesures & 100-120 °C dans le DMSO-d6 sont préconises afin d’ameliorer

I’apparence des spectres RMN *H et *C. [157.158]

hiqu es

|
L

3 2 1 Ppm

Figure 111.76.1: Spectre RMN "H du composé 4 dans le DMSO-d6
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carbons osidiques

Figure 111.76.2: Spectre RMN **C du composé 4 dans le DMSO-d6

Les données spectrales établies, en plus de la valeur du pouvoir rotatoire ([a]p = + 45,4°,
C=0,14 ¢/100 ml dans MeOH), et la comparaison avec les données de la littérature
permettent d’identifier le composé 4 au schaftoside, ™*% antérieurement isolé des espéces

Atractylis carduus, ! Centaurea hierapolitana ™ et C. horrida ™ de la famille Asteraceae.

Tableau 111.4: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 4 dans CD;0D

position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

2 165,1 -
3 102,4 6,64 (s)
4 182,9 -
5 159,9 -
6 108,5 -
7 162 -
8 103,8 -
9 1545 -
10 103,8 -
1 121,8 -
2' 128,6 7,92 (sl)
3 115,7 6,94 (d, 8,6)
4 161,4 -
5' 115,7 6,94 (d, 8,6)
6' 128,6 7,92 (sl)

6-C-glc-1" 75,5 5,00 (sl)
2" 70,8 4,04 (sl)

84



Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

position oc (ppm) oy (m,Jen Hz)
3" 78,9 3,52 (m)
4" 70,1 3,58 (m)
5" 81,2 3,47 (m)
" 3,90 (dlI, 11,3) H-6"a
6 616 3,E§6 (m) H)-6"b
8-C-ara-1" 73,7 5,00 (sl)
2" 69,5 3,50 (m)
3" 74,3 3,72 (dl, 7,3)
4" 69,0 3,50 (m)
4,11 (t, 12,1) H-5™a
5 1,2 3,8(2 (m) I-)|-5"'a

111-4-4-1-5 Elucidation structurale du composé 5

OCHj

Isorhamnétine 3-O-robinobioside (5)

Ce produit se présente sous forme d’une poudre jaune, la fluorescence noire sombre a 366
nm et le profil de son spectre UV enregistré dans le MeOH (Figure I11.77) sont
caractéristiques d’un flavonol substitué en 3 (3-OR) avec des maxima d’absorption a 352 nm
(Bande I) et 254 nm (Bande II).

MeOH

Figure 111.77: Spectre UV du composé 5
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La formule brute C,gH3,016 du composé 5 a été déterminée sur la base des analyses de
spectrométrie de masse et de résonance magnétique nucléaire (RMN H et C).
Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure 111.78) montre un pic d’ion pseudo-

moléculaire & m/z 647 [M+Na]" soit une masse de 624 uma.

AFT /
11BR 564 28 (0.522) [M+Na]* 1: TOF MS ES+

100 647.1 2.50e3

Figure 111.78: Spectre de masse ESI-MS du composé 5

Le spectre RMN **C (Figure 111.79) révéle la présence de 28 signaux correspondant aux 15
carbones aromatiques, 12 carbones osidiques et un méthoxyle.

HH-AF7 CD3OD 13C

carbones osidiques

Figure 111.79: Spectre RMN **C du composé 5

Les données des spectres RMN *H et **C (Tableau 111.5), montrent que le composé 5 est un
flavonoide diglycosylé. En effet le spectre RMN *H de ce composé (Figure 111.80), présente

des signaux des protons aromatiques suivants :
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» Les protons résonant a oy 6,20 (d, J = 2 Hz) et a 64 6,40 (d, J = 2 Hz), sont attribuables

aux protons H-6 et H-8 du cycle A, respectivement ;

» Au niveau du cycle B, le proton H-6' [0y 7,62 (dd, J = 8,5; 1,8)] correle en ortho avec
le proton H-5' [64 6,93 (d, J = 8,5 Hz)] et en méta avec le proton H-2' [64 8,05 (d, J =
1,8 Hz)], ceci montre que le noyau B est trisubstitué.

On observe aussi sur le spectre RMN *H un méthoxyle a & 3,99. La localisation de ce
méthoxyle en C-3' a été confirmée par I’expérience HMBC. Il s’agit de 1’aglycone

isorhamnétine déja élucide dans le cas du composé 2.

HH-AF7 CD30OD

[/

A

v - v T
6.0 X o 1.0

ehasw Ve ms e e \esssERSEtE 2 s e
Figure 111.80: Spectre RMN *H du composé 5

————————— ———

De plus, le spectre RMN *H de ce composé, montre deux signaux de protons anomériques
a oy 5,23 (d, J = 7,8 Hz, H-1") et 64 4,55 (d, J = 1,1 Hz, H-1"). Leurs carbones respectifs
résonnent a d¢c 105,6 (C-1") et 104,9 (C-1"), attribués a 1’aide du spectre HSQC J-modulé
(Figure 111.81).

1=-AF7 CD3OD HSQC

Figure 111.81: Spectre HSQC du composé 5
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L’analyse des spectres COSY et TOCSY (Figures 111.82 et 111.83), permet de repérer un
systeme de spins a sept protons a partir du proton anomérique H-1" (64 5,23), attestant de la
présence d’un hexose :

» H-1"/H-2"[64 3,84 (dd, J=9,7 ; 7,8 HZ)] ;

» H-2"/H-3"[64 3,58 (dd, J =9,7 ; 3,6 Hz)] ;

» H-3"/H-4" [84 3,80 (dI, J = 3,6 H2)] ;

» H-4"/H-5" [84 3,67 (tl, J = 6,3 HZ)];

» H-5"/H,-6" [y 3,77 (dd, J = 10,2 ; 5,5 Hz, H-6"a)/ 4 3,47 (dd, J = 10,2 ; 6,3 Hz, H-

6"b)].

4'"

HH=-AF? (rlno()j‘ SY H-H 4 Nvn g!n 6 I, L

.

,\f\«M}v\/\M A/‘f\'\/\ AMW\A’*\/\ s
S E——=

Figure 111.83: Spectre TOCSY de la partie osidique du composé 5
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La multiplicité du proton H-4" sous forme d’un doublet large et la petite valeur de la
constante de couplage entre les deux protons H-4" et H-3" (J = 3,6 Hz) suggerent la position
équatoriale du proton H-4". Les valeurs des constantes de couplage entre tous les protons de
cette unité osidique sont caractéristiques d’un B-D-galactose (Tableau I11.5). Le déblindage du
carbone C-6" de ce galactose a d¢ 66 est significatif d’une substitution en cette position par le

second hexose.

HO
HON— 0 0/%
%] H
H \\/\j
Couplages TOCSY du B-D-galactose Couplages COSY du p-D-galactose

En partant du 2°™ proton anomérique H-1"" (84 4,55), un autre systéme de spins & huit
protons est observé sur le spectre COSY suggérant la présence d’un groupement 6-
désoxyhexose. Ce spectre montre les corrélations entre le proton anomérique H-1" [6y 4,55
(d, J =1,1 Hz)] et H-2"" [64 3,62 (dd, J = 3,4; 1,1 Hz)]; H-2" et H-3" [64 3,52 (dd, J = 9,1,
3,4 Hz)]; H-3" et H-4™ [d4 3,29 (t, J = 9,1 Hz)]. Ce dernier couple aussi avec le proton H-5"
[0n 3,55 (m)]. Les protons Hz-6™ corrélant avec H-5™ résonnent sous forme d’un doublet a oy
1,19 (J = 6,2 Hz). La grande valeur de la constante de couplage H-4"/H-3" J = 9,1 Hz
indique la position trans-diaxiale de ces protons, tandis que la valeur de la constante de
couplage J = 3,4 Hz entre H-2"™/H-3" révele la position équatoriale du proton H-2". Les
constantes de couplage de ce 6-désoxyhexose indiquent qu’il s’agit bien d’un a-L-rhamnose.
Les attributions faites par I’expérience COSY sont confirmées par analyse du spectre TOCSY

(Figure 111.83).

Couplages TOCSY du a-L-rhamnose Couplages COSY du a-L-rhamnose
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L’expérience HSQC (Figure 111.84) permet d’attribuer tout les déplacements chimiques

des carbones de ces sucres.

72
74
76

78

Figure 111.84: Spectre HSQC de la partie osidique du composé 5

Les corrélations HMBC (Figures 111.85 et 111.86) du proton anomérique H-1" du B-D-
galactose avec le carbone C-3 d’une part, et d’autre part le deuxieme proton anomérique H-1"'
du a-L-rhamnose et le carbone C-6", permettent de constituer I’enchainement entre les deux

unités osidiques et I’aglycone.

OH

OH
CH;

Figure 111.85: Corrélations HMBC montrant la liaison entre I’enchainement osidique et
I’aglycone
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M-Ar/ CUOSOU MMIU

Figure 111.86: Spectre HMBC du composé 5

Toutes ces données sont compatibles avec celles de 1’isorhamnétine 3-O-robinobioside
isolé antérieurement des espéces Aerva javanica (Amaranthaceae) °4 et Bupleurum spinosum

L. (Apiaceae). %! Ce composé a été identifié pour la premiére fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.5: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 5 dans CD;0OD

position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
2 157,2 -
3 134,1 -
4 177,9 -
5 161,6 -
6 98,9 6,20 (d, 2)
7 165,9 -
8 93,7 6,40 (d, 2)
9 157,3 -
10 103,9 -
1 121,6 -
2' 114,6 8,05 (d, 1,8)
3 147 -
4 149,5 -
5' 113,2 6,93 (d, 8,5)
6' 122,3 7,62 (dd, 8,5; 1,8)
3'-OMe 55,5 3,99 (s)
3-O-galc-1" 103,6 5,23 (d, 7,8)
2" 71,7 3,84 (dd, 9,7; 7,8)
3" 73,6 3,58 (dd, 9,7; 3,6)
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position
4Il
5"

6"

6"-O-rha-1"
o
3
4
o
o

dc (ppm)

68,6
74,1

66

100,5

70,7
70,9
72,4
68,3
16,6

oy (M, Jen Hz)
3,80 (dl, 3,6)
3,67(tl, 6,3)

3,77 (dd, 10,2 ; 5,5) H-6"a
3,47 (dd, 10,2 ; 6,3) H-6"b

4,55 (d, 1,1)
3,62 (dd, 3,4; 1,1)
3,52 (dd, 9,1 ; 3,4)

3,29 (t, 9,5)

3,55 (M)

1,19 (d, 6,2)

111-4-4-1-6 Elucidation structurale du composé 6

Narcissine (6)

Ce composé 6 obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol, montre

aussi une fluorescence violette sombre sous la lampe UV a 366 nm. Son spectre UV (Figure

[11.87) enregistré dans le méthanol présente deux maxima d’absorption: la bande 1 a 350 nm

correspondant au cycle B et la bande Il a 254 nm attribuable au cycle A d’un flavonoide de

type flavonol substitué en

3 (3-OR).

Ty "
NN

MeORINAICIs

Figure 111.87: Spectre UV du composé 6

E=——3F3 108-113 AKCI3 - RewD
[C——31F3 108-113 - RewData
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Le spectre de masse ESI-MS réalisé en mode positif (Figure 111.88) du composé 6 montre
un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z 647 [M+Na]" soit une masse de 624 uma et une formule

brute en CygH3,016, indiquant que les composeés 5 et 6 sont aussi isomeres.

F3 [108-113) / alt
12BR266 9 (0.167) Cm (5:9) [1\I+N"] 1: TOF MS ES+

647.3 4.19e3

100

279.2 317.1 543.4 g4 4

4413
181.1 333.3 485.2 (
1 TN 1 S o B W7 o R ) | atbdl
200 300 400 500 600 -

Figure 111.88: Spectre de masse ESI-MS du composé 6

Les données spectrales RMN ‘H et *C (Tableau 111.6) permettent de déduire que le
composé 6 possede le méme aglycone (isorhamnétine) que les composés 2 et 5 decrits

précédemment.

HH-AF3 F3 [(108~-113) CD30OD

T———

.5
N

EEECEEEERE e

Figure 111.89: Spectre RMN *H du composé 6
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Le spectre RMN *H (Figure 111.89) comporte des signaux sous forme de doublets & & 6,22
(J =2 Hz) et 64 6,40 (J = 2 Hz), qui sont caractéristiques des protons aromatiques H-6 et H-8
du cycle A. Pour le cycle B, on observe un signal de proton H-6" qui sort a oy 7,64 sous forme
d’un doublet de doublets (J = 8,5; 1,8 Hz). Le premier doublet correspond & un couplage
ortho avec le proton H-5' qui lui, résonne a oy 6,93 (J = 8,5 Hz). Le deuxieme doublet,
indiquant un couplage méta avec le proton H-2' (J = 1,8 Hz), est détecté a 64 7,96. On
visualise aussi un signal sortant a 6y 3,96 sous forme de singulet, correspondant aux protons

d’un groupement méthoxyle.

\l NV N\ |

carbones osidiques

| o vl
N HH F3 [(148-1)

Figure 111.90: Spectre RMN **C du composé 6

L’identification de la partie aglycone comme étant 1’isorhamnétine atteste que la différence
entre les produits 6 et 5 déja caractérisé se situe au niveau de la partie osidique constituée de
deux sucres.

Partant du premier proton osidique H-1" résonant a 5,25 ppm sous forme d’un doublet (J =
7,8 Hz), ’expérience homonucléaire COSY permet de relier 7 protons d’un hexose a travers

leurs taches de corrélations comme suit :

> H-1"/H-2" [y 3,49 (dd, J = 8,6 ; 7,8 H2)];

> H-2"/H-3" [55 3,49 (1, J = 8,6 H2)];

> H-3"/H-4" [y 3,27 (t, J = 8,6 H2)];

> H-4"H-5" [ 3,39 (m)];

> H-5"H,-6" [8y 3,84 (d, J = 10,6 Hz, H-6"a)/ 5y 3,44 (dd, J = 10,6 ; 6,1 Hz, H-6"D)].
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Pour cet hexose, on note la configuration 3 grace a la constante de couplage de son proton
anomérique H-1" a 6y 5,25 (d, J = 7,8 Hz). La différence entre les composés 5 et 6 réside
exactement au niveau de I’orientation du proton H-4" axial [64 3,27 (t, J = 8,6 Hz)]. Les

grandes constantes de couplage indiquent qu’il s’agit d’un glucose de configuration p.

Figure 111.91: Corrélations COSY du B-D-glucose

Le rhamnose est identifié par son proton anomérique H-1" qui résonne a dy 4,55 avec une
constante de couplage faible (J = 1,1 Hz) et le signal du méthyle sortant a 6y 1,12 (d, J = 6,2
Hz). Les déplacements chimiques des autres protons ainsi que leurs carbones déterminés par
analyse des spectres COSY, HSQC et TOCSY confirment la présence du a-L-rhamnose.

Le spectre de corrélations hétéronucléaires longue distance HMBC (Figures 111.92 et
111.93), permet d’établir I’enchainement des sucres a I’aglycone en montrant le couplage du
proton anomérique du glucose H-1" avec le carbone C-3 de I’aglycone. Par ailleurs, la
correlation observée entre le proton H-1" a 64 4,55 et le carbone situé a 6¢c 67,1 (C-6")
conduit a relier les deux sucres identifiees comme étant un diglycoside. Il s’agit du rutinose

[rhamnosyl-a (1—6)-glucose].

OH

OH
CH;

Figure 111.92: Corrélations HMBC montrant ’attachement de ’enchainement
osidique a I’aglycone
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‘ H_l"'

HH F3 [108-113) HMBC

,,,JL __»w/ ) - )l__,_ ppm
H-1"/C-6"" =

67

!
<
,‘
W
!

63

W 1 S T W | |

l7s . ]
4 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 ppm 54 53 52 51 50 49 48 47 46 4 ppm

Figure 111.93: Spectre HMBC du composé 6

Toute ces données spectroscopiques et la mesure du pouvoir rotatoire ([o]p = — 15,85 °, C
= 1,35 ¢/100 ml, MeOH) conduisent a établir la structure de composé 6 a 1’isorhamnétine 3-f3-
D-glucopyranosyl-(6—1)-L-rhamnopyranoside  ou  Narcissine. Ce compose isolé
antérieurement des espéces Calendula officinalis Linn. (Asteraceae) °* et Astragalus
cruciatus Link. (Leguminosae), '® Caragana bungei Lebeb. (Fabaceae), ! a été identifié

pour la premiere fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.6: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 6 dans CD;0OD

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
2 157 -
3 134,1 -
4 177,9 -
5 161,6 -
6 98,6 6,22 (d, 2)
7 164,6 -
8 93,5 6,40 (d, 2)
9 157,4 -
10 104,3 -
1 121,6 -
2' 113,1 7,96 (d, 1,8)
3 146,9 -
4 1494 -
5' 114,7 6,93 (d, 8,5)
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Position oc (ppm) oy (M, Jen Hz)
6' 122,6 7,64 (dd, 8,5; 1,8)
3'-OMe 55,4 3,96 (s)
3-0-glc-1" 103,1 5,25 (d, 7,8)
2" 71,5 3,49 (dd, 8,6; 7,8)
3" 76,7 3,47 (t, 8,6)
4" 70,2 3,27 (t, 8,6)
5" 75,9 3,39 (m)

3,84 (d, 10,6) H-6"a

6 67.1 3.44 (dd, 10,6 : 6,1) H-6"
6"-O-rha-1" 101,1 4,55 (d, 1,1)

o 70,7 3,64 (dd, 3.1; 1,1)

3" 70,9 352 (dd, 9.1 ; 3,1)

A" 72,4 3.28 (t, 9.5)

5" 68,3 3,43 (m)

6" 16,5 112 (d, 6,2)

I11-4-4-1-7 Elucidation structurale du composé 7

Chrysine (7)

La détermination de la structure du composé 7 est basée sur 1’analyse des spectres RMN
'H, RMN *3C et spectre de masse ESI-MS.

Ce composé est obtenu sous forme de cristaux jaunes visible en UV. Son spectre de masse
ESI (Figure 111.94) enregistré en mode positif montre deux pics d’ions pseudomoléculaires a
m/z 277 [M+Na]" et & m/z 531 [2M+Na]". Ceci correspond a une masse moléculaire de 254

uma et une formule brute en C15H100..
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AFs alr
|11BR426 91 (1.692) Cm (69:99) [M+DNa] 1: TOF MS ES+
100 1.71e3

2771

[2M+Na]*

531.2

189.1.197.2 255.1
' 308.1 532.2 |

179.1 207.1 —
129.1 S z 381.2
S | f l { i 3252 36_5[.2 b 407.3 4413 L i
~ | . | i1 4 "5
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300 400 450 500

Figure 111.94: Spectre de masse ESI-MS du composé 7

L’étude du spectre RMN *H du composé 7 (Figure 111.95) permet d’attribuer les signaux
des protons suivants:

» Un signal a 6y 6,23 (J = 2 Hz) sous forme d’un doublet, est attribué au proton H-6 du
cycle A;

» Un signal a oy 6,49 (J = 2 Hz) sortant sous forme de doublet également, correspond a
H-8 du cycle A;

» Deux protons sous forme de doublet a o4 8,05 (J = 8 Hz), correspondent aux protons
H-2' et H-6" du cycle B;

» Trois protons se présentant comme multiplet a 6y 7,60, sont attribués aux protons H-3'
et H-4' et H-5' du cycle B;

» Un proton a oy 6,76 sous forme d’un singulet, est attribué au proton H-3 de

1I’hétérocycle C.

HH-AFS8 CD30D

I

»
1l - L

K3 ppm &b 78 79 a8 D 80. 45 40, 35 30 28 20
NE e Cierer efsisis’ s clEhsiar 8
Figure 111.95: Spectre RMN “H du composé 7

55
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Le spectre RMN *C (Figure 111.96) montre la présence de 15 atomes de carbone se
répartissant en sept carbones quaternaires résonant a 6c 164,1 (C-2), 182,4 (C-4), 161,8 (C-5),
165,9 (C-7), 158,4 (C-9), 104,7 (C-10) et 131,2 (C-1") , et huit groupements CH localisés a d¢c
104,2 (C-3), 99,2 (C-6), 93,9 (C-8), 131,6 (C-4"), 126 (C-2'/C-6") et 128,8 (C-3'/C-5").

HH-AF8 CD30OD 13C

C-3'/C-5

C-2'/C-6'

C-3 C-6C-8

Figure 111.96: Spectre RMN **C découplé du composé 7

Toutes ces données spectroscopiques (Tableau 111.7) et la comparaison avec la littérature,

/////

antérieurement a partir des espéces Carthamus lanatus *°" et Centaurea Pseudoscabiosa *°°!
Centaurea pubescens ™ de la famille Asteraceae. Cette flavone identifiée pour la premiére

fois dans le genre Atractylis est connue pour ses activités : anti-inflammatoire " et anti-

oxydante. "1

Chrysine
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Tableau 111.7: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 7 dans CD;0D

position dc (ppm) oy (m, Jen Hz)

2 164,1 -

3 104,6 6,76 (S)
4 182,4 -

5 161,8 -

6 99,2 6,23 (d, 2)
7 165,9 -

8 93,9 6,49 (d, 2)
9 158,4 -

10 104,7 -

1 131,2 -

2' 126 8,05 (d, 8)
3 128,8 7,60 (m)
4' 131,6 7,60 (m)
5' 128,8 7,60 (m)
6' 126 8,05 (d, 8)

111-4-4-1-8 Elucidation structurale du composé 8

Apigeénine (8)

Ce composé se présente sous forme d’une poudre jaune, il se colore en jaune apres
révélation par une solution acide et chauffage.
Le spectre de masse (Figure 111.97) du composé 8 donne un pic d’ion pseudomoléculaire a

m/z 309 [M+K]", correspondant & une formule brute en C15H1¢0s.
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1

1: TOF MS ES+ |
1.1803

[M+K]*+

Figure 111.97: Spectre de masse ESI-MS du composé 8

La détermination de la structure du composé 8 est basée principalement sur I’analyse des
spectres RMN *H et **C et la comparaison avec les données de la littérature. '°* "2 En effet
I’analyse du spectre RMN *H (Figure 111.98) permet de visualiser:

» Deux signaux doublets s’intégrant pour deux protons chacun résonant a 6y 7,40 (d, J =
8,8 Hz) et oy 6,90 (d, J = 8,8 Hz) correspondent aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' du
noyau B d’un flavonoide oxygéné en position 4",

» Deux signaux singulets larges résonant a oy 6,21 et 6,49 sont attribués respectivement
aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

» Un signal singulet & 8y 6,59 caractéristique d’un proton oléfinique H-3 d’une flavone.

H-2'/H-6'

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

Figure 111.98: Spectre RMN *H du composé 8
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Le spectre RMN 3C (Figure 111.99) indique la présence de 15 atomes de carbone incluant
huit carbones quaternaires résonant a 6¢c 164,6 (C-2), 182,4 (C-4), 161,81 (C-5), 164,9 (C-7),
149,5 (C-9), 103,9 (C-10), 122,3 (C-1") et ¢ 158 (C-4"), et sept groupements CH repérés a o¢c
102,4 (C-3), 98,7 (C-6), 93,5 (C-8), 127,5 (C-2'/C-6") et ¢ 115,3 (C-3'/C-5").

C-3'/C-5'

C-2'/C-6'

T I T T T T BTk

160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 pg

Figure 111.99: Spectre RMN ~°C découplé du composé 8

Toutes ces données spectrales (Tableau I11.8) nous permettent de proposer pour le composé
8, la structure suivante : 4'5,7-trihydroxyflavone, connue sous le nom d’apigénine. Ce
composé a déja été isolé a partir de ’extrait €thanolique la plante Chresta scapigera
(Asteraceae) *® et de I’espéce Halophila johnsonii (Hydrocharitaceae). *" Il posséde des
activités antiallergiques ' et anticancéreuses. '™ 1l a été détecté pour la premiére fois dans

le genre Atractylis.

Apigénine
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Tableau 111.8: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 8 dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

2 164,6 -

3 102,4 6,59 (5)

4 182,4 -

5 161,8 -

6 98,7 6,21 ()

7 164,9 -

8 93,5 6,49 ()

9 149,5 -

10 103,9 -

1 122,3 -

2' 127,5 7,40 (d, 8,8)
3 115,3 6,90 (d, 8,8)
4 158,0 -

5' 115,3 6,90 (d, 8,8)
6' 127,5 7,40 (d, 8,8)

111-4-4-1-9 Elucidation structurale du composé 9

Quercétine (9)

Le spectre UV (Figure 111.100) du compose 9 enregistré dans le méthanol présente deux
bandes d’absorptions maximales a 356 nm et a 257 nm, caractéristiques d'un squelette
flavonoidique de type flavonol ou flavone. Un déplacement bathochromique de la bande 1
apres 1’addition d’AlCl; est enregistré également, cet effet bathochromique reste aprés 1’ajout
du HCI, ce qui indique la présence d’un hydroxyle libre en position 5. Le déplacement
hypsochromique de la bande I aprés 1’addition du HCI par rapport a celle de 1’AlCl3 suggére

I’existence d’un systéme ortho dihydroxyle sur le cycle B.
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MeOH

Figure 111.100: Spectre UV du composé 9

L'analyse du spectre de masse effectué en ESI mode positif (Figure 111.101), révéle pour le
composé 9 les pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na]® & m/z 325 et [M+H]" a m/z 303

correspondant a la formule moléculaire en Cy5H;00x.

AF &
11HR317 7 (0.227) Cm (1:69) 1: TOF MS ES+ |
100 - 1.13e4

[M+Na]*

325.0

382.3

397.3413.3
437.2

400 425 450

Figure 111.101: Spectre de masse ESI-MS du composé 9

Sur le spectre RMN *H (Figure 111.102) du composé 9, il est observé :
» Deux protons aromatiques sous forme de deux doublets a 64 6,20 et 6y 6,40 (J = 2 Hz),
typiques d’un couplage meta des protons H-6 et H-8 du cycle A.
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» Trois protons aromatiques a 6y 7,75 (d, J = 2 Hz), 64 7,65 (dd, J =8 ; 2 Hz) et oy 6,9
(d, J = 8 Hz) dont les constantes de couplage indiquent qu’ils forment un systeme ABX.

Ces protons sont respectivement attribués a H-2', H-6' et H-5" du cycle B.

HH-AF6 CD3OD

<

Figure 111.102: Spectre RMN *H du composé 9

Les spectres de RMN *3C en J-modulé et DEPT du composé 9 (Figures 111.103 et 111.104)
présentent quinze signaux distincts. Parmi ceux-ci, nous distinguons dix carbones quaternaires
dont un groupement carbonyle (3¢ 177,5) et un carbone oxygéné C-3 caractéristique d’un

flavonol (6¢ 137,3), et cing CH aromatiques.

) o
C -6 (‘_5'

T T T T T
130 125 120 115 110

e

Figure 111.103: Spectre RMN **C J-modulé du composé 9
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Figure 111.104: Spectre RMN °C DEPT 135 du composé 9

L’ensemble de ces données ainsi que la comparaison avec les données de la littérature ')
permettent d’identifier le composé 9 comme étant la 5,7,3',4'-tétrahydroxyflavonol
(quercétine) isolé antérieurement des espéces : Atractylis Carduus, B! Centaurea alexandrina,

Centaurea calcitrapa, *"® et Centaurea pubescens. !

La quercétine est un flavonoide qui a fait I'objet de plusieurs études au cours de ces
dernieres années. Elle semble avoir de multiples effets bénéfiques sur la santé de I'homme,
incluant une protection cardiovasculaire, X’ une activité anti-oxydante, ™ ainsi qu'une

activité antiallergique, ™ et anti-inflammatoire. %4

Tableau 111.9: Déplacements chimiques RMN *H et *C de 9 dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (m,Jen Hz)
2 148,2
3 137,2 -
4 177,5 -
5 162,6 -
6 99,4 6,20 (d, 2)
7 165,7 -
8 94,6 6,40 (d, 2)
9 158,4 -
10 104,7 -
1 1243 -
2' 116,1 7,75 (d, 2,1)
3 146,3 -
4' 150,3 -
5' 116,2 6,9 (d, 8,5)
6' 121,8 7,65 (dd, 8,5; 2,1)
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111-4-4-1-10 Elucidation structurale du composé 10

Ladaneine (10)

Le composé 10 se présentant sous forme de cristaux jaunes montre sous la lumiére UV (A =
365 nm) une fluorescence violette laissant supposer une structure flavonoidique de type
flavone ou flavonol avec 3-OR.

Le spectre d’absorption UV enregistré dans le méthanol confirme cette supposition par
I’observation de deux bandes d’absorption a 332 nm (bande I) correspondant au cycle B et
285 nm (bande Il) correspondant au cycle A d’un flavonoide. L’addition du trichlorure
d’aluminium provoque un déplacement bathochromique (+ 16 nm) pour la bande Il et (+ 32
nm) pour la bande I, indiquant que le carbone C-5 du cycle A est porteur d’un groupement
hydroxyle. La valeur de la longueur d’onde de la bande | inférieure a 435 nm, suggéere

I’absence de groupement hydroxyle en C-8.

Le spectre de masse ESI, obtenu en mode positif (Figure 111.105), présente deux pics
d’ions pseudomoléculaires & m/z 337 [M+Na]" et 315 [M+H]", soit une masse moléculaire

égale a 314 correspondant a une formule brute en C;7H140s.

m— —
13BRABS 24 (0.654) Cm (23:27) [M+Na]*
100, 336.9

|

[M+H]*

3148

Figure 111.105: Spectre de masse ESI-MS du composé 10
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Le spectre RMN 'H du composé 10 (Figure 111.106) enregistré & 600 MHz dans le

méthanol deutéré, montre :

» Un signal singulet d’intégration 1H a oy 6,68 ne présentant aucun couplage sur le
spectre COSY est attribué au proton H-8 ou H-6;

» Un signal a oy 6,88, plus deblindé que le proton précédent, d'intégration 1H sous forme
d'un singulet correspondant au proton H-3, ce qui nous oriente vers une structure de
type flavone;

» Deux signaux doublets d’intégration 2H chacun repérés a oy 8,00 (J = 8,5 Hz) et oy
7,12 (J = 8,5 Hz), caractéristiques de protons aromatiques d’un noyau aromatique para-
disubstitué attribuables aux protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' respectivement ;

» Deux signaux singulets s’intégrant chacun pour 3 protons a oy 4,05 et 3,92, suggérent

la présence de deux groupements méthoxyles.

R4 [(24-27)-11 CD3OD

7.0 6.5

R

Figure 111.106: Spectre RMN *H du composé 10

L’analyse combinée des spectres RMN *C et DEPT (Figures 111.107 et 111.108) ainsi que

la comparaison avec les données de la littérature, [183]

permettent de distinguer les signaux de
17 carbones dont les déplacements chimiques correspondent a ceux des flavones. Ainsi, on
peut identifier :
» Deux signaux de carbones éthyléniques a d¢c 102,7 et ¢ 164,7 correspondant aux
carbones C-3 et C-2 respectivement ;
» Cing signaux de carbones méthines aromatiques attribuables aux carbones C-8 (d¢c

91,3), C-2'/C-6' (3¢ 127,9) et C-3/C-5' (3¢ 114,2) ;
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» Sept signaux de carbones aromatiques quaternaires dont quatre oxygénés résonant a dc
150,6 (C-5); 130,1 (C-6); 154,5 (C-7); 163,0 (C-4") ; 145,8 (C-9); 105,2 (C-10) et
123,3 (C-1");

» Un signal d’un carbonyle a d¢c 182,9 est attribué au carbone C-4;

» Deux signaux de carbones méthoxyliques a ¢ 55,6 et 54,7.

Cc-3'
R4 [24-27)-11 CD3OD l'C‘
Cc-2' 7S

- - '

C-6'

I

R4 [24-27)-11 CD3

Figure 111.108: Spectre RMN **C DEPT du composé 10

Toutes ces analyses spectrales (UV, RMN H et *C) nous orientent vers une flavone
trisubstitué sur le cycle A et monosubstitué en para sur le cycle B. Les quatre substituants sont

composés par deux groupements hydroxyles dont I’un est porté sur le carbone C-5 et par deux

groupements méthoxyles.
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L’emplacement des trois substituants restant, deux méthoxyles et un hydroxyle concerne
les positions 4’ (cycle B), 6 et 7 (cycle A) (Figure V.109). La position C-6 (Figure 111.109) ne
peut pas étre porteuse d’un groupement méthoxyle (ortho disubstitution) car le déplacement

chimique des carbones des deux méthoxyles est inférieur & 60 ppm (55,6 et 54,7 ppm). 142143

Figure 111.109: Possibilité d’emplacement des groupements méthoxyles

Par conséquent, les deux groupements méthoxyles sont positionnés sur les carbones C-4’ et
C-7 (Figure 111.110).

OH O

Figure 111.110: Localisation des substituants sur le squelette flavonique

La comparaison de ces données spectroscopiques (Tableau I11.10) avec celles trouvées
dans la littérature permet d’identifier sans équivoque le composé 10 au 5,6-dihydroxy-7,4'-
diméthoxyflavone. Ce composé connu sous le nom de ladaneine antérieurement est isolé des
espéces Centaurea clementei ™4 et Centaurea cuneifolia ® appartenant a la famille
Asteraceae, et de I’espéce Linaria aegyptiaca de la famille Scrophulariaceae. ! 1 a été isolé
pour la premiére fois du genre Atractylis. Ce composé est connu pour son activité

anticancéreuse. 11871
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Tableau 111.10: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 10 dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

2 164,7 -

3 102,7 6,88 ()

4 182,9 -

5 150,6 -

6 130,1 -

7 154,5 -

8 90,5 6,70 (s)

9 145,8 -

10 105,2 -

1 123,3 -

2' 127,9 8,00 (d, 8,5)

3 114,2 7,12 (d, 8,5)

4 163,0 -

5' 114,2 7,12 (d, 8,5)

6' 127,9 8,00 (d, 8,5)
7-OCH3 54,7 3,92 (s)
4'-OCHjs 55,6 4,05 (s)

111-4-4-1-11 Elucidation structurale du composé 11

Tiliroside (11)

La fluorescence sous la lumiere UV a A = 366 nm de ce compose est noir-violette,

indiquant une structure de type flavonol substitué en position 3.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.111) du composé 11 présente un pic d’ion
pseudomoléculaire & m/z 617 [M+Na]’, soit une masse moléculaire de 594 uma,

correspondant a la formule moléculaire C3yHz6013.
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R4 - 10
13BR467 16 (0.436) Cm (15:18) [BI:"N“ ]+ 1: TOF MS ES+
6178

100

5.6303

Figure 111.111: Spectre de masse ESI-MS du composé 11

L’examen du spectre RMN 'H (Figure 111.112) met en évidence la présence des signaux

caracterisant un squelette Kaempferol :

>

>

>

Deux signaux a oy 6,15 (d, J = 2,0 Hz) et 6y 6,34 (d, J = 2,0 Hz) formant un systeme
AB correspondant aux protons H-6 et H-8 du cycle A des flavonoides. La faible
constante de couplage indique la position méta des 2 protons ;

Deux doublets d'intégration 2H chacun d’un systéme A,X, résonant a oy 8,02 (J = 8,1
Hz) et 64 6,85 (J = 8,1 Hz) attribuables aux protons H-2'/H-6' et H-3/H-5'

respectivement du cycle B;

OH o]
Squelette Kaempferol

Un doublet a 6y 5,25, attribuable a un proton anomérique d’un sucre, la constante de
couplage (J = 7,6 Hz) indique qu’il est de configuration f;

La présence de 1’unité sucre est confirmée par 1’observation de plusieurs Signaux
d’intégration 6H résonant dans I’intervalle allant de 3,3 a 4,4 ppm attribuables a un

hexose.
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R4 (17-23)-10 CD30OD

H 3 H-3"
H-§' H-§'" .-
20" — y /[ e 3]
H-3"

H_7n

H-5
H-6"a H-6"b }*
L_\‘ui__ﬂ_

oo

Figure 111.112: Spectre RMN *H du composé 11

Ce spectre montre également la présence d’un autre systéme A,X; a dy 7,32 (2H, d, J=8,1
Hz) et 64 6,84 (2H, d, J = 8,1 Hz), caractéristiques d’un noyau aromatique para-substitug,
correspondant aux protons H-2""/H-6" et H-3""/H-5" respectivement.

Des signaux des protons oléfiniques a 6y 6,10 (H-8™) et oy 7,43 (H-7") sont visualisés
aussi sur le spectre RMN 'H. La constante de couplage entre ces protons (J = 16,1 Hz)
indique une géométrie trans de la double liaison. Toutes ces données attestent de la présence

d’un groupement p-coumaroyle.

Groupement p-coumaroyle

Les spectres RMN *3C et DEPT J-modulé (Figures 111.113 et 111.114) montrent 26 signaux
correspondant aux 30 atomes de carbone, dont 12 carbones quaternaires, qui sont répartis

comme suit :

» Deux carbonyles a 3¢ 178 et 167,4 correspondant aux C-4 et un carbonyle d’un ester ;
» 12 carbones aromatiques oxygénés résonant dans I’intervalle 133 et 165 ppm ;

» 8 CH aromatiques entre 93 et 123 ppm ;

» Deux CH éthyléniques a ¢ 113,3 et 145,1.
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R4 [(17-23)-10 CD30OD 13C

C-

C-4

180 170 160

Figure 111.113: Spectre RMN **C du composé 11

La présence du groupement B-D-glucosyle est confirmée par les spectres RMN *C qui
montrent un signal & 6c 102,5 du carbone anomérique, un autre signal d’un carbone méthylene
OXygéné a d¢ 62,7 (C-6") et d’autres signaux de carbones oxyméthines résonant a o¢c 74,4 (C-
2"), 76,6 (C-3"), 70,3 (C-4") et 74,3 (C-5"). [145. 14¢]

Figure 111.114: Spectre RMN *C DEPT J-modulé du composé 11
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Le déblindage des protons H,-6" du B-D-glucopyranoside [64 4,32 (dI, J = 11,2 Hz), H-
6"a, 4,21 (dd, J = 11,2; 6 Hz), H-6"b] indique que le carbone C-6" est acylé par le
groupement coumaroyle. Le déplacement chimique du carbone C-2 de [D’aglycone
(Kaempferol) &¢c 157,9 déblindé de plus de + 9 ppm comparativement au méme carbone dans
le cas d’un OH libre en C-3 [5¢ 148,3 (C-2)] confirme la glycosylation en position C-3. "

Tiliroside

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données trouveées
dans la littérature, nous permettent de déterminer la structure du composé 11 comme étant le
kaempferol-3-O-[6"-O-(E)-p-coumaroyl]-pB-D-glucopyranoside appelé Tiliroside. Ce composé
est isolé antérieurement des espéces Chresta scapigera, ™! Anaphalis sinica Hance [

(Asteraceae), mais il a été identifié pour la premiére fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.11 : Déplacements chimiques RMN *H et *C de 11 dans CD;0D

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
2 157,9 -
3 133,8 -
4 178,0 -
5 161,6 -
6 98,6 6,15 (d, 2)
7 164,6 -
8 93,4 6,34 (d, 2)
9 157,0 -
10 104,2 -
1 121,3 -
2' 129,8 8,02 (d, 8,1)
3 1146 6,85 (d, 8,1)
4' 160,1 -
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Position oc (ppm) oy (M, Jen Hz)
5' 1146 6,85 (d, 8,1)
6' 129,8 8,02 (d, 8,1)
3-0O-glc-1" 102,5 5,25 (d, 7,6)

2" 74,4 3,50 (m)

3" 76,6 3,50 (m)

4" 70,3 3,33 (m)

5" 74,3 3,50 (m)

6" 62,7 4,32 (dl, 11,2) H-6"a

4,21 (dd, 11,2 ; 6) H-6"b

6"-Coumaroyl-1" 125,7 -

2" 130,8 7,32 (d, 8,1)

3" 1154 6,84 (d, 8,1)

4" 159,8 -

5" 1154 6,84 (d, 8,1)

6" 130,8 7,32 (d, 8,1)

7" 145,1 7,43 (d, 16,1)

8" 113,3 6,10 (d, 16,1)

9" 167,4 -

I11-4-4-2 Caractérisation des saponines

111-4-4-2-1 Elucidation structurale du composé 12

Acide 16a-hydroxygypsogénique 3-O-p-D-glucuronopyranosyl-28-O-[B-D-

xylopyranosyl-(1""'—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"*—2")-p-D-xylopyranosyl] (12)
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Ce composé est obtenu sous forme d’une poudre blanche amorphe. Il est invisible sur
CCM a la lumicre UV (254 et 366 nm) et se colore en rose a 1’acide sulfurique et chauffage. Il
s’agit d’une nouvelle saponine bidesmosidique nommeée : Acide 16a-hydroxygypsogénique 3-
O-B-D-glucuronopyranosyl-28-O-[3-D-xylopyranosyl-(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl
(1"—2")-B-D-xylopyranosyl].

Le spectre de masse du composé 12 (Figure 111.115) obtenu en mode positive par
ionisation douce ESI, présente un pic d’ion pseudomoléculaire [M+Na]" a m/z 1111, soit une

masse moléculaire de 1088 correspondant a une formule brute Cs,HgoO24.

~AFT7-4-7
13HRE29 6 (0.176) Cm(4:36) 1: TOF Nﬂs ES‘

O4el
100

[M-+Na]*

11118

312 4343

361.2 | 4633
4134 ' 5
| A P N P

Figure 111.115 : Spectre de masse ESI-MS du composé 12

Cette formule est confirmée par le spectre de masse réalisé en haute résolution HR-ESIMS
(Figure 111.116) montrant un pic a m/z 1111,4930 (calc. Cs,HgoO24Na, 1111,4937).

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Folarance = 5.0 PPM | DBE: mine~1.5, men=56-0-
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT =3

Morgisotopic Mass, Even Elsctroadons
100 formuta(e) evaluated with 1 results within limits (up o 50 best isotopic matches for each mass)
Osed: -

Elements

(:52-62 H:0-1000 ©0:0-24 Ne:0-1 30K:0-1

AFT4.

W‘NM)AM(CO\G suoc~5ouoo.msvo1on.smsmw.1roo\sn(e.toeﬁ\imﬁ

00 1111.4900

1
{
1
{

11124979
“ | 11135013 [M+2Na-H]*

l‘ s 14,5044 {
{15752 cmomast oa 510010805908 pas sres. 1 - wi, R 1285100, | |,

v T ——TTH00

5.0 $.0
Calc. Mass mDa 122 i- Formula
°

1111.4930 1111.4927 -0.7 -0.6 . . €52 HEO 024 Na

Figure 111.116 : Spectre de masse HR-ESIMS du composé 12
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Le spectre RMN *H (Figure 111.117) du composé 12 présente une allure différente par
rapport aux composés déja identifiés. En effet, il montre six signaux singulets fins a champ
fort entre 0,70 et 1,40 ppm, s’intégrant pour trois protons chacun correspondant a des
groupements méthyles d’un squelette triterpénique pentacyclique.

D’autres signaux sont enregistrés a oy 5,35 (t, J = 3,4 Hz), 2,99 (dd, J = 14,2 ; 3 Hz) et
4,10 (dd, J = 11,7 ; 4,3 Hz) attribuables respectivement au proton éthylénique H-12 et aux
protons H-18 et H-3.

Un massif de protons résonant entre 1,00 a 2,40 ppm, correspondant aux CH et CH, des

cing cycles du triterpéne a squelette oléanane.

Hamada AF 7-4-7 CD30D

1IN
Jd ol
, six méthy

les

43 ppm

Figure 111.118: Spectre RMN “H des anomeéres des sucres du composé 12
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L’observation du spectre RMN *H (Figures 111.117 et 111.118) révéle la nature glycosidique

du compose. En effet, on visualise :

» Plusieurs signaux entre 3 et 4 ppm caractéristiques de protons osidiques. Leur forte
densité suggere la présence de plus de trois unités osidiques;

» Quatre signaux d’intégration 1H chacun résonant sous forme de doublet a oy 4,35 (d, J
= 7,7 Hz), 544 (d, J = 6,3 Hz), 53 (d, J = 1,6 Hz) et 452 (d, J = 7,62 Hz)
caractéristiques de protons anomeéres de 4 sucres.

Sur le spectre RMN **C (Figure 111.119), les signaux des carbones suivants sont observés:

» Six méthyles résonant a ¢ 10,9 ; 15; 16,2 ; 25,8 ; 31,9 et 23,4. La présence seulement
de six méthyles suppose I’oxydation de deux des huit méthyles constituant
habituellement le squelette oléanane. L’observation de deux signaux au dela de 170
ppm sur le spectre RMN *3C, laisse supposer que ces deux carbones sont probablement
oxydés en carbonyles ;

» Un ensemble de carbones résonant entre 20 et 56 ppm, attribuables aux CH,, CH et C
quaternaires ;

» Les carbones éthyléniques C-12 et C-13 de la double liaison sortent respectivement
vers Oc 121,9 et 143,3 ;

» Deux carbonyles & 6c 180,3 et 175,6 d’un acide libre et d’un ester.

» Le carbone C-3 oxygéné est détecté a o¢c 84,8. Le déblindage de ce dernier comparé a
celui du méme carbone porteur d’un groupement hydroxyle, explique la substitution a
ce niveau par des unités osidiques.

Ce spectre permet aussi d’observer les signaux des carbones osidiques sortant entre 65 et 106

ppm.

carbones osidiques

Figure 111.119: Spectre RMN *C du composé 12
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Toutes ces données spectrales indiquent qu’on est en présence d’une saponine triterpénique
a squelette oléanane. Son élucidation structurale se répartie en deux parties : I’identification

de la génine et de la partie osidique.

Partie génine
L’attribution des protons et carbones de la génine est réalisée grace a ’analyse conjointe

des spectres RMN de corrélations COSY, HSQC, HMBC, TOCSY et NOESY.

A partir des protons caractéristiques identifiés précédemment, I’expérience COSY (Figures
111.120 et 111.121) permet de localiser les deplacements chimiques de plusieurs protons

apparaissant entre 0,73 et 2,40 ppm. En effet :

» Le proton H-3 déja identifié corréle avec deux protons a oy 1,98 et 1,75 attribuables
aux protons H,-2, ces derniers corrélent a leur tour avec les deux protons H-1 résonant
adyl,7letl,14;

» Les deux protons géminés H-11 sont détectés a oy 1,93 suite & leurs corrélations avec
le proton éthylénique H-12;

» Le proton H-9 a 64 1,74 par son couplage avec les protons H,-11 ;

» Les deux protons H,-19 a 6y 2,31 (t, J = 13,3 Hz, H-19a) et 1,08 (dd, J = 13; 3,1Hz, H-

19b) suite a leurs corrélations avec le proton vicinal H-18.

.

H
12
H
nA »

Figure 111.120: Corrélations COSY entre les protons de la géenine du composé 12
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Figure 111.121: Spectre COSY de la partie génine du composé 12

A partir de ces protons, ’analyse des corrélations hétéronucléaires directes 'Jy.c observées
sur le spectre HSQC J-modulé conduit a assigner les déplacements chimiques des carbones C-
1 (8¢ 38,3), C-2 (3¢ 25), C-9 (8¢ 46,9), C-11(5¢ 23), C-18 (8¢ 40,8) et C-19 (3¢ 46,5). (Figure
111.122)

{amada AF 7-4-7 CD30OD HSQC

- 1‘)3

__J\_,

‘»19 —- . —
H-192/C-19 oy 190 /C— 19

25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 185 14 13 12 11 10 09 08 07 o6

Figure 111.122: Spectre HSQC de la partie génine du composé 12

L’expérience HMBC (Figures 111.125 et 111.126) permet d’attribuer les méthyles ainsi que
les autres carbones de la génine par 1’observation de leurs couplages en 2J et *J. Dans cette
expérience, les protons des méthyles correlent au maximum avec quatre carbones constituant

le socle de la base carbonée qui les porte. On reconnait ainsi les corrélations suivantes :
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> Les protons Hs-24 (84 1,18) sont repérés par leur corrélation avec le carbone C-3
connu, Ce méthyle couple également avec le carbone C-5 (8¢ 51,5) et avec deux
carbones quaternaires a 6¢c 52,5 (C-4) et a 6¢c 180,3 attribuable au carbone du carbonyle
acide C-23 (Figure 111.123).

» Les protons Hsz-25 (84 1,01) corrélent avec les carbones connus C-1, C-5, C-9 et le

carbone quaternaire C-10 (¢ 36) (Figure 111.123).

Figure 111.123: Corrélations HMBC des méthyles Me-23 et Me-25

» Les protons H3-26 (64 0,78) corrélent avec le carbone C-9 déja identifié et le carbone
C-7 (8¢ 32,5) ainsi qu’avec deux carbones quaternaires C-8 (d¢ 39,6) et C-14 (5¢ 41,3).
La distinction entre ces deux carbones quaternaires est possible du fait de la corrélation
3Ju.c du carbone C-14 avec le proton éthylénique H-12 (Figure 111.124).

» Les protons H3-27 (64 1,4) couplent avec les carbones C-8, C-13, C-14 et C-15 (dc
35,1) (Figure 111.124) ;

» Les protons des méthyles géminaux Hs-29 (6 0,9) et Hz-30 (84 0,97) corrélent avec les
carbones C-20 (8¢ 29,9), C-21 (8¢ 35) et C-19 (6¢ 46,5) (Figure 111.124).

HyC COOH

Figure 111.124: Corrélations HMBC des méthyles Me-26, Me-27, Me-29 et Me-30
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CH3-27 CH3-24 CH3-30 CH3-26
CHs2s ~ CH3-29

=R TO T

/C-30

H-30/C-20 H-29/C-20
i 2 H-26/C-7
H-30/C-29 € -
H-30/C-21
~*" H.29/C-21
o S

H- 23‘—10
o

H-25/C-1

H-30/C-

-2
H-25/C-

Figure 111.125: Spectre HMBC de la partie génine du composé 12

CH3-27 CH3-24
amada AF 7-4- CD3PD HMBC

Figure 111.126: Spectre HMBC de la partie génine du composé 12

Les protons respectifs H-5 (64 1,52), Hy-7 (8 1,56; 1,38), Ha-15 (64 1,68; 1,45) et H,-21
(0n 1,95; 1,2) sont assignes par expérience HSQC J-modulé (Figure 111.127).
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Figure 111.127 : Spectre HSQC de la partie génine du composé 12

Les autres carbones et protons de la génine sont identifiés par analyse combinée des deux
expériences HSQC et COSY H-H.

Les protons H,-6 (64 1,56 ; 1,15), H-16 (64 4,49) et H,-22 (64 1,91 ; 1,77) sont localisés,
d’apres I’expérience COSY (Figures 111.128, 111.129 et 111.130), en raison de leurs corrélations
qu’ils présentent avec les protons H,-7, H,-15 et H,-21 respectivement. Leurs carbones sont
repérés a (6c 20,6) C-6, (6c 73,2) C-16 et (6c 30,6) C-22. Le déplacement chimique du
carbone C-16 (8¢ 73,2) indique qu’il est lié¢ un groupement hydroxyle.

Hl22b “I
H-6: 1“
i ,«M/'!u"*-_, T A \‘:5*{ S \J.

H— 'b H-.Gb .

u-"f\

Figure 111.128: Spectre COSY de la partie génine du composé 12
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\F 7-4 | H-16 | U J\' ]
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O o
H-16H-15a

Figure 111.129: Spectre COSY de la partie génine du composé 12

Figure 111.130: Corrélations COSY entre les protons H-6/H-7, H-15/H-16 et H-21/H-22

L’analyse du spectre HMBC (Figures 111.131 et 111.132) du composé 12 montre également
une tache de corrélation entre le proton H-16 déja identifié et un carbone quaternaire résonant
a dc 48,7 attribué au carbone C-17. Un couplage est observé entre les protons H-18 et H-22a

avec un carbone du carbonyle ester résonant a 6¢c 175,6 assigné au carbone C-28.
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Figure 111.131: Spectre HMBC de la partie génine du composé 12

5\0

3
Z
COOH

Figure 111.132: Corrélations HMBC des protons H-16, H-18 et H-22

La stéréochimie des carbones asymétriques de la génine est déterminée par analyse des
valeurs des constantes de couplage et des effets nOe observés sur le spectre NOESY,

visualisant les couplages dipolaires entre les protons proches dans I'espace (Figures 111.133 et
111.134).

» La stéréochimie a-axiale du proton H-3 est confirmée par les effets nOe entre le proton H-
3/H-5 et la valeur de la constante de couplage ®Jza-2ax = 11,7 Hz.

» L’orientation B-axiale du proton H-18 est prouvée par I’effet nOe qu’il présente avec le
proton éthylénique H-12 et les protons méthyliques H3-30 B-orienté sur le spectre
NOESY, et par la grande constante de couplage Jigax10a0x= 14,2 Hz.

> Les effets nOe observés entre les protons CHs-24, CH3;-25 et CHs-26 confirment
I’orientation -axiale de ces méthyles.
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L’orientation a-axiale du proton H-9 est établie suite & sa corrélation avec le proton H-5 a-
orienté.

L’effet nOe visualisé entre H-9 a-orienté et les protons méthyliques Hs-27 indique la
stéréochimie a-axiale du Me-27.

L’absence d’effet nOe entre les protons H3-27 et le proton oxyméthine H-16 est en faveur
d’une orientation B-équatoriale du proton H-16. La multiplicité de ce proton sous forme

d’un singulet large confirme 1’orientation a-axiale du groupement OH lié au carbone C-
16.

H3C >
24 =

23 COOH

Figure 111.133: Corrélations NOESY de la partie génine du composé 12

i‘l—[x 24
H-16 Ho | J
b 13\3 AMJL\_AA Y Jjb\lw'

= 24/26
. ® s b O 'y

18/30

[©)

Figure 111.134: Spectre NOESY de la partie génine du composé 12
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Cette analyse compléte a permis d’identifier sans ambiguité la génine a 1’acide 16a-
hydroxygypsogénique. 14!
HsC, CH,

he? “cooH
Acide 16a-hydroxygypsogénique

Partie osidique

Sur le spectre RMN *H de ce composé, quatre doublets anomériques sont observés a y
4,35, 5,44, 5,30 et 4,52. Leurs carbones respectifs, obtenus par analyse du spectre HSQC J-
modulé (Figure 111.135), résonnent a d¢c 104 (C-1"), 94 (C-1"), 99,7 (C-1") et 105,4 (C-1"").

Figure 111.135: Spectre HSQC des anomeres

L’analyse des spectres COSY et TOCSY (Figures 111.136 et 111.137) permet d’identifier un
premier systeme de spins a cing protons a partir du proton anomérique H-1' (64 4,35). Le
proton osidique H-2' résonne sous forme d’un triplet a oy 3,18 (J = 8,5 Hz) montrant une

position trans-diaxiale des protons H-1', H-2' et H-3'". Ce dernier corréle avec le proton H-4' a
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oy 3,49 (m). Le proton H-5' résonne sous forme d’un doublet a 64 3,67 (J = 9,3 Hz), la valeur

de la constante de couplage Jy-4-15 > 9 Hz est caractéristique d’un acide glucuronique.

-
S5 5S4 53 52 5171 S0 49 48 47 45 45 43 43 42 41 40 39 38 37 356 35 34 33 32

Figure 111.136: Spectre COSY de I’acide glucoronique

Le spectre TOCSY (Figure 111.137) met en évidence les couplages homonucléaires totaux
entre tous les protons du méme systéme de spins de 1’acide glucoronique : H-1'/H-2', H-1'/H-
3', H-1'/H-4'et H-1'/H-5'".

H-1'H-5' H-1' H-4'
& o o

) b AR WA

1 2""1""; s

Figure 111.137: Spectre TOCSY de la partie osidique du composé 12

Les déplacements chimiques des carbones de 1’acide glucuronique sont attribués par

I’analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure 111.138).
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Figure 111.138: Spectre HSQC de la partie osidique

Les effets nOe observés sur le spectre NOESY (Figures 111.139 et 111.140) entre les protons

H-1'/H-3' et H-1'/H-5" ainsi que les grandes valeurs des constantes de couplage confirment

qu’il s’agit d’un acide B-D-glucuronopyranoique.

LT

13"

@
LR
F?., A

1mr2m

55 54 53 52 51 50 49 48 4.7 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 ppm

Figure 111.139: Spectre NOESY de la partie osidique du composé 12
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H

COOH

Figure 111.140: Corrélations NOESY de I’acide glucoronique

L’analyse des spectres COSY et TOCSY (Figures 111.141 et 111.137) montre un deuxieme
systéme de spins a six protons appartenant a un pentose dont I’anomere H-1" résonne a oy
5,44 (d, J = 6,3 Hz). Le proton H-2" [d4 3,56 (t, J = 7 HZz)] correle avec le proton anomere H-
1" et le proton H-3" [6y 3,58 (t, J = 7 Hz)]. Le proton H-4" résonant sous forme d’un triplet
dédoublé a oy 3,55 (td, J = 8; 4,7 Hz) correle avec les protons H-5"eq [6y 3,95 (dd, 11,6 ;
4,7), H-5"a] et H-5"ax [dy 3,32 (m), H-5"Db].

> -

> | R

55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 32

Figure 111.141: Spectre COSY montrant les couplages du p-D-xylose

Les valeurs des constantes de couplage sont toutes supérieures a 7 Hz indiquant une
position trans-diaxiale de ces protons. Ce pentose est identifié a un B-D-xylose. Sa
stéréochimie a été confirmée par 1’observation des effets nOe entre les protons H-1"/H-3" et
H-1"/H-5"a sur le spectre NOESY (Figures 111.139 et 111.142). Les valeurs des déplacements
chimiques des carbones de ce xylose déterminées a partir de 1’analyse du spectre HSQC J-

modulé (Figure 111.138) sont en accord avec celles de la littérature. %!
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Figure 111.142: Corrélations NOESY du p-D-xylose

A partir du troisiéme proton anomérique H-1"" [6y 5,3 (d, J = 1,6 Hz)] un systéme de spins
a huit protons a été identifié, selon les spectres COSY et TOCSY (Figures 111.143, 111.144 et
111.137), attribuables aux protons d’un 6-désoxyhexose. En effet les couplages entre les
protons suivants sont visualisés:

» H-2""[64 3,93 (dd, J=3,1; 1,6 Hz)] et H-3" [ 3,85 (dd, J = 9,5; 3,1 HZ)], la faible
valeur de la constante de couplage Jyz+-q3~ = 3,1 Hz traduit une position équatoriale du
proton H-2";

» H-3" et H-4" [64 3,58 (t, J = 9,5 Hz)], la grande constante de couplage Juz»-ns = 9,5
Hz indique que les protons H-3" et H-4" sont en position trans-diaxiale;

» H-4" et H-5" [64 3,77 (dd, J = 9,5; 6,2 HZz)], le proton H-4", sous forme d’un triplet
dont la constante de couplage (J = 9,5 Hz) atteste une position trans-diaxiale des
protons H-4" et H-5";

» Les protons H3-6" résonnent sous forme d’un doublet a 4 1,33 couplent avec le proton

H-5" au regard d’une constante de couplage J = 6,2 Hz.

Qi

-
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 32

Figure 111.143: Spectre COSY montrant les couplages du a-L-rhamnose
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Les déplacements chimiques de leurs atomes de carbone sont assignés par analyse du
spectre HSQC J-modulé (Figure 111.138).

—

Figure 111.144: Spectre COSY montrant le couplage H-5"""/H3-6""" du a-L-rhamnose

La présence d’effet nOe entre les protons H-1"/H-2" et I’absence d’effet nOe entre les
protons H-1"/H-3" et H-1"/H-5" (Figures 111.139 et [11.145), indigquent une position
équatoriale du proton anomerique H-1" donc une configuration a. Il s’agit donc d’un a-L-

rhamnose.

Figure 111.145: Corrélations NOESY du a-L-rhamnose

Les spectres COSY et TOCSY (Figures 111.146 et 111.137) permettent d’identifier
également six protons d’un pentose supplémentaire, identifié a partir de son proton
anomérique H-1"" résonant a oy 4,52 (d, J = 7,6 Hz).

En effet, a partir de ce proton on relie les protons H-2"" [84 3,24 (dd, J = 9; 7,6 Hz)], H-3""
[0y 3,35 (M)], H-4"" [64 3,5 (M)] et H-5"" [64 3,88 (dd, J = 11,2 ; 5,4 Hz, H-5""a), 6y 3,21 (dd,
J =11,2; 9,2 Hz), H-5""b] a travers leurs taches de corrélation. Les grandes valeurs des
constantes de couplage indiquent qu’ils sont tous axiaux. Il s’agit d’un Xylose de

configuration f3.
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"D30D COSY H-H

55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 32

Figure 111.146: Spectre COSY montrant les couplages du p-D-xylose

L’analyse du spectre NOESY montrant des effets nOe entre les protons : H-1""/H-3"" et

H-1""/H-5""b (Figures 111.139 et 111.147) confirme les positions axiales de ces protons.

Figure 111.147: Corrélations NOESY du p-D-xylose

Sur le spectre HMBC (Figures 111.148 et 111.149) les corrélations interglycosidiques sont
observées entre :

> Le proton H-1" du xylose et le carbone ester C-28 de la génine ;

» Le proton H-1""du rhamnose et le carbone C-2" du xylose interne ;
» Le proton H-1"" du xylose terminal et le carbone C-4" du rhamnose ;
>

Le proton H-1'" de I’acide glucoronique et le carbone C-3 de la génine.

L’enchainement triosidique attaché en position 28 de la génine est [B-D-Xyl-(1""—4")-a-

L-Rha-(1""—2")-B-D-Xyl].
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HOOC

HO
HO 1'

Figure 111.148: Corrélations HMBC et NOESY montrant I’enchainement entre les
sucres et la génine

- > CTED>ZC<OED> FErIESCT

H-1" H-1'" I\ H-1"" Ho1'
-) B o=

' T T T T d
55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 ppm

Figure 111.150: Spectre NOESY de la partie osidique du composé 12
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L’analyse du spectre NOESY (Figures 111.148 et 111.150) permet de confirmer cet
enchainement par la visualisation d’effets nOe entre les protons H-1" du rhamnose et H-2" du

xylose interne et entre les protons H-1' de I’acide glucoronique et H-3 de la génine.

Toutes ces données spectrales (Tableau 111.12) ainsi que la mesure de pouvoir rotatoire
([o]p=—34,21°, C=0,0019 g/ ml, MeOH) permettent d’attribuer au composé 12 la structure
suivante:  Acide  16a-hydroxygypsogénique  3-O-B-D-glucuronopyranosyl-28-O-[B-D-
xylopyranosyl-(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-p-D-xylopyranosyl], il s’agit d’une

nouvelle saponine.

Tableau 111.12 : Déplacements chimiques RMN *H et *C de 12 dans CD;0D

position dc (ppm) oy (m, Jen Hz)

1 38,3 1,71 (m) H-1a
1,14 (m) H-1b

2 25 1,98 (m) H-2a
1,75 (m) H-2b

3 84,8 4,10 (dd,11,7; 4,3)

4 52,5 -

5 51,5 1,52 (m)

6 20,6 1,56 (m) H-6a
1,15 (m) H-6b

7 32,5 1,56 (m) H-7a
1,38 (m) H-7b

8 39,6 -

9 46,9 1,74 (m)

10 36 -

11 23 1,93 (m)

12 122,9 5,35 (t, 3,4)

13 143,3 -

14 41,3 -

15 35,1 1,68 (m) H-15a
1,45 (m) H-15b

16 73,2 4,49 (t, 3,8)

17 48,7 -

18 40,8 2,99 (dd, 14,2; 3)

19 46,5 2,31 (t, 13,3) H-19a

1,08 (dd, 13; 3,1) H-19b

20 29,9 -

21 35 1,95 (m) H-21a
1,20 (m) H-21b

22 30,6 1,91 (m) H-22a

1,77 (m) H-22b
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position
23
24
25
26
27
28
29
30

28-Xyl
1
o
g
4
=

2"-Rha
1
o
g
4
-
o

4™-Xyl
1o
-
T
4
o

oc (ppm)
180,3

10,9
15
16,2
25,8
175,6
31,9
23,4

104
73,6
76,1
71,6
75,2
175,6

94
74,6
75,2
69,4
65,2

99,7
70,5
70,8
82,3
67,5
16,9

105,4
74,7
76,8
69,6
65,9

oy (m,Jen Hz)
1,18 (s)
1,01 (s)
0,78 (s)
1,40 (s)
0,90 (s)
0,97 (s)

4,35 (d, 7,7)
3,18 (t, 8,5)
3,37 (m)
3,49 (m)
3,67 (d, 9,3)

5,44 (d, 6,3)
3,56 (t, 7)
3,57 (t, 7)

3,55 (td, 8; 4,7)

3,95 (dd, 11,6 ; 4,7) H-5"a
3,32 (M) H-5"b

5,3 (d, 1,6)
3,93 (dd, 3,1 ; 1,6)
3,85 (dd, 9,5 ; 3,1)

3,58 (t, 9,5)
3,77 (dd, 9,5; 6,2)

1,33 (d, 6,2)

4,52 (d, 7,6)
3,24 (dd, 9 ; 7,6)
3,35 (m)

3,5 (m)

3,88 (dd, 11,2 ; 5,4) H-5""a
3,21 (dd, 11,2 ; 9,2) H-5""b
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111-4-4-2-2 Elucidation structurale du composé 13

Acide 16a-hydroxygypsogénique 3-O-p-D-glucuronopyranosyl-28-O-[B-D-
xylopyranosyl-(1"""*—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1""*—2")-a-L-arabinopyranosyl] (13)

Le composé 13 est isolé aussi sous forme d’une poudre blanche amorphe. Il est invisible
sous lampe UV aux longueurs d’onde 254 et 366 nm et il donne une coloration rose foncée
apres pulvérisation de sa CCM par ’acide sulfurique et chauffage. C’est un nouveau
saponoside identifié a I’acide 16a-hydroxygypsogénique 3-O-B-D-glucuronopyranosyl-28-O-
[B-D-xylopyranosyl-(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-a-L-arabinopyranosyl].

Le composé 13 possede la méme masse moléculaire que la saponine 12 décrite
précedemment (isomeres), au vu des spectres de masse ESI (Figure 111.151) qui montrent
deux pics d’ions pseudomoléculaires a m/z 1111 [M+Na]" et 1133 [(M-H)+2Na]" soit une

masse moléculaire 1088 uma et une formule brute Cs,HgpOo4.

F7-4-3
13HR928 27 (0.857) Cm (8:28) [I\'I‘+N:l]1'- TOF MS ES+

100

TATILT

L2 Na-H]*

11336

'115_5,5
1156.6

{| tf1s7e
{11725

miz

Figure 111.151: Spectre de masse du composé 13
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Cette formule est confirmée par le spectre de masse réalisé a haute résolution HR-ESIMS
(Figure 111.152) montrant un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 1111,4934 (calc.
C52H30024Na, 1111,4937)

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =60 PPM - /~DBE~min = -1.5, max = 50.0
Element prediction: Off

Number of isotope peaks used for i-FIT = 3

Monoisolopic Mass, Even Electron lons
100'ofmh(o)wulualodm1mmmth(wloSOb«lmo‘cmﬂcMivam)
Elements Used:

052-52 H:0-1000 0:0-24 Na:0-1 39K:0-1

13!*920210(7070“!(0&\.4 80.00, Ar,5000.0,622.57,0.70,LS 20). Sm (SG, 1x1.00): Sb(S‘O%Crgw] 1: TOF MS ES+
7.19¢+003
100 1"‘.49“

Hmm

[+2NaH
“1350[%‘ "33.‘70:] ] P

55,4633
125 | | MDD
10244338 10353828 0535995 10748 sos34000 10075080, | . 1STA484 11714010 1190.06721211

B wr"rm—m—rm R/ [ e

1001.4354

Maximum:
Mass Calc. Mass =Da DBE i-FIT Formula

1111.4934  1111.4937 «0. -0. 12.5 2.5 C52 H80 024 Na

Figure 111.152 : Spectre de masse HR-ESIMS du composé 13

F 7-4-3 CD30D

[ ‘méthyles

[\

S e b el

Figure 111.153 : Spectre RMN *H du composé 13

Les spectres RMN 'H et **C J-modulé (Figures 111.153 et 111.154) sont globalement
similaires a ceux du composé 12. En effet, on reconnait pratiguement tous les signaux de la

génine acide 160-hydroxygypsogénique:
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> CHs-24 [511,16 (s)/ 8¢ 11), CH3-25 [5141,00 ()/ 8¢ 15], CHs-26 [10,79 (s)/ 8¢ 16,4],
CHs-27 [ 1,40 (s)/ 3¢ 25,8], CH3-29 (81 0,90 (5)/ 8¢ 31,9], et CH3-30 [5140,99 (s)/ Sc
23,7] (Figures 111.155 et 111.156);

> H-3[614,03 (dd, J = 11,1; 3,4 Hz) / 8¢ 84,9], H-16 [844,50 (t, J = 4,2 Hz) / ¢ 73,2] et
H-12 [ 5,39 (t, J = 3,6 Hz) / 8¢ 122,2];

> C-28 (3¢ 175,6) et C-23 (3¢ 182).

F 7-4-3 CD30OD 13C

carbones osidiques

cepeeeee B B R B R e TP B Bt RE R LI E T

Ceveprerveerepeevene -
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

H3-30 |335 >0 H3 26

Figure 111.155 : Spectre RMN 'H des méthyles du composé 13
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Figure 111.156 : Spectre HSQC du composé 13 (partie méthyles)

1 s’agit donc de ’acide 16a-hydroxygypsogénique. !

he?  “cooH
Acide 16a-hydroxygypsogénique

La partie osidique du composé 13 s’avére presque identique a celle de 12 comme I’indique
I’analyse des spectres COSY, HSQC, TOCSY, HSQC-TOCSY et *C. En effet, cette analyse
permet de déterminer la nature osidique des quatre sucres, trois sont commun avec le

composé précédent:

» Un acide B-D-glucuropyranoique, H-1' (64 4,33)/ C-1' (¢ 103,8);
» o-L-rhamnose, H-1"" (64 5,04)/ C-1" (¢ 99,9);
> Etle p-D-xylose, H-1"" (8144,54)/ C-1"" (8¢ 105,1). (Figures 111.157 et 111.158)
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F 7-4-3 CD30OD

amada AF 7-4-3 CD30D HSQC H-1""
H-1"
H-1'
s 3 = S— A PPpm
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85

920

H-1"/C-1" <c I 95
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Figure 111.158 : Spectre HSQC des anomeres du composé 13

Le quatrieme systeme de spins est identifié par analyse des spectres COSY, TOCSY et
TOCSY-HSQC (Figures 111.159, 111.160, 111.161 et 111.162) qui montre six spins couplés
appartenant a un pentose dont 1’anomeére H-1" résonne a oy 5,65 (d, J = 3,5 Hz). Le proton H-
2" [8n 3,80 (dd, J = 5,2 ; 3,5 Hz) est couplé au proton H-3" [34 3,90 (m)], lui-méme couplé au
proton H-4" résonant sous forme d’un multiplet & oy 3,84 Ce dernier corréle avec deux
protons géminés H-5"a [dy 3,93 (m)] et H-5"b [6y 3,52 (M)].
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Figure 111.159 : Spectre COSY de I’arabinose

L’expérience TOCSY confirme les positions des différents protons de ce sucre par la
visualisation des taches de corrélation entre les protons H-1"/H-2", H-1"/H-3", H-1"/H-4", H-
1"/H-5"a (Figure 111.160).

F 7-4-3 CD30D TOCSY S'""a greme
3": "e 4"' ' e T un > b‘)'
3 |J? st 4 _‘v ‘] 3 Zvvn 2
5"a, | Hn -, v ]

M A/ 'J v \‘ ;\,st \ W || “l
VW U |
_,___f""‘\..,..____.//v ¥ k/" \‘/"""J\.../" \rl WAS K\«,\/ J' W~

o0 20® o

H-3'"H.2'  H-5™

H-3"

H.5"a H- 4"H ALl

Figure 111.160 : Spectre TOCSY des quatre sucres du composé 13
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Figure 111.161 : Spectre HSQC-TOCSY de la partie osidique du compose 13

L’expérience HSQC-TOCSY (Figures 111.161 et 111.162) est utilisée pour identifier les
protons osidiques superposables et présentant un fort chevauchement dans le cas de saponines
contenant quatre sucres et plus. A partir d’un carbone osidique donné on peut attribuer tous
les protons du méme sucre. Dans le cas de ce pentose les corrélations suivantes ont été
observées : H-1"/C-1", H-2"/C-2", H-3"/C-3", H-4"/C-4" et H,-5"/C-5" (HSQC), H-2"/H-3",
H-4"/H-5"a et H-5"a/H-5"b (TOCSY).

Figure 111.162: Spectre HSQC-TOCSY de la partie osidique du compose 13
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Les valeurs de déplacement chimique des carbones correspondant C-1" (6¢ 92,5), C-2" (8¢

74,3), C-3" (3¢ 69,5), C-4" (6¢c 65,4) et C-5" (&¢ 62,1), obtenus d’aprés I’analyse du spectre

HSQC J-modulé (Figure 111.163), sont caractéristiques d’un a-L-arabinose. %!
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Figure 111.164 : Spectre ROESY de la partie osidique du composé 13
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La configuration de 1’arabinose a été établie par comparaison de la constante de couplage
J12 avec celle de la littérature, en effet des études concernant la configuration de I’arabinose
estérifiant I’acide en C-28 des saponines triterpéniques ont montré que la constante de
couplage J;., dans le cas de a-L-arabinose, varie entre 2,8 et 6,5 Hz selon ou 1’équilibre entre
les deux conformations (*C; et *Cy) est déplacé (Figure 111.165). 1% Dans la conformation

*C, la plus stable, le B-L-arabinose & une constante de couplage ne dépassant pas 2,3 Hz.

OH OH
H o OH y
H _ . o
HO OH HO H
OH H
H H H OH
4C . 1
1 o—L-arabinose C,
OH
H/O
H
HO H
OH
H OH
‘C
1
1 C4

p—L—arabinose

Figure 111.165: Conforméres de I’arabinose

Dans notre cas, la constante de couplage Ji., = 3,5 Hz est en faveur d’une configuration a.
L’expérience ROESY (Figure 111.164) confirme cela par les corrélations qu’elle présente entre
les protons H-1/H-3 et H-1/H-5b (ax). Tout cela montre que le conformére “C; est le plus
stable (Figure 111.166).

OH

4 H

-0

HO 1__OH

OH

4Cl

Figure 111.166: Equilibre montrant les deux conforméres de I’a-arabinose
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Le séquencage de la partie osidique est realisé par analyse du spectre HMBC (Figures
111.167 et 111.168) sur lequel les corrélations *Jy.c suivantes sont observées indiquant que cette
saponine est de nature bidesmosidique.
> H-1" Ara /C-28 de la génine ;

» H-1"Rha/C-2" Ara;
» H-1"" Xyl terminal/C-4™ Rha ;
» H-1" Ac. gluc/C-3 de la génine.

HOOC
HO 0
HO /o
W; |
H

amada AF 7-4-3 CD30OD|)HMB

.lllll H.ll

ppm

0
H_lv" C'll"

H.lllll (‘.47"
@

H1C3
®

Figure 111.168 : Spectre HMBC du composé 13
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L’ensemble de ces données spectroscopiques (Tableau 111.13) et la valeur du pouvoir
rotatoire ([a]p = — 13°, C= 0,001 g/ ml, MeOH) permettent I’attribution a la nouvelle saponine
bidesmosidique 13 la structure suivante: Acide 16a-hydroxygypsogenique 3-O-B-D-
glucuronopyranosyl-28-O-[-D-xylopyranosyl-(1""—4")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-a-

L-arabinopyranosyl].

Tableau 111.13 : Déplacements chimiques RMN *H et *C de 13 dans CD;0D

Position dc (ppm) oy (m, Jen Hz)

1 38,2 1,71 (m) H-1a
1,12 (m) H-1b

2 25,0 1,96 (m) H-2a
1,74 (m) H-2b

3 84,9 4,03 (dd,11,1; 3,4)

4 52,7 -

5 51,4 1,53 (dl, 10)

6 20,7 1,57 (m) H-6a
1,13 (m) H-6b

7 32,3 1,56 (m) H-7a
1,35 (m) H-7b

8 39,8 -

9 47 1,72 (m)

10 36 -

11 23 1,94 (m)

12 122,2 5,38 (t, 3,6)

13 1431 -

14 41,2 -

15 34,9 1,78 (m) H-15a
1,42 (m) H-15b

16 73,2 4,46 (t, 4,2)

17 49 -

18 40,8 3,08 (dd, 14,3; 4,1)

19 46,2 2,30 (t, 13,3) H-19a

1,07 (dd, 12,7; 3,1) H-19b

20 29,9 -

21 34,9 1,96 (m) H-21a
1,15 (m) H-21b

22 29,3 1,92 (m) H-22a
1,82 (m) H-22b

23 182 -

24 11 1,16 (s)

25 15 1,00 (s)
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position dc (ppm)

26 16,4
27 25,8
28 175,6
29 31,9
30 23,7
3-Ac. glu
1 103,8
2' 73,8
3 76,3
4 72,2
5' 75,1
6' 175,6
28-Ara
1" 92,5
2" 74,3
3" 69,5
4" 65,4
5" 62,1
2"-Rha
1 99,9
2" 70,9
3" 70,7
4" 81,7
5" 67,6
6" 16,7
4™-Xyl
1 105,1
2" 74,6
3™ 76,7
4" 69,7
5" 65,8

oy (m,Jen Hz)
0,79 (s)
1,40 (s)
0,90 (s)
0,99 (s)

4,33 (d, 7,6)
3,18 (t, 8,9)
3,37 (m)
3,45 (t, 9,3)
3,57 (d,9,9)

5,65 (d, 3,5)
3,80 (dd, 5,2; 3,5)
3,90 (m)
3,84 (t,4,1)
3,93 (m) H-5"a
3,52 (m) H-5"b

5,04 (d, 1,1)
3,85 (dd, 3,7 ; 1,1)
3,82 (dd, 8 ; 3,7)
3,59 (t, 9,6)
3,72 (dd, 9,6; 6,3)
1,30 (d, 6,3)

4,54 (d, 7,7)
3,23 (dd, 9,2; 7,7)
3,32 (m)
3,51 (m)

3,85 (dd, 10,8 ; 5,8) H-5"a

3,21 (t, 10,8) H-5"b
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111-4-4-2-3 Elucidation structurale du composé 14

Acide quillaique 3-O-[p-D-galactopyranosyl-(1''—2')-g-D-glucuronopyranosyl]-28-O-
[((3"-O-acétyl)-p-D-xylopyranosyl)-(1"""'—4"")-((2"""-O-acétyl)-a-L-
rhamnopyranosyl)-(1""—2"")-p-D-xylopyranosyl] (14)

Le composé 14 est obtenu a 1’état pur sous forme d’une poudre blanche amorphe. Il se
comporte de la méme facon que les saponines 12 et 13, sous la lumiére UV a 254 et 366 nm.
Sa CCM se colore en rouge aprés pulvérisation de 1’acide sulfurique et chauffage. Ce
compos¢ a ¢été identifi¢ a I’acide quillaique 3-O-[B-D-galactopyranosyl-(1"—2")-B-D-
glucuronopyranosyl]-28-O-[((3""-O-acétyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1""—4"")-((2""-O-acétyl)-
a-L-rhamnopyranosyl)-(1""—2"")-B-D-xylopyranosyl], une nouvelle saponine bidesmosidique

aussi.

a9
13HRO30 171 (5.535) Cm (156:238)
100

[M+Nal*

134012

[M+2Na]*
1364.2

Figure 111.169: Spectre de masse ESI-MS du composé 14
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Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.169) enregistré en mode positif, montre des pics
d’ions pseudomoléculaires [M+Na]" et [(M-H)+2Na]" & m/z 1341 et 1363 respectivement,

correspondant a une masse moléculaire de 1318 uma et une formule brute en CgaHgsO30.

Cette formule est confirmée par le spectre de masse réalisé a haute résolution HR-ESIMS
(Figure 111.170) montrant un pic a m/z 1341,5736 (calc. Cs;Hg4O30Na, 1341,5728).

Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance = 5.6PPM / DBEsmin= ~1.5 max =500
Element prediction: Off

Number of Isotope peaks used for FIT =3

Monoisolopic Mace, Evan Electzon lons.
132 formula(e) evalvated wih 1 mmumm_(uptosomwmmmmm)

Used:
C:62:62 H:0-1000 0:0-32 Na:01 39K:0-1
F144
3HRS00 127 (6.134) AM (Co4, £0.00, AC000.0,622.57,0.70,L8 20} S (SG, 1x1.00); S8 ﬁ\ﬂ 'Ncgjmm)
1341 5736 [M+2Na-H]*
133,585

| 1258
1364.5803

%
1 1365.5623
| 1zese R o
! .,_'{‘M?W 1313531053‘5:?2“ : 1’?&“1”1.;&‘_ 1337.6183 (‘““.;“?‘ML-.

sl el

| 0 g
L1 p— T 1590 T % )

' Minizum: -1.5

Maximun: 5.0 5.0 50.0
Mass Calc. Hass nha 1324 )4 i-FIT Formula

1341.5736 1341.5728 c.8 0.8 15.5 i70.1 062 W94 030 Na

Figure 111.170: Spectre de masse HR-ESIMS du composé 14

Les spectres RMN *H et **C (Figures 111.171 et 111.172) présentent des similitudes avec
ceux des composés précédents 12 et 13. Ils permettent de reconnaitre quasiment tous les

signaux de protons et carbones de la génine. En effet on identifie facilement :

> Les signaux des méthyles CH3-24 [0y 1,17 (S)/ 8¢ 9,4], CH3-25 [0 1,04 (S)/ dc 14,4],
CH3-26 [0 0,8 (S)/ 6¢ 16,3], CH3-27 [611,39 (S)/ 8¢ 25,7], CH3-29 [840,9 (S) / 8¢ 31,9]
et CH3-30 [64 0,96 () / ¢ 23,4] ;

> Les signaux des protons et carbones de I’oxyméthine (H-3 et H-16) et de la double
liaison (H-12) résonant respectivement a oy 3,92 (dd, J = 11,8 ; 5,6 Hz)/ ¢ 83,4; 4,46
(t, J=3,8Hz)/ 73,2 et 5,32 (sl) /121,8.
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Figure 111.172: Spectre RMN *H du composé 14

La différence notable entre le composé 14 et les saponines 12 et 13 réside dans 1’apparition
sur le spectre RMN *H d’un signal déblindé d’intégration 1H résonant & &4 9,50 sous forme
d’un singulet, et sur le spectre RMN **C J-modulé (Figure 111.173) d’un signal extrémement

déblindé repéré a 209,2 ppm, correspondant a un groupement aldéhyde CHO.
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Figure 111.173: Spectre RMN **C du composé 14

L’attribution de ce groupement se fait par expérience HMBC (Figures 111.174 et 111.175)

qui montre des corrélations en J,.c entre le proton de cet aldéhyde et le groupement méthyle

Me-24 et le carbone C-5 indiquant que le méthyle Me-23 est oxydé en aldéhyde -CHO.

Figure 111.175: Spectre HMBC du composé 14
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En plus le spectre RMN 'H permet de visualiser deux signaux singulets s’intégrant pour

3H chacun résonant a oy 2,12 et 2,18 attribuables a 2 groupements acétates.

Les expériences combinées HSQC J-modulé, COSY H-H et HMBC, permettent d’assigner
sans difficulté tous les déplacements chimiques (Tableau 111.14) des protons et carbones de la
génine et d’attribuer sans ambiguité a ce composé pour sa partie aglycone, la structure

triterpénique suivante : Acide quillaique. 1°%

Acide quillaique

La stéréochimie de la partie génine (acide quillaique) de ce composé a été établie par
analyse des effets nOe observés sur le spectre NOESY (Figures 111.176 et 111.177). Cette
expérience révele les mémes interactions constatées pour la génine acide 16a-

hydroxygypsogénique des deux saponines 12 et 13.

Figure 111.176 : Corrélations NOESY de la génine
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Figure 111.177 : Spectre NOESY du composé 14

La partie osidique de ce saponoside est constituée de cing unités osidiques dont les protons
anomériques résonnent a oy 4,40 (d, J =7,4 Hz), 4,52 (d, J =7,6 Hz), 4,63 (d, J =7,7 Hz), 5,28
(d, J=1,6 Hz) et 5,45 (d, J = 6,6 Hz) (Figure 111.178).

F 7-4-9 CD30D

H_luul

H’_lvlvl

Figure 111.178: Spectre RMN *H des anomeéres du composé 14

L’expérience HSQC J-modulé (Figure 111.179) permet de détecter leurs carbones respectifs
a oc 102,2; 103,8; 105; 97,2 et 94,1.
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Figure 111.179: Spectre HSQC des anomeres du compose 14

L’analyse des spectres COSY, TOCSY, NOESY et HSQC J-modulé du saponoside 14,
permet de déterminer la nature osidique des cing systémes de spins, en effet :
> Le premier systéme de spins correspond & I’acide glucoronique. Sa structure a été établie

par analyse du spectre COSY et comparaison avec les deux saponines précédentes 12 et

13 ainsi qu’avec les données de la littérature. En partant du proton anomérique H-1'

résonant a oy 4,40 (d, J =7,4 Hz), les couplages suivants ont été observés :

e H-1'/H-2'[64 3,50 (M)] ;

e H-2'/H-3'[64 3,57 (M)];

e H-3/H-4'[84 3,50 (m)] ;

o H-4H-5'[8 3,54 (m)].

Les atomes de carbone de 1’acide B-D-glucoronique sont déterminés par analyse du spectre
HSQC (Figure 111.180).

H-6"a/C-6'> «H-6"b/C-6"

ma
A | rawa

Al w K
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=3 }
- |- 10s

11

Ppm

Figure 111.180: Spectre HSQC de la partie osidique du composé 14
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Figure 111.181: Spectre TOCSY de la partie osidique du composé 14

» Un deuxiéme systéme de spins correspondant a un hexose est repéré sur les spectres
COSY (Figures 111.182.1 et 111.182.2) et TOCSY (Figure 111.181) a partir du proton
anomérique H-1" détecté a o 4,52 (d, J = 7,6 Hz). Cette analyse a été plus difficile du fait
d’un tres fort recouvrement de signaux des protons H-2" (64 3,56), H-3" (o4 3,48) et H-5"
(64 3,54), résonant tous sous forme de multiplets. Le proton H-4" est détecté a oy 3,84
(dl, J = 3,2 Hz). La faible valeur de la constante de couplage du proton H-4" indique
qu’il est en position équatoriale. Les protons H,-6" sont localisés a partir de leurs
corrélations sur le spectre COSY avec le proton H-5" a 64 3,82 (dd, J = 11,4 ; 4,8 Hz, H-
6"a) et 3,76 (dd, J= 11,4 ; 5,8 Hz, H-6"b). Cet hexose est identifié a un f-D-galactose. Les
déplacements chimiques des atomes de carbone de ce sucre sont assignés par expérience
HSQC (Figure 111.181).

Figure 111.182.1: Corrélations COSY du p-D-galactose
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Figure 111.182.2: Spectre COSY du galactose et xylose

> A partir du troisiéme proton anomérique résonant a &y 5,45 (d, J = 6,6 Hz), un systéme de
six spins couplés est observé sur les spectres COSY et TOCSY (Figures 111.181 et
111.182.2) correspondant a un pentose. Le proton H-2" [0y 3,55 (m)] couple avec le proton
H-3" [d4 3,54 (m)]. Le proton H-4" résonant & &y 3,55 (m) correle aussi avec les protons
H,-5™ [0n 3,92 (dI, J = 6,2 Hz), H-5"a ; 3,32 (m) H-5"b]. Leurs carbones sont déterminés
par expérience HSQC. Ce pentose est identifie a un B-D-xylose. La configuration
anomérique de ce sucre a été confirmée par I’observation sur le spectre NOESY d’effets
nOe entre les protons H-1"/H-5"b (ax) (Figure 111.188).

» Aussi, un autre systeme de spins a huit protons a été identifié a partir du proton
anomérique H-1"" résonant a oy 5,28 (d, J = 1,6 Hz). L’analyse des spectres COSY et
TOCSY permet d’attribuer tous les protons d’un 6-désoxyhexose. Le proton H-1""corréele
avec le proton H-2"""[6y 5,15 (dd, J =3,4 ; 1,6 Hz)], lui-méme couple avec le proton H-3""
[0 4,04 (dd, J = 9,4 ; 3,4 Hz)]. La grande constante de couplage J = 9,4 Hz indique que
les protons H-3"" et H-4"" sont en position trans-diaxiale. Le proton H-4"" résonne sous
forme de multiplet a 4 3,54. Les protons Hz-6"" résonnent sous forme d’un doublet a oy
1,37, ils correlent par une constante de couplage J = 6,2 Hz avec le proton H-5"" repéré a
dn 3,78 (m). Les constantes de couplage de ce 6-désoxyhexose indiquent qu’il s’agit d’un
a-L-rhamnose. Le proton H-2"" (64 5,15) de ce rhamnose est fortement déblinde. Cela
suggére que 1’hydroxyle en position 2"" est estérifié. Sur le spectre HMBC (Figure
111.183), une corrélation *Jy.c est observée entre le proton H-2"" et un carbonyle résonant
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a oc 170,7 confirmant ainsi 1’estérification de la position 2™ du rhamnose par un

groupement acétate.

F 7-4-9 CD30D HMBC

Figure 111.183: Spectre HMBC montrant les corrélations entre les groupements acétates
et protons osidiques du composé 14

Selon les spectres COSY et TOCSY, le dernier systtme de spins est un pentose dont
I’anomere H-1"" résonne a oy 4,63 (d, J = 7,7 Hz). Le proton H-2""'(6y 3,37) sous forme de
multiplet corréle avec le proton H- 3" (&4 4,84, m) lui-méme couple avec le proton H-4™"
résonant sous forme d’un doublet de doublets dédoublés a &4 3,64 (ddd, J =10,5; 9,1; 5,3
Hz). Ce dernier correle avec deux protons géminés Hp-5"" [64 3,92 (dd, J =11,8 ; 5,3 Hz) H-
5""a et oy 3,32 (m) H-5""b]. Les valeurs des constantes de couplage, toutes supérieures a 7
Hz indiquent une position trans-diaxiale de ces protons, caractéristiques d’un p-D-xylose. Le
déblindage du proton H-3"" (6 4,84) du B-D-xylose et le blindage des deux carbones voisins
C-2"" et C-4™" (effet y blindant) suggerent que 1’hydroxyle en position 3 est estérifié. Ceci
est confirmé par expérience HMBC qui montre une corrélation entre le carbonyle du ptme
acetate (8¢ 171) et le proton H-3"" (Figure 111.183).

L’analyse du spectre HMBC du composé 14 (Figures 111.184, 111.185 et 111.186) montre des
corrélations en %Jy.c entre :
» H-1"" Xyl terminal/C-4"" Rha ;
» C-1"Rha/H-2" Xyl ;
» H-1" Gal/ C-2' Ac. Gluc.
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Ces corrélations permettent d’établir les liaisons interglycosydiques entre les différents
sucres de cette saponine constituée de la génine acide quillaique et de deux chaines osidiques
attestant de sa nature bidesmosidique :

» B-D-galactopyronose-(1"—2")-B-D-glucuronopyranose

Figure 111.184: Corrélation HMBC entre H-1"" du galactose et C-2' de I’acide
glucoronique

> (3""-O-acétyl)-p-D-xylopyranose-(1"""—4"")-(2"""-O-acétyl)-a-L-rhamnopyranose-
(1"—2")-B-D-xylopyranose.

CH;

Figure 111.185: Corrélations HMBC entre H-1"""" du xylose et C-2"""* de rhamnose et H-
1" et C-2"" du xylose

H-1""/C-2" H-1"/C-2'

()

S
H-1"""/C-4""

Figure 111.186: Spectre HMBC montrant I’enchainement des sucres du composé 14
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Les séquences de la chaine osidique liées aux carbones C-3 et C-28 de la génine sont faites
par ’observation des effets nOe sur le spectre NOESY (Figures 111.187 et 111.188) entre les
protons :

» H-1' Ac. gluc/H-3 de la génine,
» H-1" Gal/H-2" Ac. gluc,

» H-1""Rha /H-2"" Xyl,

» H-1"" Xyl/H-4""Rha.

Figure 111.188: Spectre NOESY de la partie osidique du composé 14

La mesure du pouvoir rotatoire ([a]p = — 12,1°, C= 0,0019 g/ ml, MeOH), ainsi que les
données spectrales (Tableau I11.14) permettent d’attribuer la structure nouvelle suivante a la

saponine 14 . Acide quillaique 3-O-[B-D-galactopyranosyl-(1"—2"-B-D-
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glucuronopyranosyl]-28-O-[((3""-O-acétyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1""—4"")-((2""-O-acétyl)-
a-L-rhamnopyranosyl)-(1""'—2"")-p-D-xylopyranosyl].

Tableau 111.14 : Déplacements chimiques RMN *H et *C de 14 dans CD;0D

Position dc (ppm) oy (m, Jen Hz)

1 37,9 1,72 (m) H-1a
1,12 (m) H-1b

2 24 2,05 (m) H-2a
1,82 (m) H-2b

3 83,4 3,92 (dd, 11,8; 5,6)

4 54,8 -

5 47,8 1,35 (m)

6 20,1 1,50 (m) H-6a
0,93 (m) H-6b

7 32,1 1,54 (m) H-7a
1,36 (m) H-7b

8 39,7 -

9 47,1 1,74 (m)

10 35,7 -

11 23 1,96 (m)

12 122,8 5,32 (sl)

13 143 -

14 41,4 -

15 35 1,67 (dd, 14,3 ; 3,2) H-15a
1,44 (m) H-15b

16 73,2 4,46 (t, 3,8)

17 49 -

18 40,7 2,97 (dd, 14,4; 4,3)

19 47 2,30 (m) H-19a

1,08 (dd, 14,2; 3,2) H-19b

20 29,9 -

21 35,1 1,94 (m) H-21a
1,18 (m) H-21b

22 30,6 1,92 (m) H-22a
1,77 (m) H-22b

23 209,2 9,50 (s)

24 9,4 1,17 (s)

25 14,4 1,04 (s)

26 16,3 0,80 (s)

27 25,7 1,42 (s)

28 175,6 -

29 31,9 0,90 (s)

30 23,4 0,96 (s)
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position
3-Ac. glu

1

o

3

4

5

6
2'-Galc

1"

on

3

4

5"

6"

28-Xyl
T
o
g
e
-

2"-Rha
Lo
oo
g
4
g
o
2"- CO
CHs-CO
4"-Xyl
Lo
o
g
g
o

3""-CO
CHs

dc (ppm)

102,2
79,8
76,6
73,6
75,5
175,6

103,8
75,8
73,6
69
75,2
60,1

94,1
72,4
75,2
69,6
65,4

97,2
72,4
69,1
82,2
67,5
16,9
170,7
19,5

105
72,4
77,6
67,5
65,6

171
19,8

oy (m,Jen Hz)

4,40 (d, 7,7)
3,50 (m)
3,57 (M)
3,50 (m)
3,54 (M)

4,52 (d, 7,6)
3,56 (M)
3,48 ()

3,84 (dI, 3,2)
3,54 (m)

3,82 (dd, 11,4 ; 4,8) H-6"a
3,76 (dd, 11,4 ; 5,8) H-6"b

5,45 (d, 6,6)
3,55 (M)
3,54 (m)
3,55 (m)

3,92 (dl, 6) H-5"a
3,32 (m) H-5"b

5,28 (d, 1,6)
5,12 (dd, 3,4 ; 1,6)
4,04 (dd, 9,4 ; 3,4)

3,54 (m)
3,78 (m)
1,37 (d, 6,2)

2,12 (s)

4,63 (d, 7,7)
3,37 (m)
4,84 (m)
3,64 (ddd, 10,5;9,1; 5,3)

3,92 (dd, 11,8 ; 5,3)
3,32 (m)

2,18 (s)
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111-4-4-3 Caractérisation des triterpenes

111-4-4-3-1 Elucidation structurale du composé 15

Acide echinocystique (15)

Le composé 15 nommé acide echinocystique est obtenu sous forme d’une poudre blanche.
Il est invisible a la lumiere UV (254 et 366 nm) et se colore en violet aprés révélation de sa
CCM avec une solution acide et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS du composé 15 (Figure 111.189) obtenu par ionisation douce
en mode positif révéle un pic d’ion pseudomoléculaire [M+Na]™ & m/z 495, soit une masse

moléculaire M = 472 uma correspondant a la formule C3oHyg04.

s [M+Na]*
11BR 565 67 (1.248) Cm (57:90) 1: TOF MS ES+
100 495.3 5.68e3

Figure 111.189: Spectre de masse ESI-MS du composé 15

L’analyse du spectre RMN *H (Figure 111.190) de ce composé, enregistré dans un mélange

CDCI3/CD3;0D, montre dans la région blindée sept singulets fins (Figure 111.191), s’ intégrant
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pour trois protons chacun, attribuables aux méthyles résonant a 3y 0,93 (CH3-23), 0,71 (CHs-
24), 0,88 (CHs3-25), 0,74 (CHs-26), 1,27 (CHs-27), 0,86 (CH3-29) et 0,91 (CHs-30)
correspondant aux sept méthyles angulaires d’un squelette triterpénique pentacyclique. Le
squelette de base de ce type de composé renferme 8 méthyles angulaires mais 1’observation
uniquement de sept groupements méthyles indique que 1’un d’entre eux a été oxydé. Ceci est
supporté par la présence sur le spectre RMN *C d’un carbonyle acide & 178 ppm (Figure
111.193).

HH-AF4 CDC13 + gttes CD30OD

!

T

T
3.5 3

el s

Figure 111.191: Spectre RMN “H des méthyles du composé 15

De plus, on observe un massif de protons résonant entre 0,80 a 2,20 ppm correspondant
aux CH et CH,, et trois signaux a oy 5,20 (1H, t, J = 3,5 Hz), 3,18 (1H, dd, J = 13,6 ; 4 Hz) et
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3,00 (1H, dd, J = 10,1 ; 4 Hz) attribuables respectivement au proton éthylénique H-12, et aux
protons oxyméthine H-3 et méthine H-18, des triterpénes pentacycliques de type oléan-12-
ene. Le déplacement chimique du proton H-18 (64 3,00, dl, J =13,6 Hz) est significatif de la
présence d’une fonction acide en C-28 (COOH).

L’analyse des couplages hétéronucléaires “Jy.c visualisés sur le spectre HSQC J-modulé
(Figure 111.192) permet d’identifier les carbones C-12 (8¢ 122,5), C-3 (6¢ 78,7) et C-18 (¢
40,7).

Figure 111.192: Spectre HSQC montrant C-3, C-12 et C-18

Le spectre RMN *C J-modulé (Figure 111.193) et DEPT (Figure 111.194) révélent
nombreux signaux correspondant a sept méthyles, neuf méthylenes, six méthines et huit
atomes de carbone quaternaires, soit au total 30 atomes de carbone, confirmant ainsi la nature

triterpénique de ce composé.

i ] W

HH-AF4 CDC13 + gttes CD3OD 13C

Figure 111.193: Spectre RMN “C composé 15
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b3

Carbones méthyliques

Carbones méthiniques
A

\ )

HH-AF4 CDC1l3 + gttes CD30OD DEPT 13f
Carbones méthyléniques
MG ) Gatii iy a2 Db e Y SO it o Tadin ataler ! Sl duBi e A (ERa e o (i b i Gaie . e e cos fos f il GeadhEdas 2 . DiaEa) oo
120 110 100 90 S0 40 30 20 ppm

Figure 111.194: Spectre RMN **C J-modulé DEPT 135 du composé 15

A partir des protons caractéristiques identifiés précédemment, I’expérience COSY H-H

(Figures 111.195 et 111.196) permet de localiser les déplacements chimiques de plusieurs

protons de la génine triterpénique. On reconnait entre autres:

>

Y V V V

Les deux protons H-2 (84 1,55) a partir de leurs corrélations avec le proton H-3 connu ;
Les protons H,-1 (64 1,58; 0,92) couplant avec les protons H,-2 ;

Les protons H,-11(d4 1,84) a partir de leurs couplages avec le proton éthylénique H-12 ;
Le proton H-9 (84 1,54) corrélant avec les protons H,-11 ;

Les deux protons géminés H,-19 (34 2,05; 1,05) présentant des couplages avec H-18.

HH-AF4 CDC1l3 + gttes CD30OD apres 15 jours COSY

-3
H-18

e

[
H-18/H-19b
<>}
H-3H-2

>
H-18/H-19a

Figure 111.195: Spectre COSY du compose 15
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{ P Te )
NY %

28
56 COOH
NaVaVaVy NaVAV ¥y

Figure 111.196: Couplages COSY

L’expérience HSQC J-modulé permet d’attribuer les déplacements chimiques des carbones

C-1, C-2, C-9, C-11 et C-19 a &c
111.197 et 111.198).

HH-AF4 CDCl1l3 + gttes CD30D apres 15 jours H

H-11

38,5; 26,8; 46,8 ; 23,2 et 46,2 respectivement (Figures

H

Lhon A
SO G

¥

T

23 22 21 20 19 13 17 18 15 14 13 1) 11 10 09 0s8 d7 06

Figure 111.198: Spectre HSQC du compose 15

168



Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

L’¢lucidation structurale du composé 15 est initiée & partir du carbone C-3 connu. En effet,
les protons méthyliques CH3-23 (6y 0,93) et CH3-24 (64 0,71) sont repérés suite aux
corrélations qu’ils présentent sur le spectre HMBC (Figures 111.199 et 111.200) avec le carbone
oxyméthine C-3. lls corrélent également avec 2 carbones détectés a o¢c 55,5 et 38,6
correspondant aux carbones C-5 et C-4 respectivement.

Les protons méthyliques CH3-25 (64 0,88) couplent avec les carbones C-1, C-5 déja
assignés et avec deux autres carbones un CH-9 connu et un quaternaire C-10 (6¢ 36,9). Le
spectre HSQC J-modulé permet d’attribuer le proton H-5 a 6y 0,68 sous forme d’un doublet
large (J = 11,4 Hz).

H-29/C-30

H-30/C-20 =
| —

H-30/C-21 =
H-23T-4

H-30/C-19
~H 25T

Figure 111.200: Spectre HMBC du compose 15 (partie des méthyles)
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H-16/H-15b
®

Figure 111.201: Spectre COSY du composé 15

A partir du proton H-5, le spectre COSY (Figures 111.201 et 111.202) montre un systeme de
spins a 5 protons révélant les couplages entre le proton H-5 et les protons H,-6 (64 1,78; 1,22).
Ces derniers corrélent a leur tour avec deux protons voisins résonant a (6y 1,45; 1,32) ne
pouvant étre que les protons H,-7, dont les carbones sont assignés a 6c 18,2 (C-6) et 32,8(C-7)
selon le spectre HSQC J-modulé.

HO

Figure 111.202: Couplages des protons H-5, H,-6 et H,-7

Le CH3-26 (64 0,74) est identifié suite aux couplages qu’ils présentent sur le spectre
HMBC avec les carbones C-7 et C-9 déja attribués, et deux carbones quaternaires C-8 (dc
39,5) et C-14 (dc 41,5). Le carbone C-14 identifié suite a la corrélation qu’il présente en
HMBC avec le proton H-12, corréle avec un autre groupement methyle correspondant au
méthyle Me-27 (64 1,27). Ce dernier couple avec les carbones aliphatiques C-8, C-15 ainsi
qu’avec un carbone éthylénique quaternaire C-13 (Figure 111.203). Ces carbones résonnent a
dc 35,1 (C-15) et 142,8 (C-13).
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Figure 111.203 : Couplages HMBC en 2Jyc et *Jpc des méthyles 26 et 27

Il est facile de caractériser les CH3-29 (64 0,86) et CH3-30 (64 0,91) sur le spectre HMBC
(Figure 111.200) a partir du carbone C-19. Ces méthyles correlent aussi avec les carbones C-20
(6c 30,2) et C-21(6c 35,1). Les protons Hy-21 (64 1,65; 1,14) localisés par analyse du spectre
HSQC couplent en COSY avec deux protons correspondant aux protons géminés H,-22 (dy
1,78; 1,22), leur carbone est repéré par expérience HSQC a éc 29,6.

Le spectre COSY (Figure 111.201) montre les corrélations entre les protons Hy-15 (64 1,82;
1,35) et le proton H-16 qui résonne a o+ 4,40, son déplacement chimique indique qu’il est li¢
un groupement attracteur ne pouvant étre que le groupement hydroxyle selon le spectre de
masse. Son carbone est repéré a oc 74,1 grace a I’analyse du spectre HSQC. Ce carbone
montre des corrélations avec les protons H,-22 et H,-15 sur le spectre HMBC (Figure
111.204).

iH-AF4 CDC1l3 + gttes CD30D apres 15 jours HMBC

"H-22b/C-16

Figure 111.204: Spectre HMBC du composé 15

A T’issue de cette analyse, tous les protons et carbones de ce composé sont attribués (Tableau

111.15).
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La stéréochimie des différents carbones asymétriques du composé 15 est établie par
analyse du spectre NOESY et mesure des constantes de couplage. Ce spectre montre des
corrélations sur la face a entre : H-3/H-5; H-3/CH3-23 ; H-5/H-9 ; H-5/CH3-23 et CH5-27/H-9
et sur la face  entre : H-18/H-12 ; H-18/CH3-30, CH3-24/CHs3-25 et CH3-25/CH3-26 (Figures
[11.205 et 111.206). L’absence d’effet nOe entre les protons du méthyle Me-27 d’orientation o
avec le proton H-16 indique une orientation a-équatoriale de ce proton. La multiplicité du
proton H-16 sous forme de singulet large et I’effet nOe observé entre ce proton et H-22a (eq)

confirment la configuration B-orientée du proton H-16.

-3/ CH=-30
H-3"HL-S

aSE22a

1S |
H_1;H_12 ] I
L} T T i

T T
25 20 15 1.0 0.s

Figure 111.206: Spectre NOESY du composé 15

L’ensemble de ces données spectroscopiques (Tableau 111.15) et la valeur du pouvoir
rotatoire ([o]p= + 12,5°, C= 0,28 g/100 ml, MeOH) permettent d’attribuer pour le composé 15

la structure suivante : acide 3B,16a-dihydroxyoléan-12-én-28-oique (Acide echinocystique).
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Ce composé a été isolé antérieurement de I’espéce Eclipta prostrata L. (Asteraceae). 2% Il a

été trouvé pour la 1°® fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.15: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 15 dans CDCly/CD;0D

Position oy (m, Jen Hz)

1

o OB W N

8
9
10
11
12
13
14
15

16
17
18
19

20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
30

dc (ppm)

38,5

26,8
78,7
38,6
55,3
18,2

32,8

39,5
46,8
36,9
23,2
122,5
142,8
41,5
351

29,6
49
40,7
46,2

30,2
351

74,1

27,9
15,5
15,4
16,9
26,9
178
32,6
251

1,58 (m) H-1a
0,92(m) H-1b
1,55 (m)

3,18 (dd, 10,1; 4)

0,68 (dl, 11,4)
1,50 (m) H-6a
1,34 (m) H-6b
1,45 (m) H-7a
1,32 (m) H-7b
1,54 (m)
1,84 (m)
5,32 (t, 3,5)

1,82 (m) H-15a
1,35 (m) H-15b
4,40 (sl)
3,00 (dl, 13,6)
2,05 (m) H-19a
1,05 (m) H-19b

1,65 (m) H-21a
1,14 (m) H-21b
1,78 (m) H-22a
1,22 (m) H-22b
0,93 (s)
0,71 (s)
0,88 (s)
0,74 (s)
1,27 (s)
0,86 (s)
0,91 (s)
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111-4-4-3-2 Elucidation structurale du composé 16

Acide oléanolique (16)

Le composé 16 est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Le spectre de masse ESI-MS
montre en mode positif (Figure 111.207) deux pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na]" & m/z
479 et [M+K]" & m/z 495, correspondant & une masse moléculaire de 456 uma et une formule
brute C3oH4g03.

AF 3
11HR321 70 (2.210) Cm (40:81) [M+Na]* 1: TOF MS ES+
100 479.4 571e3

480.4

ass.a [MAK]*

495.4

413.2

|
I , [roed 619.6 647.6
ahdl | P PSR |
400 500 600 700

Figure 111.207: Spectre de masse ESI-MS du composé 16

Les spectres RMN (*H, **C) du composé 16 (Figures 111.208, 111.211 et 111.212) sont
presque identiques a ceux du composé précédent 15, ce qui permet de conclure que ces deux
composés présentent une petite différence dans leurs structures.

La différence par rapport au composé précédent (15) concerne principalement la
disparition des signaux du groupement oxyméthine OCH-16 (o 4,40/5¢ 74,1) sur les spectres
RMN *H et *3C, tout cela laisse & supposer que le cycle 5 de la molécule ne comporte pas de

la fonction alcool.
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sept méthyvles

HH-AF3 CDC13 ‘ ( j
(

/

& 5 ///!/'

-3
= H-18 M

REEER- EEEAEMEREE

Figure 111.208: Spectre RMN *H du composé 16

Il est observé sur le spectre RMN *H (Figure 111.208) de ce composé, un ensemble de
signaux a oy 5,27 (1H, t, J = 3,5 Hz), 3,18 (1H, dd, J =10 ; 6,2 Hz) et 2,84 (1H, dd, J = 13,9 ;
4,1 Hz) attribuables respectivement aux protons H-12, H-3 et H-18 des triterpenes
pentacycliques de type oléan-12-ene.

De plus, sept signaux singulets fins sont visualisés entre 0,75 et 1,00 ppm (Figure 111.209),
attribuables aux sept méthyles angulaires de ce composé Me-23 (64 0,98), Me-24 (64 0,78),
Me-25 (64 0,92), Me-26 (34 0,80), Me-27 (84 1,15), Me-29 (84 0,90), Me-30 (84 0,93). Sur le
spectre HSQC, ces méthyles résonnent entre 15 et 35 ppm (Figure 111.210).

Figure 111.209: Spectre RMN *H des méthyles du composé 16
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Me-24/C-24

B (@)
(\6@2;!))
Me-26/C-26

@1\1&30;('-30
27027 .

(Cxe)) @1\1@23@-:3
= ¢

()} <2 Me-29/C-29

AIIIIAIiIII

|

e S e S S— . r—

1.2 1.0

Figure 111.210: Spectre HSQC des méthyles du composé 16

Figure 111.211 : Spectre RMN **C du composé 16

Les spectres HSQC, RMN *3C et DEPT (Figures 111.211 et 111.212) permettent d’attribuer
les déplacements chimiques des carbones C-3, C-12 et C-13 a &¢c 79,1, 122,8 et 144,6

respectivement.
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C-5

Figure 111.212: Spectre RMN **C J- modulé DEPT du composé 16

L’ensemble de ces données (Tableau 111.16) ainsi que la comparaison avec celles de la
littérature, conduisent a I’identification du composé 16 comme étant I’acide oléanolique. Ce
composé a été antérieurement isolé de plusieurs espéces de la famille Asteraceae: Atractylis
carduus, ) Baccharis solieri, Baccharis linearis °® et Aster hipidus. ! Il est connu pour

ses activités anti-inflammatoire et anticancéreuse. [**°

Tableau 111.16: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 16 dans CDCl;

Position dc (ppm) oy (m, Jen Hz)

1 38,9 1,60 (m) H-1a
0,97(m) H-1b

2 27 1,58 (m)

3 79,1 3,18 (dd, 10; 6,2)

4 39,7 -

5 55,7 0,75 (dI, 10)

6 18,7 1,54 (m) H-6a
1,37 (m) H-6b

7 32,9 1,75 (m) H-7a
1,57 (m) H-7b

8 39,1 -

9 48,1 1,58 (m)

10 37,4 -

11 23,8 1,88 (dt, 7,1 ; 3,5)

12 122,8 5,27 (t, 3,5)

13 144.6 -
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position oc (ppm) oy (m,Jen Hz)

14 42,1 -

15 28,1 1,73 (m) H-15a
1,07 (m) H-15b

16 23,4 1,98 (td, 13,5; 3,9) H-16a
1,61 (m) H-16b

17 46,8 -

18 41,7 2,84 (dd, 13,9; 4,1)

19 46,4 1,65 (m) H-19a
1,15 (m) H-19b

20 30,9 -

21 34,2 1,36 (m) H-21a
1,20 (m) H-21b

22 33,2 1,48 (m) H-22a
1,31 (m) H-22b

23 28,3 0,98 (s)

24 15,8 0,78 (s)

25 15,5 0,92 (s)

26 17,1 0,80 (s)

27 26,1 1,15 (s)

28 181,5 -

29 33,3 0,90 (s)

30 23,7 0,93 (s)

111-4-4-3-3 Elucidation structurale du composé 17

Hédéragénine (17)

Le composé 17 appelé hédéragenine a été isolé a 1’état d’une poudre blanche. Il est
invisible sous la lampe UV aux longueurs d’onde 254 et 366 nm et se colore en violet par

révélation a I’acide et chauffage.
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Les spectres RMN *3C et DEPT (Figures 111.213 et 111.214) permettent d’observer 30
signaux se répartissant en 6 méthyles, 11 méthylenes dont un hydroxyméthylene, 5 méthines,

ainsi que 8 atomes de carbone quaternaires, attestant de la nature triterpénique de ce composé.

onze méthvlénes

HH-AFS CDC13 + gttes CD3OD DEPT

cinq méthines

Figure 111.213: Spectre RMN *C J- modulé du composé 17

Les spectres RMN *H et *C (Figures 111.214 et 111.215) de ce composé sont voisins & ceux
du composé précédent, a savoir I’acide oléanolique 16. La différence réside au niveau du
nombre de groupements méthyles égale a 6, soit un méthyle en moins par rapport au composé
16 (Figure 111.216).

HH-AFS CDC13 + gttes CD30OD 13C

Figure 111.214 : Spectre RMN “C du composé 17
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six méthyles

Figure 111.215 : Spectre RMN "H du composé 17

Me-29 DNMe-24

Me-30
Me-25 L
\}\ Me-26

PPMm

Figure 111.216: Spectre RMN *H des méthyles du composé 17

Comme pour le produit 15 décrit précédemment, le composé 17 possede la méme masse
moléculaire, au vu de son spectre de masse ESI (Figure 111.217) qui montre un pic d’ion
pseudomoléculaire [M+Na]® & m/z 495, soit une masse moléculaire M = 472 uma
correspondant a la formule CzoHs304. La masse moléculaire de ce composé et plus de 16
unités de masse atomique par rapport au composé 16 (acide oléanolique), laisse supposé la
présence d’un oxygene en plus dans 1a structure du composé 17 en comparaison avec 1’acide

oléanolique (16), soit I’oxydation d’un méthyle en CH,-OH.
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Figure 111.217: Spectre de masse ESI-MS du composé 17

L>apparition sur le spectre RMN *H de deux signaux déblindés d’un systéme AB sous
forme de deux doublets résonant a 6y 3,61 (1H, d, J = 10,4 Hz) et 3,32 (1H, d, J = 10,4 Hz)
confirme l’oxydation d’un méthyle en groupement hydroxymethylene CH,OH. Le
déplacement chimique du carbone correspondant est déterminé par expérience HSQC a d¢
71,4 (Figure 111.218).

H-23a/C-23 H-23b/C-23 -

Figure 111.218: Spectre HSQC du compose 17

La localisation du groupement CH,OH est déduite a partir de I’analyse du spectre HMBC
(Figures 111.219 et 111.220). En effet, les protons de ce groupement H-23a [64 3,60 (d, J =

10,4 Hz)] et H-23b [84 3,32 (d, J= 10 Hz)] corrélent en 3J avec le carbone oxyméthine C-3
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(8¢ 76,4) et avec le méthyle CH3-24 (6¢c 11,3). Le déplacement chimique de ce dernier a 11,3

ppm blindé permet de positionner le groupement CH,OH en position o équatoriale. %%

HH-AFS CDC13 + gttes CD30D HMBC

Y

H73a654@ H-23 z

<
- —
"

H-232/C-4C) (OH-23b/C-4 %
H-232/C-5C) (OH-23b/C-5 ¥ 3

H-23a/C-3 @ @]‘[-231) C-3

4.0 3.5 3.0

Figure 111.220: Spectre HMBC du compose 17

L’analyse combinée des spectres COSY H-H, HSQC J-modulé et HMBC permet
d’assigner les déplacements chimiques des autres protons et carbones de ce composé (Tableau
111.17).

Ce compose a été identifié comme étant 1’heédéragenine en comparant ses données de RMN
'H et 13C a celles de la littérature, ainsi que la valeur de son pouvoir rotatoire ([o]p= + 25,3°,
C= 0,166 ¢g/100 ml, MeOH). Antérieurement, il a été isolé de I’extrait n-butanolique de
I’espéce Nigella sativa Linn (Ranunculaceae). ! Ce composé a été caractérisé pour la 1%

fois dans le genre Atractylis.
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Tableau 111.17: Déplacements chimiques en RMN *H et **C de 17 dans CDCl;

position
1

~N ook wN

© 0o

10
11
12
13
14
15

16

17
18
19

20
21

22

23

24
25
26
27
28
29
30

oc (ppm)
38

27
76,4
41,5
49,7
18,4
32,4

39,2
47,6
36,8
23,3
122,1
144
41
27,6

23

46,3
41,2
45,9

30,6
33,8

32,5
71,4

11,3
15,5
16,7
25,8
181
33
23,4

oy (m, Jen Hz)
1,57 (m) H-1a
0,93 (m) H-1b
1,56 (m)
3,57 (m)
0,83 (sl)
1,35 (m)

1,41 (m) H-7a
1,23 (m) H-7b
1,52 (m)
1,83 (m)
5,23 (sl)

1,67(m) H-15a
1,03 (m) H-15b
1,92 (m) H-16a
1,56 (m) H-16b
2,79 (dl, 10,6)
1,58 (m) H-19a
1,10 (m) H-19b
1,30 (m) H-21a
1,16 (m) H-21b
1,70 (m) H-22a
1,51 (m) H-22b
3,61 (d, 10,4) H-23a
3,32 (d, 10) H-23b

0,82 (s)
0,91 (s)
0,74 (s)
1,09 (s)
0,86 (s)
0,88 (s)
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111-4-4-3-4 Elucidation structurale du composé 18

N [

~

Caulophyllogénine (18)

Le composeé 18 est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le chloroforme. Il
est invisible sous lampe UV. La coloration violette de ce produit sur CCM, apres révélation a
’aide d’un révélateur a base d’un mélange d’acides, nous oriente vers une structure de nature
triterpénique.

Le spectre de masse ESI de ce composé (Figure 111.221) montre un pic d’ion pseudo-
moléculaire a m/z = 511 [M+Na]" correspondant a une masse moléculaire 488 uma, soit une

formule brute C3H450s.

Analysis Info

Analysis Name  NM004998 d Acqguisition Datle 09/12/12 14:08:28
Method infusion MS Operator Nicotas MOLINIER
Sample Name  AF-20 Instrument Esquire-LC_00088
Comment

Acquisition Parameter

jon Source Type ESI Positve Altemating lon Folacity
Mass Range Moce StaNormal Scan Enc

Capsliary Exit $100.7 voit ¥ . Trap Drive
'Mauon Time 1707 ps Auto MSMAS

intens §

x10% [M+Na]*
1 5118

=

7052 8272 8892

e s aa

700 820 900

Figure 111.221: Spectre de masse ESI-MS du composé 18

Le spectre RMN *H (Figure 111.222) du composé 18 est voisin de ceux des composés 15 et

17 élucidés précédemment. 1l permet de reconnaitre entre autres :
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» Les protons H-3, H-12 et H-18 caractéristiques d’une molécule de nature triterpénique
pentacyclique résonant a oy 3,48 (m), 5,32 (t, J =3,5Hz) et 2,95 (dd, J =13,5; 4 Hz) ;

» Un massif de protons repére entre 0,70 a 2,10 ppm, correspondant aux -CH et -CH, des
cing cycles ;

> Les méthyles détectés sous forme de six singulets fins entre 0,70 et 1,30 ppm.

La différence majeure par rapport au compose 17, réside en la présence d’un signal sous
forme d’un singulet large s’intégrant pour 1H correspondant & un proton oxyméthine résonant
a oy 4,43. Une autre différence par rapport au composé 15, a trait a la disparition du signal
correspondant au méthyle Me-23 (64 0,93) et I’apparition d’un groupement hydroxyméthyléne
CH,OH dont les deux protons non équivalents sont localisés a 6 3,68 (d, J =10 Hz, H-23a) et
3,37 (d, J =10 Hz, H-23b).

AF-20 CDCI3 Proton

Figure 111.222: Spectre RMN *H composé 18

Le spectre RMN *C J-modulé DEPT (Figure 111.223) est quasi similaire & celui du
composé 17 précédent. Par ailleurs, on note la disparition du carbone secondaire CH,-16 (23
ppm) et ’apparition d’un signal déblindé a ¢ 74,9 (CH) d’un oxyméthine correspondant au

carbone C-16 observé dans le cas du composé 15.
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AF-20 CDC13 Dept

— 121,30

Figure 111.223: Spectre RMN *C J-modulé DEPTdu composé 18

Les déplacements chimiques des protons et carbones, ont été déterminés par 1’analyse
conjointe des spectres HSQC J-modulé, COSY et HMBC (Tableau 111.18).

Cette analyse spectroscopique permet d’attribuer la structure suivante pour ce COMpOSe :
Acide 3pB,160,23-trinydroxyoléan-12-én-28-oique appelé également Caulophyllogénine. 1l a
été isolé antérieurement de 1’espéce Caulophyllum robustum (Berberidacea). %% Ce composé

a été trouvé pour la premiere fois dans le genre Atractylis.

Tableau 111.18: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 18 dans CDCl;

position dc (ppm) o4 (m, Jen Hz)

1 38,5 1,58 (m) H-1a
0,92(m) H-1b

2 27,0 1,55 (m)

3 77,4 3,48 (m)

4 38,6 -

5 50,1 0,80 (sl)

6 18,5 1,50 (m) H-6a
1,34 (m) H-6b

7 32,8 1,42 (m) H-7a
1,28 (m) H-7b

8 39,5 -

9 46,9 1,53 (m)

10 37,8 -
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position dc (ppm) oy (m,Jen Hz)
11 23,2 1,84 (m)
12 123,3 5,32 (t, 3,5)
13 143,5 -
14 41,5 -
15 35,7 1,82 (m) H-15a
1,35 (m) H-15b
16 74,9 4,43 (sl)
17 49 -
18 40,7 2,95 (dd, 13,5; 4)
19 46,4 2,05 (m) H-19a
1,05 (m) H-19b
20 30,2 -
21 35,4 1,65 (m) H-21a
1,12 (m) H-21b
22 30,5 1,90 (m) H-22a
1,52 (m) H-22b
23 72,4 3,68 (d, 10) H-23a
3,37 (d, 10) H-23b
24 11,6 0,82 (s)
25 16,1 0,90 (s)
26 17,3 0,71 (s)
27 27,2 1,28 (s)
28 178 -
29 32,9 0,84 (s)
30 24,9 0,91 (s)

111-4-4-3-5 Elucidation structurale des composés 19 et 20

Daucostérol (19) Stigmastérol glucosylé (20)

L’analyse des spectres RMN 'H, masse ESI et la comparaison avec les données de la
littérature permettent d’identifier ces deux phytostérols glycosylés, isolés en mélange
constitue par daucostérol (19) et stigmastérol glucosylé (20). lls ont été isolés des especes

Carthamus lanatus et Centaurea omphalotricha appartenant a la famille Asteraceae. 6%
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111-4-4-3-6 Elucidation structurale des composés 21 et 22

oléana-9(11),12-dien-3-yl acétate (21) ursa-9(11),12-dien-3-yl acétate (22)

Le mélange des composeés 21 et 22, a été obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble
dans le chloroforme. Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.224) de ce mélange présente
deux pics d'ions pseudomoléculaires & m/z = 489 [M+Na]" et 955 [2M+Na]" correspondant &

une formule brute en C3yHs005.

Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Analysis Name NM004991.d Acquisition Date 09/12/12 13:47:19
Method infusion MS Operator Nicolas MOLINIER
Sampie Name AF-13 Instrument Esquire-LC_00088
Comment

Acquisition Paramoter

lon Sowrce Type ES! lon Pouﬁ ARernatng lon Polarity
Mass Range Mode Std/Normal Scan ; Scan Ena

ICapilary Exit 120 4 von Skom 1 Trap Drwe
IAccurulation Time 1208 us Average. Auto MSMS

- I [M+Na]*

4 4894

[2M-+Na]*

g FO22
800

Figure 111.224: Spectre de masse ESI-MS du mélange des composés 21 et 22

Dans la région des champs forts le spectre RMN *H (Figure 111.225) de ce composé permet
de visualiser une série de pics trés dense dans I’intervalle 0,70-1,20 ppm. Ceci suggere la
présence d’un nombre élevé de méthyles avec des multiplicités doublet et singulet.

L’analyse du spectre HSQC (Figure 111.226) montre plus de 10 taches de corrélations
attribuables aux carbones des méthyles résonant entre 15 et 35 ppm. Ceci confirme la nature

triterpénique pentacyclique de ce composé.

188



Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

AF-13 CDCI3 Proton
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Figure 111.225: Spectre RMN *H du mélange des composés 21 et 22

L’analyse des spectres RMN *H et HSQC (Figures 111.225 et 111.226) révéle la présence de
plusieurs signaux entre 0,75-2,10 ppm correspondant au CH et CH, d’un triterpéne
pentacyclique. Il est observé aussi un signal singulet d’intégration plus de 6H a 1,99 ppm

attribuable au moins a deux groupements acétates, dont le carbone résonne a 21,6 ppm.

W

}\1@2‘&4'{ = F

M Te-29'

Me 26 &w 29
SO Meg26' ! Mé.30
JTe-3 A

27'_%;:,1\-1«»30

Me-25' —pum-Me-Z7,

TM@Z 5 e—Me-28'
= Me-25 ;’ ; L
B easMe-28 * I

-_— - Me-29

Figure 111.226: Spectre HSQC du mélange des composeés 21 et 22

Dans la partie déblindé du spectre RMN *H, il est visualisé 5 signaux correspondant a six
protons allant de 4,40 a 5,60 ppm, dont un sous forme d’un doublet de doublets dy 4,45 (2H, J
=11,4; 5,2 Hz, 2 H-3) et quatre sous forme de doublet chacun détectés a 6y 5,52 (1H, J =5,8
Hz), 8y 5,50 (1H, J = 5,8 Hz), 64 5,44 (1H, J = 5,8 Hz) et 64 5,38 (1H, J = 5,8 Hz). Leurs
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carbones sont déterminés par expérience HSQC (Figure 111.227) a é¢ 80,8; 115,7; 116,1;
120,9 et 123,1 respectivement. Ces carbones se répartissent en un carbone oxyméthine et
quatre carbones éthyléniques.

H-11
< vmomraux H-11' lH—lZ

N ws

H-11'/C-11" -——11-3/C-3
H-11/C-11

/ i
H-12/C-12 H-12'/C-12'

Figure 111.227: Spectre HSQC du melange des composés 21 et 22

Il en résulte que ce composé comporte deux groupements oxyméthines identiques et 4 CH
éthyléniques appartenant probablement a deux molécules différentes en tenant compte de la
différence d’intégration de leurs signaux de résonance observés sur le spectre RMN ‘H
(Figure 111.228).

H-11H-12

Figure 111.228: Spectre RMN H des protons éthyléniques

Les déplacements chimiques du proton et carbone du groupement oxyméthine dy 4,45/ d¢

80,8 indiquent une acylation a ce niveau.
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Le spectre COSY (Figure 111.229) révéle les couplages entre les protons éthyléniques oy
5,44/5,50 et oy 5,38/5,52.

F2 [ppm]

Figure 111.229: Spectre COSY du mélange des composés 21 et 22

A Dissu de cette analyse et en comparaison avec les données de la littérature, 2%+2%! ce
composé se présente sous forme d’un mélange de deux isoméres a squelette : oléana-9(11),12-

diéne et ursa-9(11),12-diéne.
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oléana-9(11),12-diéne ursa-9(11),12-diéne

La différence d’intégration entre les protons éthyléniques permet de déduire leur
proportion a 63 % oléana-9(11),12-diene et 37 % ursa-9(11),12-diéne.

Le spectre RMN **C J-modulé (Figure 111.230) confirme la présence de deux molécules en
tenant compte du nombre de pics présents dans le spectre dépassant 40 atomes de carbone et

donc ’existence de deux structures triterpéniques pentacycliques acylées.
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Figure 111.230: Spectre RMN *C J-modulé du mélange des composés 21 et 22

Les déplacements chimiques a 6¢c 116,1 (C-11), 120,9 (C-12), 147,5 (C-13) et 154,2 (C-9)
sont caractéristiques du squelette oléana-9(11),12-diéne, ! alors que les valeurs des
déplacements chimiques ¢ 115,7 ; 123,1; 141,4 et 155,1 sont compatibles avec les signaux
des carbones C-11', C-12', C-13" et C-9' respectivement du squelette ursa-9(11),12-diéne. %"

Cette différence qui est plus nette entre les carbones C-13 des deux structures 21 et 22
s’explique par I’environnement et le positionnement des méthyles vis-a-vis de la double
liaison C1,=Cy3 (Figure 111.231). Le carbone C-13 est plus deblindé (6¢ 147,5) dans le cas du
squelette oléanique car il regoit moins 1’effet blindant des groupements méthyles portés par le
carbone C-20 (Me-29, Me-30) comparativement a son homologue dans le cas du squelette
ursane qui se trouve plus blindé (6¢ 141,4) sous I’influence du méthyle porté par le carbone

C-19 (Me-29) plus proche a la double liaison.

ub\’\r

Figure 111.231: Effets blindants des groupements méthyles Me-29 et Me-30
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L’analyse du spectre HMBC (Figures 111.232 et 111.233) montre des corrélations entre le
proton H-12 et un carbone CH résonant a 6c 45,7 ne pouvant étre que le carbone C-18 alors
que le C-18' est détecté a oc 57,5 suite a sa corrélation HMBC avec le proton H-12'.
L’expérience HSQC permet de localiser les protons H-18 et H-18'a 64 2,05 (dd, J = 13,2 ; 4,3
Hz) et 1,40 (m) respectivement. Cette différence de déplacement chimique est due a

I’environnement chimique différent autour du carbone C-18.

H-11/C-10

-  H-11'/C-10 | I‘-I—/IZ'-‘C—I-I

: = e e— H-12'/C-14
CH.11'C.g—r—

==
H-12/C-18
H-11/C-8

>
H-12'/C-18'

Figure 111.233: Corrélations HMBC des protons ethyléniques

Les protons H-18 et H-18' couplent sur le spectre COSY (Figure 111.234) avec les protons
H2-19 [64 1,50 (m) H-19a, 6y 0,98 (m) H-19b] et H-19' [64 0,85 (m)], leurs carbones sont
repérés a oc 50 et d¢ 39,6.
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AP-23 21 1 E: vfnul'.'rl\ux
|

Figure 111.234: Spectre COSY du mélange des composés 21 et 22

A partir des carbones C-18' et C-19', on caractérise facilement les trois méthyles Me-28'
[0n 0,78 (S)], Me-29' [y 0,73 (d, J = 6,6 Hz)] et Me-30' [84 0,85 (sl)] du composé ursanique
suite aux corrélations qu’ils présentent sur le spectre HMBC (Figures 111.235 et 111.236) en 2J
et 3.

CH3-28

AP-13 : VEGETAUX CH3-30
CH3 2 R CH3-28'
i CH3-30' J{ ] CHB-29

CH3-29'

/
/ N, B

A gy

CH3-30'/C-20'

CH-27/C 8 30/ 19

CH3-28'/C-18'  CH3-29'/C-18' 2
S =

v T e T T T % T
0.80 0.75 0.70 F2 [ppm]

Figure 111.235: Spectre HMBC du mélange des composés 21 et 22
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Figure 111.236: Corrélations HMBC des méthyles Me-28', 29' et 30" du composé 22

L’analyse du spectre HMBC (Figures 111.237 et 111.238) permet aussi de localiser les
méthyles Me-25' [0y 1,16 (S)], Me-26' [d4 1,10 (s)] et Me-27' [84 0,82 (S)] qui montrent des
corrélations en 2J avec les carbones C-9' et C-13' déja identifiés. Leurs carbones sont assignés
a oc 25,7 (C-25") ; 22,3 (C-26") et 20,2 (C-27") par analyse du spectre HSQC.

Les protons du Me-25' couplent en HMBC (Figures 111.237 et 111.238) avec les carbones C-
9' déja attribué, C-10', C-1' et C-5' résonant a éc 38,7 ; 37,1 et 51,4 respectivement, leurs
protons sont détectés a oy 1,92 (H-1'-a)/1,20 (H-1'b) et 84 0,89 (H-5") par expérience HSQC.

AF-13 24 1| B: VEGETAUX
CH3-25
;. CHz-28' ~

CH3-26'
/
J e \ , 5

CH3-26/C-7
CH3-25'/C-1 CH3.25/C
p R

@

v N m‘ﬂ’ﬁ T2 -
CH3-25'/C-10 CH3-25/C-10 / ,.,gg‘}%ﬁé “.“

S5

»)
CH3-26'/C-8

CHs-25'/C-§ CH3-25/C-8

~ et
s : e,
O mmpac L S . a

T —r—— ] —
1.18 1144 112

Figure 111.237: Spectre HMBC du mélange des composes 21 et 22
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Figure 111.238: Corrélations HMBC des différents méthyles du composé 22

A partir des carbones C-3' et C-5', on identifie aisément les deux méthyles Me-23' [6y 0,84
(s)] et Me-24' [&y 0,78 (s)] suite aux couplages qu’ils montrent en 3J sur le spectre HMIBC
(Figures 111.238 et 111.239).

CH3-23
AP-13 24 1 E: VEGETAUX :C;—B-z-l

ACH3-24'

cis2fc.s @t 2¥CS

CH3-24/C-3
CH3-24'/C-3'

CH3-23/C-3

1.0

Figure 111.239: Spectre HMBC du mélange des composes 21 et 22

Les autres protons et carbones du composé 22 a squelette ursa-9(11),12-diéne sont
déterminés par analyse combinée des spectres COSY, HSQC et HMBC (Tableau 111.20).
De la méme facon on assigne les déplacements chimiques des protons et carbones du 2™

isomere 21 a squelette oléana-9(11),12-diéne (Tableau 111.19).
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L’analyse du spectre HMBC permet de visualiser une tache de corrélation ente le proton

H-3 et un carbonyle résonant a 6¢c 171,4 confirmant I’attachement du groupement acétate en

position 3 (Figures 111.240 et 111.241).

&
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HsC 0
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Figure 111.240: Corrélations entre H-3 et le groupement acétate des composés 21 et 22

Figure 111.241: Spectre HMBC du mélange des composeés 21 et 22

Ces deux molécules nommées oléana-9(11),12-dien-3-yl acétate (21) et ursa-9(11),12-
dién-3-yl acétate (22) ont été isolées antérieurement de 1’espéce Dorstenia arifolia

(Moraceae). 2 Elles ont été identifiées pour la 1% fois dans le genre Atractylis.
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Tableau 111.19: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 21 (oléana-9(11),12-dién-3-
yl acétate) dans CDCl;

Position oc (ppm) oy (m,JenHz)

1 37,1 1,92 (m) H-1a
1,20 (m) H-1b

2 24,4 1,65 (m)

3 80,8 4,45 (dd, 11,4; 5,1)

4 39,2 -

5 51,4 0,89 (m)

6 18,4 1,56 (m) H-6a
1,45 (m) H-6b

7 32,3 1,65 (m) H-7a
1,28 (m) H-7b

8 40,8 -

9 154,2 -

10 38,8 -

11 116,1 5,50 (d, 5,8)

12 120,9 5,44 (d, 5,8)

13 147,5 -

14 42,9 -

15 25,9 1,76 (m) H-15a
0,93 (m) H-15b

16 27 1,88 (m) H-16a
0,80 (m) H-16b

17 32 -

18 45,7 2,05 (dd, 13,2 ; 4,3)

19 50 1,50 (m) H-19a
0,98 (m) H-19b

20 31,4 -

21 34,8 1,26 (m) H-21a
1,06 (m) H-21b

22 37,2 1,92 (m) H-22a /1,35 (m) H-22b

23 28,4 0,86 (s)

24 17,0 0,81 (s)

25 25,5 1,14 (s)

26 21,2 1,06 (s)

27 20,2 0,91 (s)

28 28,9 0,82 (s)

29 334 0,81 (s)

30 23,9 0,83 (s)

1 171,4 -

2' 21,6 1,99 (s)
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Tableau 111.20: Déplacements chimiques RMN *H et **C de 22 (ursa-9(11),12-dién-3-yl
acétate) dans CDCl3

Position oc (ppm) 6y (m, Jen Hz)

1 37,1 1,92 (m) H-1a
1,20 (m) H-1b

2 24.4 1,65 (m)

3 80,8 4,45 (dd, 11,4; 5,1)

4 39,2 -

5 51,4 0,89 (m)

6 18,4 1,56 (m) H-6a
1,45 (m) H-6b

7 32,3 1,65 (m) H-7a
1,28 (m) H-7b

8 40,8 -

9 154,2 -

10 38,7 -

11 115,7 5,52 (d, 5,8)

12 123,1 5,38 (d, 5,8)

13 140,5 -

14 42,9 -

15 25,9 1,76 (m) H-15a
0,93 (m) H-15b

16 27 1,88 (m) H-16a
0,80 (m) H-16b

17 33,5 -

18 57,5 1,40 (m)

19 39,2 0,85 (m)

20 39,6 0,85 (m)

21 34,8 1,26 (m) H-21a
1,06 (m) H-21b

22 41,1 1,40 (m) H-22a/ 1,20 (m) H-22b

23 28,4 0,84 (s)

24 17,0 0,78 (s)

25 25,7 1,16 (s)

26 22,3 1,10 (s)

27 20,2 0,91(s)

28 28,9 0,78 (s)

29 17,7 0,73 (d, 6,6)

30 21,7 0,85 (sl)

1 1714 -

2' 21,6 1,99 (s)
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111-4-4-3-7 Elucidation structurale des composés 23 et 24

11-oxo-p-amyrine acétate (23) 11-oxo-a-amyrine acétate (24)

Le mélange des composes 23 et 24 est obtenu aussi sous forme d’une poudre blanche. Le
spectre de masse de ce mélange ESI-MS montre en mode positif (Figure 111.242), deux pics
d’ions pseudomoléculaires [M+Na]" a m/z 505 et [2M+Na]* & m/z 987, correspondant a une

masse moléculaire de 488 uma et une formule brute C3,Hsq0s.

Mass Spectrum List Report

nalysis info

nalys:s Name NM004992 Acquisition Date 09/12/12 12 49.aa
iethod infusion MS Operator Nicolas MOLINIER
amp'e Ngme AF-14 Instrument Esquire-LC_00C88
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n Source Type ES! ion Polarfy Aleabing ion Poanty
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apidiary Exit 136 9 Vou Skim 1 ~ Trap Onve
ccumuistian Time 680 ps Avenqc’ Aute MSMS

0%, [M-+Nal*

5054

[2M-+Na]*
o877

Jo2 | N B
B00 00 10C0 1100

Figure 111.242: Spectre de masse ESI-MS du mélange des composés 23 et 24

Les spectres RMN *H et **C J-modulé (Figures 111.243 et 111.246) de ce composé montrent
une similitude a ceux du mélange des composés 21 et 22 précédents. En effet, I’examen du
spectre RMN H révéle la présence d’un nombre élevé de méthyles entre 0,70 et 1,20 ppm.
L’analyse du spectre HSQC (Figure 111.244) indique au moins 15 taches de corrélations entre

15 et 35 ppm correspondant a 2 triterpenes pentacycliques.
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Figure 111.243: Spectre RMN *H du mélange des composés 23 et 24
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Figure 111.244: Spectre HSQC du mélange des composeés 23 et 24

Il est visualisé aussi sur le spectre RMN ‘H dans la région & champs faible 3 signaux
attribuables a un proton oxyméthine H-3 [d4 4,45 (m)] et deux protons éthyléniques résonant
a oy 5,47 (s) et 5,52 (s). Leurs carbones sont détectés a d¢ 80,9 ; 128,4 et 130,6 respectivement
(Figure 111.245).
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jc-12 H-12‘;c:12
C-12' H-12'/C-12'

58 54

Figure 111.245: Spectre HSQC du mélange des composés 23 et 24

On constate aussi I’existence d’un signal d’intégration plus de 6H a &4 1,99 sur le spectre

RMN *H correspondant au méthyle d’un groupement acétate.

Les valeurs des déplacements chimiques du proton et carbone C-3 a oy 4,45/5¢ 80,9
indiquent que la position 3 du squelette triterpénique est acylé par un groupement acétate.

Le spectre RMN 3C J-modulé (Figure 111.246) révéle I’existence de plus de 40 atomes de
carbones suggeérant la présence d’un mélange de deux triterpénes pentacycliques isomeres

dont ’un est de la série oléan-12-éne et I’autre de la série urs-12-éne.

AF-14 CDC1l3 Dept

————

s b T T T T T T T
215 210 205 200 195 180 185 180 175 170 165 160

éthyliques.

20 15 10 S ppm

Figure 111.246: Spectre RMN *C DEPT du mélange des composés 23 et 24
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La différence entre les spectres RMN *H et *3C J-modulé de ce mélange et les composés 21
et 22 du mélange précédent réside dans la disparition des signaux de 2 protons éthyléniques et
I’apparition sur le spectre RMN **C J-modulé d’un signal fortement déblindé résonant a &¢

200,5 attribuable a un groupement carbonyle d’une cétone.

L’attribution des signaux des deux protons éthyléniques H-12 et H-12' est établie en
analysant le spectre HMBC (Figure 111.249). En effet, le carbone C-18' du squelette urs-12-
éne est repéré & 39,2 ppm suite aux corrélations en J qu’il présente sur le spectre HMBC avec
les protons des méthyles Me-28' [y 0,74 (S)] et Me-29' [84 0,73 (d, J = 6,6 Hz)] et le proton
éthylénique H-12' [64 5,47 (s)] (Figures 111.247 et 111.248).

o

Figure 111.247: Corrélations HMBC entre les protons Hz-28', H3-29" et H-12'et le
carbone C-18'

CHs-23
CH3-30
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Figure 111.248: Spectre HMBC du mélange des composés 23 et 24
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Son carbone (C-12") est repéré a 130,6 ppm par HSQC. Le déplacement chimique du
groupement méthine CH-12' déblindé en comparaison avec le méme carbone dans le cas de a-
amyrine (124,3 ppm), @ ainsi la multiplicité du proton H-12' sous forme de singulet
indiquent la présence d’un carbone quaternaire en position C-11' porteur d’un groupement
attracteur. Le déplacement chimique du carbone éthylénique quaternaire C-13' (163 ppm)
fortement déblindé suggere la présence d’un systéme énone soit un carbonyle a, B-insaturé en

C-11' (3¢ 200,5). [207208]

AP-14 24 4 E: VEGETAUX

4 N

\ /

Lo\ /
D A

H-12/C-14 H-12'/C-14

)

H12C-18

ey HA129C-18
H-12/C-9
= —r—a

5.50

Figure 111.249: Spectre HMBC du mélange des composés 23 et 24

De la méme facon, le proton éthylénique H-12 [64 5,52 (s)] et les protons du groupement
méthylique CH3-28 (0,78 ppm) corrélent en 3J sur le spectre HMBC (Figures 111.249 et

[11.250) avec le carbone méthine CH-18 résonant a 3¢ 47,8.

29 30
H,C C

Figure 111.250: Corrélations HMBC des protons H-12 et Me-28
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L’analyse combinée des spectres RMN *H, **C J-modulé, COSY, HSQC et HMBC permet

de déterminer les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau 111.22) du
composé 24 identifié & 11-oxo-a-amyrine acétate (24). 2!

“
11-oxo-a-amyrine acétate (24)

La structure moléculaire du 2°™ isomére 23 est déterminée de la méme maniére que le
composé 24, il s’agit de 11-0xo0-B-amyrine acétate. (']

,,’,,/
4

11-oxo-B-amyrine acétate (23)

Ces deux composés isomeéres (23 et 24) ont éteé identifiés antérieurement dans I’espéce
Dorstenia arifolia de la famille Moraceae. " Il est a signalé que ces deux composés sont

isolés pour la premiére fois dans le genre Atractylis. Les tableaux suivants (Tableau 111.21 et
111.22) rassemblent toutes les données spectroscopiques de ces deux composés.
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Tableau 111.21: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 23 dans CDCl;

Position dc (ppm) 6y (m, Jen Hz)

1 39,4 2,72 (m) H-1a
1,02 (m) H-1b

2 23,8 1,57 (m)

3 80,9 4,45 (m)

4 38,4 -

5 55,2 0,73 (m)

6 17,5 1,59 (m) H-6a
1,37 (m) H-6b

7 33 1,60 (m) H-7a
1,33 (m) H-7b

8 43,7 -

9 61,9 2,27 ()

10 37,1 -

11 200,5 -

12 128,4 5,52 ()

13 165 -

14 45 -

15 26,2 1,32 (m) H-15a
1,04 (m) H-15b

16 26,7 1,74 (m) H-16a
1,07 (m) H-16b

17 32,4 -

18 47,8 2,05 (m)

19 45,3 1,60 (m) H-19a
1,02 (m) H-19b

20 31,3 -

21 34,6 1,28 (m) H-21a
1,10 (m) H-21b

22 37,1 1,40 (m) H-22a
1,20 (m) H-22b

23 28,4 0,81 (s)

24 17 0,82 (s)

25 16,8 1,08 (s)

26 18,8 1,12 (s)

27 21,5 1,22 (s)

28 29,3 0,78 (s)

29 33,3 0,83 (s)

30 23,5 0,82 (s)

1 1714 -

2' 21,6 1,99 (s)
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Tableau 111.22: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 24 dans CDCl;

Position dc (ppm) 6y (m, Jen Hz)

1 39,4 2,72 (m) H-1a
1,02 (m) H-1b

2 23,8 1,57 (m)

3 80,9 4,45 (m)

4 38,4 -

5 55,2 0,73 (m)

6 17,5 1,59 (m) H-6a
1,37 (m) H-6b

7 33 1,60 (m) H-7a
1,33 (m) H-7b

8 43,7 -

9 61,6 2,26 (S)

10 37,1 -

11 200,5 -

12 130,6 5,47 (S)

13 163 -

14 45 -

15 26,2 1,32 (m) H-15a
1,04 (m) H-15b

16 26,7 1,74 (m) H-16a
1,07 (m) H-16b

17 34 -

18 59,2 1,46 (m)

19 38,2 1,00 (sl)

20 39,5 0,87 (sl)

21 34,6 1,28 (m) H-21a
1,10 (m) H-21b

22 41,1 1,40 (m) H-22a
1,20 (m) H-22b

23 28,4 0,83 (s)

24 17 0,85 (s)

25 16,9 1,12 (s)

26 18,8 1,10 (s)

27 21,6 1,16 (s)

28 29,3 0,74 (s)

29 17,5 0,73 (d, 6,6)

30 21,6 0,87 (sl)

1 1714 -

2' 21,6 1,99 (s)
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111-4-4-3-8 Elucidation structurale du composé 25

B-Amyrine (25)

Ce composé¢ est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Il s’agit d’un triterpéne
pentacyclique & squelette oléanane. Il a été isolé auparavant des genres Mikania, [ et
Taraxacum, % et de I’espéce Carlina corymbosa 2 de la famille Asteraceae.

Sa formule brute CgzoHsoO a été déduite du spectre de masse ESI-MS (Figure 111.252)
enregistré en mode positif. Ce spectre montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 465
identifiable a [M+K]", soit une masse moléculaire de 426 uma.

~ Mass Spectrum List Report

Analysis Info
Analysis Name AC001404.¢ Acquisition Date 05727711 11:02:44
Method infusion.MS Operator Audrey Cennac
Sample Name AF15 Instrument Esquire-LC_00088
Comment Produit AF15

500 90 100

Acquisition Parameter
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40.8 Vo A 429
10 Specira Auto MSMS o

AC001404 d° +MS2(553.3)
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4850

Figure 111.252: Spectre de masse ESI-MS du composé 25

Le spectre RMN *C J-modulé (Figure 111.253) du produit 25 montre dans la région
blindée, des signaux correspondant a 8 méthyles angulaires, résonant entre 15 et 34 ppm, 10
groupements méthylénes CHj situés entre 18 et 39 ppm, 4 méthines dont un est attribué a un
oxymeéthine repéré a 6¢ 79,2 ainsi que 6 signaux de carbones quaternaires résonant entre 31 et
42 ppm. Dans la région déblindée, deux signaux localisés a d¢c 121,9 et 145,4 sont attribuables
aux carbones éthyléniques CH-12 et Cg-13. Ces valeurs de déplacements chimiques sont
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caractéristiques des triterpénes a squelette oléanane. *®” Le nombre d’atomes de carbone égal

a 30 confirme bien la nature triterpénique de ce composé.

AF1lS CDCL1l3 DEPTQ

r———y—————y————y—— -y

—r———— S B SEEEe SEEOSe SeEEe Senes RO SROAS SAEEE SAEee SaRSS SARGS SO MRS SO Sahe. S R
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 1120 1115 110

Carbones méthyliques

Figure 111.253: Spectre de RMN **C J-modulé du composé 25

- ————————————————y——
25 20 15 10

Le spectre RMN *H (Figure 111.254) du composé 25 présente & champ fort huit signaux

singulets fins attribuables aux groupements méthyles résonant a 6y 0,93 (CH3-23), 0,79 (CHs-
24), 0,82 (CH3-25), 1,01 (CHs-26), 1,08 (CHs-27), 0,80 (CH3-28), 0,84 (CH3-29) et 0,83

(CH5-30).

Un massif de protons repéré entre 0,70 a 2,00 ppm correspondant aux (CH) et (CH,) des

cing cycles est observé sur ce spectre. Ce dernier montre aussi @ champ faible deux signaux

résonant a oy 3,20 (m) et oy 5,15 (t, J = 2,3 Hz) attribuables respectivement a un proton

oxyméthine (H-3) et un proton éthylénique (H-12).

AF15 CDCI) PROTON

s

huit méthyles e

Figure 111.254: Spectre de RMN *H du composé 25
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L’analyse combinée des différents spectres de corrélations (COSY, HSQC et HMBC)
permet d’assigner les déplacements chimiques de tous les protons et carbones de ce composé.
L’ensemble des données spectroscopiques (Tableau 111.23) et la mesure du pouvoir rotatoire
[a]p = + 88,4° (C= 0,65, CHCIs) conduisent sans doute a identifier le compose 25 comme

étant le B-amyrine. 21

Tableau 111.23: Déplacements chimiques en RMN 'H et RMN *C de 25 dans CDCls

position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
1 38,8
2 27,2 1,57 (m)
3 79,2 3,20 (m) H-3a
4 38,8 -
5 55,3 0,71 (m)
6 18,5 1,48 (m) H-6a
1,33 (m) H-6b
32,8 1,35 (m)
8 38,9 -
9 48,2 1,50 (m)
10 37,4 -
11 23,7 1,83 (m)
12 121,9 5,15 (t, 2,3)
13 145,4 -
14 41,9 -
15 26,3 1,65 (m) H-15a
1,52 (m) H-15b
16 27,1 1,84 (m)
17 32,7 -
18 47,4 1,88 (m)
19 47 1,62 (m) H-19a
0,96 (m) H-19b
20 31,3 -
21 34,6 1,22 (m)
22 37,3 1,45 (m)
23 28,2 0,93 (s)
24 15,6 0,79 (s)
25 15,9 0,82 (s)
26 16,1 1,01 (s)
27 26,2 1,08 (s)
28 28,6 0,80 (s)
29 33,3 0,84 (s)
30 23,9 0,83 (s)
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111-4-4-3-9 Elucidation structurale du composé 26

Lupéol (26)

Ce composé se présente sous forme d’une poudre blanche invisible a la lumiére UV en 254
et 366 nm. La CCM de ce composé donne une coloration orange-marron apres révélation par
une solution d’acide sulfurique et chauffage, ce qui permet de déduire qu’il s’agit a priori

d’un triterpéne.

Le spectre de masse ESI-MS (Figure 111.255) en mode positif montre deux pics d’ions
pseudomoléculaires a m/z 449 [M+Na]" et & m/z 876 [2M+Na]" indiquant que la masse
moléculaire est 426 uma compatible avec la formule moléculaire C3yHs00 ; ceci suggere que

les composés 25 et 26 sont des isomeres.

“Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Analysis Name NM004193.d Acquisition Date 01/18/12 11:07:34
Method infusion. MS Operator Nicolas MOLINIER
Sample Name  AS4 Instrument Esquire-LC_00088
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Figure 111.255: Spectre de masse ESI-MS du composé 26
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Il est observé sur le spectre RMN 'H (Figure 111.256) sept signaux de protons de
groupements méthyles résonant a 6y 0,97 (CH3-23, s), 0,73 (CHs-24, s), 0,82 (CH3-25, s),
1,01 (CH3-26, s), 0,92 (CH3-27, s), 0,76 (CH3-28, s) et 1,54 (CH3-30, sl).

Ce spectre montre aussi deux signaux doublets d’intégration 1H chacun a 6y 4,66 (d, J=
2,3Hz) et 4,54 (d, J = 2,3Hz) correspondant a deux protons oléfiniques. En plus, un autre
signal est visualisé a 64 3,20 (m) attribuable a un groupement oxyméthine (CHO-3). Toutes

ces données attestent que ce composé a une nature triterpénique.

AS4 CDCIY PROTON

8

RO
i ”;I.. it

Figure 111.256: Spectre de RMN *H du composé 26

L’analyse du spectre RMN **C J-modulé (Figure 111.257) en apporte la preuve de la nature

triterpénique de ce composé, et cela par 1’observation des signaux suivants :

» Sept groupements méthyles résonant entre 14,5 et 27,9 ppm ;

» Trois carbones méthines (CH) entre 45 et 55 ppm correspondant aux carbones des
jonctions entre les différents cycles des triterpénes (A, B, C, ...) ;

» Plus de 10 carbones CH; et Cq localisés dans I’intervalle de 20 a 40 ppm ;

» Un carbone oxydé apparaissant a oc 79,2, suggérant la présence d’un groupement
hydroxyle substituant le carbone en C-3 du triterpene ;

» Deux carbones éthyléniques, 1'un secondaire (3¢ 109,5) et 1’autre quaternaire (d¢

151,2).
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Ces constatations préliminaires indiquent que ce composé a un squelette triterpénique
différent par rapport aux composes 15-25 déja identifiés possédant des squelettes oléanane et

ursane.

AS4 CDC13 DEPTQ

. Carbones _L;r]ré.t!,lxl,i,tu.uzgw,r_.w

30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 111.257: Spectre de RMN **C J-modulé du composé 26

L’identification de la structure du composé 26 repose principalement sur I’examen conjoint
des spectres HMBC, COSY et HSQC J-modulé. Cette analyse permet d’identifier et de
caractériser un grand nombre de carbones et protons de ce composé. En effet 1’expérience
COSY H-H montre les couplages suivants :

» Le proton H-3 [6y 3,20 (m)] avec Hy-2 [6y 1,57 (M)] ;

» H,-2 avec deux protons gémineés résonant a oy 1,65 (m, H-1a) et 0,88 (m, H-1b).

L’expérience HSQC J-modulé conduit a repérer leurs carbones a d¢ 38,8 (C-1), 27,4 (C-2)
et 79,2 (C-3) (Figure 111.258).

Figure 111.258: Corrélations HSQC du cycle A
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Les protons méthyliques Me-23 et Me-24 résonant respectivement a 6y 0,97 et 0,73, sont
caractérisés suite aux corrélations qu’ils présentent avec le carbone C-3 déja identifié
précédemment (Figure 111.259). Ces méthyles Me-23 et Me-24 corrélent en 2J avec un
carbone quaternaire attribuable au carbone C-4 (8¢ 39,9) et en *J avec un carbone méthine C-5
(6c 55,5). Ce dernier montre une tache de corrélation en HMBC avec les protons d’un
groupement méthyle résonant a oy 0,82 correspondant au méthyle Me-25. Ce groupement
correle avec le carbone C-1 déja identifie et deux autres carbones, un méthine CH et un
carbone quaternaire résonant a dc 50,6 et 37,1 correspondant aux carbones C-9 et C-10
respectivement. L’analyse du spectre HSQC permet d’attribuer les déplacements chimiques
des protons H-5 (84 0,67) et H-9 (64 1,25).

H.C C
%4 23 °

Figure 111.259: Corrélations HMBC au niveau du cycle A

Le carbone C-9 couple en %J avec deux groupements méthyles a 8y 0,84 (Me-25) et 1,04
(Me-26). Ce dernier corréle a son tour avec un carbone secondaire CHy-7 (8¢ 34,2), ainsi
qu’avec deux carbones quaternaires C-8 (6¢ 41,1) et C-14 (3¢ 43) (Figure 111.260). Le spectre
COSY (Figure 111.260) montre un systéeme de spin a 5 protons a partir du proton H-5 déja
identifié et permet d’assigner les protons couplés H-6a (64 1,48), H-6b (64 1,35), et Hy-7 (04
1,35) qui correlent en HSQC avec les carbones résonant a 6y 18,5 (C-6) et 34,2 (C-7).

HO

H
HsC CH:\\H H

Figure 111.260: Correélations HMBC et COSY au niveau du cycle B

Les carbones C-8 et C-14 présentent des taches de corrélation dans le spectre HMBC avec

un groupement méthyle détecté a oy 0,92 attribuable aux protons du Me-27. Ces derniers
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couplent en 3J avec deux carbones résonant a 5¢ 38,5 (CH) et 27,2 (CH,) correspondant aux
carbones C-13 et C-15 respectivement. Leurs protons sont détectés a 6y 1,62 (H-13), 0,96 (H-
15b) et 1,61 (H-15a) selon I’expérience HSQC.

A partir du proton H-13, il est visualisé sur le spectre COSY (Figure 111.261) les couplages
entre les protons: H-13/H,-12 (64 1,64), H-12/H-11a (64 1,38) et H-12/H-11b (o4 1,23), H,-

11/H-9 décrit précédemment.

Figure 111.261: Corrélations HMBC et COSY au niveau du cycle C

En plus, I’analyse structurale des spectres HSQC et COSY du composé 26 indique la
présence de deux protons déblindés sous forme de doublet chacun a 6y 4,66 (J = 2,3 Hz) et
4,54 (J = 2,3 Hz) attribuables respectivement aux protons géminés exocycliques H-29a et H-
29b. Ces derniers couplent sur le spectre HSQC (Figure 111.262) avec un méme carbone
résonant a 6¢c 109,5 (C-29).

H-29b

)

A e e e

H-29b/C-29
N H-29a/C-29

Figure 111.262: Spectre HSQC du composé 26

Ces protons corrélent aussi dans I’expérience COSY (Figure 111.263) en *J avec les protons
du groupement méthyle Me-30 (couplage allylique). Ces constatations suggérent alors la

présence d’un groupement isoprényle.
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H-29b/H-30
H-29a/H-30

Figure 111.263: Spectre COSY du composé 26

Le déplacement chimique du carbone C-13 (3¢ 38,5) suggeére que ce composé appartient a

la classe de lupane puisque dans le cas de hopane le carbone C-13 résonne a 50 ppm. 2022

Lupane Hopane

Les protons H-15 identifiés précédemment couplent en COSY avec deux protons géminés
H,-16 résonant a oy 1,44 dont le carbone est localisé a ¢ 35,8 (C-16). Ce dernier correle en
HMBC avec les protons du groupement Me-28 (34 0,76) qui couplent & leur tour avec trois
carbones se répartissant en un carbone méthine CH-18 (3¢ 48,9), un carbone méthyléne CH,-
22 (8¢ 40,2) et un carbone quaternaire C-17 (6¢ 43,2) (Figure 111.264). Sur le spectre COSY, il
est visualisé un systeme de spin a 5 protons H,-22/H,-21, H,-21/H-19. Le carbone C-21 est

déterminé par expérience HSQC a 30 ppm.
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Figure 111.264: Corrélations COSY au niveau des cycles D et E

La confirmation de la présence d’un groupement isoprényle lié au carbone C-19 est déduite
par les taches de corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 111.265) entre les

protons de la double liaison exocyclique H,-29 et les carbones C-19 (47,6 ppm) et C-30 (19,7
ppm).

H-7a/C-260: .
H-7b/C-69

@\ H—29b/C—30

H-29a/C-30

[ 0
H-6/C-8( e
H-26/C-14 A

@, 6OH-29b/C-19 ‘ | ‘ | H-30/C-29 © GOV
H-292/C-19 } } } H-26/C-9%

H-23/C-5 — g

H-25/ C-S H-24/C-

[y —

Figure 111.265: Spectre HMBC du composé 26

L’analyse du spectre NOESY permet de vérifier la stéréochimie des 10 carbones
asymeétriques de ce composé C-3, C-5, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14, C-17, C-18 et C-19
(Figure 111.266).

HO

Figure 111.266: Stéréochimie des carbones chiraux du composé 26
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Toutes ces données spectroscopiques ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire ([a]p= +

22,4°, C= 0,183 g/100 ml, MeOH) conduisent a identifier ce composé au lupéol. Il a été isolé

antérieurement des espéces Atractylis carduus, J Carlina corymbosa, % Scorzonera aristata,

[213] et Centaurea omphalotricha %% de la famille Asteraceae. Il est connu principalement

pour ses propriétés anti-inflammatoire et anticancéreuse. ?**!

Le tableau suivant (Tableau 111.24) rassemble toutes les données spectrales du composé 26.

Tableau 111.24: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 26 dans CDCl;

position dc (ppm)

1

©O© 00N O 0B~ w N

WIN NN NN DNDDNIDNDNDDN (PP PP PP PP
O © o N o obhw NNk O o N o ol dlw N - | o

38,8
27,4
79,2
39,9
55,5
18,5
34,2
41,1
50,6
37,1
21,1
25,3
38,5
43
27,2
35,8
43,2
48,9
47,6
151,2
30
40,2
28,3
15,6
15,7
16,2
14,9
17,9
109,5
19,7

oy (m, Jen Hz)
1,65 (m) H-1a/0,88 (m) H-1b
1,57 (m)
3,20 (m) H-3a
0,67 (m) H-5a
1,48 (m) H-6a/1,35 (m) H-6b
1,35 (m)
1,25 (sl) H-9a
1,38 (m) H-11a/1,23 (m) H-11b
1,64 (m)
1,62 (m)
1,61(m) H-15a/0,96 (m) H-15b
1,44 (m)
1,32 (m)
2,34 (m)

1,88 (m) H-21a/1,27 (m) H-21b
1,35 (m) H-22a/1,15 (m) H-22b
0,97 (s)

0,73 (s)

0,82 (s)

1,01 (s)

0,92 (s)

0,76 (s)

4,66 (d, 2,3) H-29a/4,54 (d, 2,3) H-29b

1,54 (s)
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111-4-4-3-10 Elucidation structurale du composé 27

Lupeol acétate (27)

Le spectre de masse ESI du composé 27, montre en mode positif (Figure 111.267) deux pics
d’ions pseudomoléculaires a m/z 491 [M+Na]* eta m/z 959 [2M+Na]", suggérant une masse

moléculaire de 468 uma, soit une formule brute Cz,Hs,0..

Mass Spectrum List Report

Analysis Info

Anaslysis Name NMOC4950.d Acquisiton Date O9/12/12 13.43 54
Methcd . mnfusion MS Operator Nicolas MOLINIER
Sampie Name AF.12 Instrument Esquire-LC_00088
Cemment

L
tAcquisition Parameter
on Scarce Type €St jon Pol ARernating ion Polanty
Aass Range 2400¢ Sxamormal Scan Scan Eng
Cacdtary Exit 136 9 von Sum 1t | $37 Trap Drive
Accamuiation Teme 1270 s Averages ALt TASMS

s [M+Na]*

491 4

[2M+Na]*

9598

|

1002

Figure 111.267: Spectre de masse ESI-MS du composé 27

L’observation du spectre RMN du *H du composé 27 (Figure 111.268) révéle une grande
parenté avec le composé 26 (Lupéol). On note la présence de :
> Six méthyles dans la zone 0,70 et 1,00 ppm ;
> Les protons du groupement isoprényle résonant a 6y 4,55, 4,65 et 1,65;
» Un proton a oy 4,50 attribuable au proton oxyméthine (CHO-3), le déblindage de ce
dernier indique qu’il est li¢ @ un groupement attracteur.
Toutefois, ce spectre présente un signal supplémentaire d’intégration 3H par rapport au
composé 26 a 842 2,02 correspondant au méthyle d’un groupement acétate, le déblindage du

proton H-3 confirme I’emplacement de ce groupement en position C-3.
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CH3 gept méthyles

H-29a  H-29b

.

95 90 85 60 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 Y o
i K 20 15 10 05 00

Figure 111.268: Spectre de RMN *H du composé 27

L’analyse du spectre RMN **C (Figure 111.269) en apporte la confirmation de la nature
triterpénique a squelette lupane acylé de ce composé, en effet, on observe la présence de :
8 méthyles, 11 méthylenes, 6 méthines et 7 carbones quaternaires soit au total 32 atomes de
carbone.

L’acétylation de ce composé est illustré par la présence d’un carbone quaternaire a dc

172,8 et le méthyle d’un groupement acétate repéré a oc 21,4.

AF¥-12 CDC13 Dept
+

C-20
H o

Carbones méthyliques

Figure 111.269: Spectre de RMN **C J-modulé du composé 27

L’ensemble de ces données (Tableau 111.25) comparées aux résultats de la littérature
permettent de déterminer la structure exacte du composé 27 qui correspond au lupényl acétate
qui a déja été isolée des espéces Atractylis carduus, ™ Taraxacum japonicum ! et

Ptilostemon greuteri **% (Asteraceae).
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Tableau 111.25: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 27 dans CDCl;

Position

1

o OB~ W

10
11

12

13
14
15

16

17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
I

oc (ppm)
38,6

23,7

81,2
37,9
55,6
18,4

34,2
41
50,5
37,4
21,1

25,5

38,4
43
27,8

36

43,2
48,5
48,1

151,2
29,9
40,2
28,1
16,8
16,4
16,2
14,8
18,3

109,6
19,5

171,3
21,8

6y (m, Jen Hz)
1,71 (m) H-1a
0,95 (m) H-1b

1,65 (m) H-1a
0,98 (m) H-1b

4,50 (dd, 10,4 ; 5,3)
0,82 (m)

1,49 (m) H-6a
1,44 (m) H-6b

1,40 (m)
1,35 (m)

1,40 (m) H-11a
1,27 (m) H-11b
1,67 (m) H-12a
1,08 (m) H-12b
1,65 (m)

1,66 (m) H-15a
1,06 (m) H-15b

1,45 (m) H-16a
1,36 (m) H-16b

1,41 (m)
2,38 (m)

1,95 (m) H-21a/1,35 (m) H-21b
1,41 (m) H-22a/1,23 (m) H-22b
0,83 (s)

0,85 (s)

0,91 (s)

1,01 (s)

0,92 (s)

0,76 (s)

4,65 (sl) H-29a/4,55 (sl) H-29b
1,65 (s)

2,06 (s)
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111-4-4-3-11 Elucidation structurale du composé 28

Acide bétulinique (28)

Le composé 27 est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Son spectre de masse ESI-MS
(Figure 111.270) enregistré en mode négatif, montre des pics d’ions quasimoléculaires a m/z
455 [M-H] et 911 [2M-H]’, soit une masse moléculaire égale a 456 uma correspondant a la

formule moléculaire CzHag0:s.

Analysis Info

Anzlysis Name NM004883.d Accuisition Date 03/12/12 13:54:16
Meihod infusicn.MS Cpoerator Nicolas MOLINIER
Sample Name AF-18 Instrument Esguire-LC_00088
Comment

Acquisition Parameier

icn Source Type ESI Necatve Altemnating ion Polarnty
Mass Range Mgode StdNormal 220900 méz Scan End

Capiitary Exit -12C .4 Voit i -43 2 Voit Trap Drive
Accarulatior Time 1345 us 10 Specira Auto MSMS

ace] [M-H]J-

[2M-HJ
9114

90C

Figure 111.270: Spectre de masse ESI-MS du composé 28

Les spectres RMN *H, **C J-modulé et HSQC J-modulé de ce composé 28 sont presque
superposables & ceux du lupéol (26). En effet, le spectre RMN *H (Figure 111.271) présente 6
signaux de six groupements méthyles résonant a oy 0,89 (s), 0,68 (s), 0,75 (s), 0,86 (s), 0,90
(), 1,60 (sl), deux signaux déblindés sous forme de doublets a 6y 4,54 et 4,64 typiques de
deux protons non équivalents d’un groupement isoprényle d’un triterpéne pentacyclique et des

signaux CH et CH,.
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AF-16 COCI3 Proton

Figure 111.271: Spectre de RMN *H du composé 28

La différence par rapport au composé 26, porte essentiellement sur la disparition d’un
signal singulet d’un groupement méthyle sur le spectre RMN *H. L’apparition sur le spectre
RMN *3C J-modulé (Figure 111.272) d’un signal déblindé résonant a 8¢ 180,7 est attribué & un
carbone carboxylique COOH ; ceci permet de conclure que 1’un des groupements méthyles est

oxyde en fonction acide.

AF-16 CDC1l3 Dept

”\T. \\\/////l\\\\l///

Figure 111.272: Spectre de RMN **C J-modulé du composé 28

L’examen des spectres RMN *C J-modulé et HSQC (Figures 111.272 et 111.273) conduit &
visualiser dans la région des champs forts 6 signaux attribuables a 6 groupements méthyles
résonant a o¢c 14,9 ; 15,6 ; 16,2 ; 16,3 ; 19,6 et 28,2.
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Figure 111.273: Spectre HSQC des méthyles du composé 28

Dans la zone de déblindage moyen entre 35 et 55 ppm, il est observeé sur les spectres RMN
B3¢ J-modulé et HSQC 5 signaux correspondant & 5 groupements méthines repérés a ¢ 38,6 ;
47,1; 49,4 ; 50,7 et 55,5 (Figures 111.274 et 111.275). Ces valeurs de déplacement chimique

sont caractéristiques des triterpénes pentacycliques a squelette lupane. 2!

AP-16 23 1 E: VEGETAUX I

|
i g

L J) | ! &
w’ A4 W U\,\Lwl\/l \__,u:

|
!(| v

k. Ji'wy W,

©
&

H-18/C-18

H—9Q-9

Figure 111.274: Spectre HSQC des méthines du composé 28

L’analyse des spectres HSQC et COSY ainsi que la comparaison avec les données
spectrales du lupéol (26) permettent d’assigner les protons H-5 a 6y 0,61 (dl, J = 9,3 Hz), H-9
a oy 1,18 (sl), H-13 a 6y 2,12 (td, J = 12,7 ; 3,5 Hz), H-18 4 84 1,56 (t, J = 11,5 Hz) et H-19 a
on 2,92 (td, J = 10,5 ; 4,8 Hz).
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Figure 111.275: Groupements méthines du composé 28

Les déplacements chimiques du proton H-19 (2,92 ppm) et du carbone C-18 &¢c 49,4,
déblindés de + 0,58 et + 0,5 ppm par rapport au méme proton et carbone du lupéol suggerent
I’oxydation du groupement méthyle Me-28 en acide COOH (d¢ 180,7).

Cette attribution est confirmée par 1’expérience HMBC (Figures 111.276 et 111.277) qui
montre des corrélations en *J,.c entre les protons H-22a (84 1,89), H-18 (54 1,56) et H-16b
(61 1,34) et ce carbonyle acide C-28 (180,7 ppm).

Figure 111.277: Spectre HMBC du composé 28
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De ce qui précéde, et par comparaison de ses données spectrales (Tableau 111.26) a celles

de la littérature, 2181 g composé 28 est identifi¢é comme étant 1’acide bétulinique, isolé

antérieurement des espéces suivantes : Saussurea lappa ") et Gnaphalium affine **¥ de la

famille Asteraceae. Il a été caractérisé pour la premiére fois dans le genre Atractylis. Ce

composé est connu pour ses activités : anti-inflammatoire ™ et anti-tumorale. **°!

Tableau 111.26: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 28 dans CDCl;

Position

© 00N o |0~ W (N -

NN (R R R R R R R R R e
B O|lo m|N o uoldw Nk o

22

23
24
25
26
27
28
29

30

dc (ppm)

38,9
27,6
79,2
39,1
55,5
18,5
34,5
40,9
50,7
37,4
21
25,7
38,6
42,6
30,7
32,3
56,5
49,4
47,1
150,7
29,9

37,2

28,2
15,6
16,3
16,2
14,9
180,7
109,9

19,6

oy (M, Jen Hz)
1,59 (m) H-1a/0,83 (m) H-1b
1,50 (m)
3,12 (dd, 11,4; 4,8)
0,61 (dl, 9,3)
1,45 (m) H-6a/1,30 (m) H-6b
1,29 (m)
1,18 (sl)
1,35 (m) H-11a/1,20 (m) H-11b
1,60 (m)
2,12 (td, 12,7 ; 3,5)

1,43 (m) H-15a/1,13 (m) H-15b
2,18 (m) H-16a/1,34 (m) H-16b
1,56 (t, 11,5)

2,92 (td, 10,5 ; 4,8)

1,92 (m) H-21a
1,32 (m) H-21b

1,89 (m) H-22a
1,40 (m) H-22b
0,89 (s)
0,68 (s)
0,75 (s)
0,86 (s)
0,90 (s)

4,64 (sl) H-29a
4,54 (sl) H-29b

1,60 (s)
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111-4-4-3-12 Elucidation structurale du composé 29

Stigmastérol (29)

Ce composé a été identifié au stigmastérol par comparaison avec un échantillon témoin.
Les données RMN 'H et *C, en apportent la confirmation (Tableau 111.27). Ce métabolite
secondaire a été isolé des espéces : Atractylis carduus, ! Ageratum conyzoides ! et

Tannacetum polycephalum #2%! (Asteraceae).

Tableau 111.27: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 29 dans CDCl;

Position oc (ppm) oy (m, JenHz)
1 37,4 1,86 (m) H-1a/1,09 (m) H-1b
2 31,8 1,84 (m) H-2a/1,50 (m) H-2b
3 71,9 3,52 (m)
4 42,4 2,27 (m)
5 140,9 -
6 121,9 5,35(d, 5,1)
7 32,1 1,98 (m) H-7a/1,43 (m) H-7b
8 32,1 2,00 (m)
9 50,2 0,95 (m)
10 36,6 -
11 21,2 1,51 (m) H-11a/1,03 (m) H-11b
12 39,9 2,03 (m) H-12a/1,18 (m) H-12b
13 42,5 -
14 56,9 1,00 (m)
15 25,6 1,55 (m) H-15a/1,07 (m) H-15b
16 28,4 1,85 (m) H-16a/1,27 (m) H-16b
17 56,9 1,12 (m)
18 12,1 0,68 (s)
19 19,5 1,01 (s)
20 36,3 1,37 (m)
21 18,9 0,92 (d, 6,5)
22 129,4 5,03 (dd, 15,2 ; 8,4)

227



Chapitre 111 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

23 138,5 5,16 (dd, 15,1 ; 8,7)

24 40,7 2,03 (m)

25 51,4 1,54 (m)

26 19,2 0,82 (m)

27 20 0,84 (m)

28 25,9 1, 44 (m) H-28a /1,17 (m) H-28b
29 12,5 0,83 (m)

111-4-4-3-13 Elucidation structurale du composé 30

Spinastérol (30)

Il s’agit de spinastérol, isomere du stigmastérol (29), triterpéne connu et identifié dans
plusieurs espéces de la famille Asteraceae: Baccharis pseudotenuifolia ?*! et Inula
nervosa. [#4

Ce composé 30 est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Son spectre de masse ESI-
MS (Figure 111.278) enregistré en mode positif, présente deux pics d’ions pseudomoléculaires
a m/z 435 [M+Na]® et @ m/z 847 [2M+Na]"; soit une masse moléculaire de 412 uma,

correspondant a la formule moléculaire Cy9H4g0.

Mass Spectrum List Report

Analysis Info
Analysis Name NMO04994.d Agcquisition Dale 0S/12/12 13:58:40
Mathod infusion MS Cperator Micolas MOLINIER
Sample Name  AF-17 Instrument Esquire-L.C_00088
Comment

Acquisition Parameter

Iz Sourcs Type ESt lon Paolarity Acternaling 'on Pelzrily

Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin Scan End 1200.00 miz
Tapillay =X 95.C Vot Skm 1 Trap Drve 429
Accumulation Tume 1580 pys Averages Auto MS/MS Off

intens. | NAMU049%4.9° +MAS
x10% [M+Na]*

435 .4

[2M+Na]*

6475

Figure 111.278: Spectre de masse ESI-MS du composé 30
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Les différents protons de ce composé sont visualisés sur le spectre RMN 'H (Figure
111.279). En effet, on identifie :

» Deux signaux qui apparaissent sous forme de singulet d’intégration 3H a oy 0,47 et &
oy 0,73 assignable aux protons des méthyles CH3-18 et CH3-19 des phytostérols ;

» Trois signaux de methyles sous forme de doublets a 64 0,97 (3H, J = 6,6 Hz) et 0,75 (6H,
J = 6,4 Hz) attribuables respectivement aux méthyles CHs-21 et CH3-26, CH3-27 ;

» Un signal triplet d’intégration 3H a 6y 0,74 (J = 7 Hz) correspondant au méthyle CHs-29.

Par ailleurs, on observe également :

> Deux signaux sous forme de doublet dédoublés détectés a 6y 5,08 (1H, J = 15,1 ; 8,5 Hz)
et 4,95 (1H, J = 15,1; 8,5 Hz) caractéristiques des protons oléfiniques H-23 et H-22
respectivement. La valeur de la constante de couplage 15Hz indique une géométrie trans
de la double liaison C-22=C-23 ;

» Un signal sous forme de multiplet d’intégration 1H a 6y 5,08 d’un proton oléfinique ;

» Ainsi qu’un signal multiplet d’intégration 1H repéré a dy 3,52 caractéristique du proton

oxyméthine H-3.

six méthyles

Figure 111.279: Spectre de RMN *H du composé 30

Le spectre RMN *C J-modulé (Figure 111.280) de ce composé montre 29 signaux de
carbones correspondant a six méthyles, neuf méthylénes, onze méthines et trois carbones

quaternaires, plaidant en faveur d’une structure stéroidique.
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Le nombre de méthyles visualisé sur le spectre RMN **C J-modulé (Figure 111.280) égale &
6, localisé dans I’intervalle de 12 a 22 ppm confirme la nature stéroidique du composeé 30, car
dans le cas de triterpenes tetracycliques et pentacycliques, les deplacements chimiques des

carbones de groupements méthyles peuvent atteindre 35 ppm (15 & 35 ppm). %%

Dans la région des champs faibles, le spectre RMN *C J-modulé (Figure 111.280) met en
évidence la présence de 4 signaux correspondant a 4 atomes de carbone se répartissant en CH
éthyléniques (sp?) résonant a 8¢ 117,7; 129,6 et 138,4 et un atome de carbone quaternaire
(sp?) détecté a d¢ 139,8. Ceci indique ’existence de deux doubles liaisons dans le squelette de
ce composeé. Les carbones résonant a ¢ 129,6 et 138,4 sont attribués a la double liaison de la
chaine latérale C-22 et C-23, tandis que la 2°™ double liaison est localisée entre les carbones

C-7 (8¢ 117,7) et C-8 (8¢ 139,8), par comparaison avec les données de la littérature. 1!

Spinastérol

AF~-17 CDC1l3 Dept

—t 0
—t 14

¥ T T T T v T T T T v T T T T T 54 T T T 53 ¥ v J
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 Ppm

I\\/l/ NZANY 22\

anIL.IUL

lT L

20 Ts 10
six méthyles

Figure 111.280: Spectre de RMN **C J-modulé du composé 30

L’ensemble des résultats obtenus (Tableau 111.28), appuyé par les données de la littérature,

permettent d’établir la structure spinastérol pour le composé 30.
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Tableau 111.28: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 30 dans CDCls

Position oc (ppm) 6y (m, JenHz)
1 37,4 1,82 (m) H-1a/1,09 (m) H-1b
2 31,7 1,77 (m) H-2a/1,39 (m) H-2b
3 71,3 3,52 (m)
4 38,2 1,70 (m) H-4a/1,22 (m) H-4b
5 40,4 1,40 (m)
6 29,9 1,74 (m) H-6a/1,22 (m) H-6b
7 117,7 5,08 (m)
8 139,8 -
9 49,6 1,65 (m)
10 34,2 -
11 21,7 1,47 (m)
12 39,7 1,98 (m) H-12a/1,18 (m) H-12b
13 43,5 -
14 55,4 1,80 (m)
15 23,2 1,50 (m) H-15a/1,38 (m) H-15b
16 28,7 1,80 (m) H-16a/1,23 (m) H-16b
17 56,1 1,25 (m)
18 12,3 0,47 (s)
19 13,3 0,73 (s)
20 41,1 1,95 (m)
21 21,3 0,97 (d, 6,6)
22 138,4 4,95 (dd, 15,1 ; 8,5)
23 129,6 5,08 (dd, 15,1 ; 8,5)
24 51,5 1,60 (m)
25 32,1 1,49 (m)
26 21,6 0,75 (d, 6,4)
27 19,2 0,75 (d, 6,4)
28 25,6 1, 42 (m) H-28a /1,18 (m) H-28b
29 12,5 0,74 (t, 7)
I11-5 Conclusion

Le présent travail décrit I’investigation chimique d’une plante medicinale saharienne
appelée Atractylis flava Desf. appartenant a la famille Asteraceae. Cette étude effectuée sur
les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanolique de la plante entiére a mené a
I’identification de 30 composés. Les composés caractérisés appartiennent a quatre classes de
métabolites secondaires : les flavonoides, les triterpénes, les stéroides et les saponines. Ils se

repartissent comme suit :
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e Onze flavonoides dont deux sont nouveaux :

> Atraflavoside A 6-hydroxykaempférol 6-méthyl éther 7-O-B-
glucopyranuronoside ;

> Atraflavoside B :isorhamnétine  3-O-[(6™-O-E-feruloyl)-B-D-glucopyranosyl-
(1—2)]-p-D-galactopyranoside;

> Deux flavonoides C-glycosylés : vecenine 3 et schaftoside ;

» Trois flavonoides O-glycosylés : isorhamnétine 3-O-robinobioside, narcissine,
tiliroside ;

> Quatre flavonoides aglycones : chrysine, quercétine, apigénine, ladaneine.

e Trois saponines bidesmosidiques nouvelles :

> Acide 16a-hydroxygypsogénique  3-O-B-D-glucuronopyranosyl-28-O-[-D-
xylopyranosyl-(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-3-D-xylopyranosyl] ;

» Acide 16a-hydroxygypsogénique  3-O-B-D-glucuronopyranosyl-28-O-[3-D-
xylopyranosyl-(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-a-L-
arabinopyranosyl] ;

» Acide quillaique 3-O-[B-D-galactopyranosyl-(1"—2")-B-D-glucuronopyranosyl]-
28-O-[((3""-O-acétyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1""—4"")-((2""'-O-acétyl)-a-L-
rhamnopyranosyl)-(1""—2"")-B-D-xylopyranosyl].

e Douze triterpenes a squelette pentacyclique :
> Sept a squelette oléanane : acide echinocystique, acide oléanolique, hédéragénine,
caulophyllogénine, oléana-9(11),12-dién-3-yl acétate, 11-oxo-B-amyrine acétate,
B-amyrine ;
» Deux a squelette ursane : ursa-9(11),12-dieén-3-yl acétate et 11-oxo-a-amyrine
acétate ;

» Trois a squelette lupane : lupéol, lupéol acétate et I’acide bétulinique.

e Et quatre phytostérols : daucostérol, stigmastérol glucosylé, stigmastérol et spinastérol.

La méthodologie de séparation, isolement et purification de ces composés a été faite a
I’aide de la combinaison de différentes méthodes chromatographiques a savoir la
chromatographie sur colonne de gel de silice normale et sur plaque préparative de silice
normale, la chromatographie sur silice greffée en C18 et la chromatographie liquide haute
performance CLHP en phase inverse, la chromatographie sur polyamide SC6, et Séphadex
LH-20.
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La détermination structurale des métabolites secondaires isolés 1-30 a été réalisée grace
aux méthodes d’analyse spectroscopiques modernes particulierement la RMN 1D (1H et °C
J-modulé) et 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC, HSQC-TOCSY, TOCSY, ROESY et
NOESY) et la spectrométrie de masse haute résolution (HR-ESI-MS), UV, IR, mesure du

pouvoir rotatoire et par la comparaison avec les données de la littérature.
H3C\O

o CHj

OH

Atraflavoside B (2)

Chrysine (7) Apigénine (8) Quercétine (9)

Tiliroside (11) OH

Ladaneine (10)
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Acide 16a -hydroxygypsogénique 3-O-f -D-glucuronopyranosyl-
28-O-[p -D-xylopyranosyl-(1""*— 4'"')- o, -L-rhamnopyranosyl-
(1""'—=2")-B -D-xylopyranosyl] (12)

HOOC.
HO g
HO
OH OH
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OH
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HOOC H “/0H
CH; OH
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HO g [e) (0}
HO
c

[e]
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HO
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OH

Acide 16a -hydroxygypsogénique 3-O-B -D-glucuronopyranosyl-
28-O-[B -D-xylopyranosyl-(1""—= 4"")-a -L-rhamnopyranosyl-
(1'"*—= 2")-a -L-arabinopyranosyl] (13)

“,
H,C ‘COOH

Acide quillaique 3-O-[B -D-galactopyranosyl-(1'—-2')-B -D-glucuronopyranosyl]-
28-0O-[((3""""-O-acétyl)-B -D-xylopyranosyl)-(1"""" — 4"*")-((2""*-O-acétyl)-o -L-
rhamnopyranosyl)-(1""'— 2"")-g-D-xylopyranosyl] (14)

%,
K4

Acide echinocystique (15)

Hédéragénine (17)

7CH,0H

Caulophyllogénine (18)
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Glu\O Glu_

Stigmastérol glucosylé (20)

Daucostérol (19)

‘,
s,
“

ursa-9(11),12-dién-3-yl acétate (22)

Y

‘s,
,
v

11-ox0-g,-amyrine acétate (24) B -Amyrine (25)

Lupéol (26) Lupéol acétate (27) Acide bétulinique (28)

Stigmastérol (29) Spinastérol (30)
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Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

IV-1 Rappel botanique

L'espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass. (Figure IV.1) est une plante saharienne et
vivace. Les tiges sont épaisses, dressées, rameuses et glabres mesurant entre 20-30 cm de
hauteur. Les feuilles sont alternes, distantes, longues, étroites et aussi glabres. Elles sont
bordées de longues dents inégales et épineuses. Les épines sont jaunes foncées et les fleurs de
couleur carminées. Y Cette plante pousse dans les regs caillouteux, les hamadas et les hauts

plateaux. M

Figure 1V.1 : Images de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

La classification botanique de cette plante est comme suit :

Famille : Asteraceae

Sous famille : Carduoideae

Tribu : Cardueae

Sous tribu : Carlininae

Genre : Atractylis

Espece : Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

Nom vernaculaire : Chandar el djemel

V-2 Usage traditionnel

L’espéce A. serratuloides et particuliérement ses racines sont préconisées contre la lithiase
biliaire et les désordres circulatoires, tandis que ses fruits sont recommandés pour traiter
I’hépatite. ¥ Les racines d’Atractylis serratuloides sont utilisées en Tunisie comme un latex

« Loubéne » qui au séchage se transforme en gomme & macher pour les enfants. 224

1VV-3 Chimie extractive
1VV-3-1- Extraction

La premicre étape a ét¢ de broyer les racines séchées afin d’obtenir une poudre
homogeéne. Cette poudre, d’un poids de 1,2 kg, est soumise a une extraction hydro-alcoolique

EtOH-H,0 (70:30) a température ambiante. Apres filtration et évaporation, 500 ml d’extrait
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aqueux sont obtenus. Ce dernier est soumis a une extraction liquide-liquide en utilisant

successivement des solvants a polarité croissante : éther de pétrole, dichlorométhane, acétate

d’¢éthyle et n-butanol. Le schéma ci-dessous

I’extraction.

(Figure 1V.2) englobe les différentes étapes de

Atractylis serratuloides
1,2 Kg de racines

Marcs  ———

— Macération dans (EtOH-H,0 : 7:3)
2 fois (2 x 12 1) pendant 48 h

— Filtration

— Evaporation (T =40 °C)

Extrait aqueux
500 ml

Phase organigue ———————1

— Séchage sur Na,SO,
— Filtration et évaporation

Extrait EP
m=345¢g

Phase organique

— Séchage sur Na,SO,4
— Filtration et évaporation

Extrait CH2C|2
m=82¢g

Phase aqueuse

Phase aqueuse —————

Phase organique

|

Extrait n-BuOH
m=10g

— Extraction par EP (3 x 400 ml)
— Décantation

Phase aqueuse

— Extraction par CH,Cl, (3 x 400 ml)
— Décantation

Phase aqueuse

— Extraction par AcOEt
(3 x 400 ml)
— Décantation

N

Phase organique

— Extraction par n-BuOH — Séchage Sur Na,SO,

(3 x 400 ml)
— Décantation

—Filtration et évaporation

Extrait AcOEt
m=15¢g

— Séchage Sur Na,SO,
— Filtration et évaporation

Figure 1V.2 : Schéma d’extraction des racines de la plante Atractylis serratuloides
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IV-3-2 Purification

Les différents extraits obtenus sont analysés par CCM dans des systémes d’élution
différents. Les extraits dont le profil chromatographique montrant leur richesse en métabolites
secondaires sont retenus pour une étude chimique a savoir les extraits : EP, CH,CI, et n-

BuOH.
Les extraits EP et CH,Cl, sont soumis & un fractionnement par une chromatographie

liquide sous vide (VLC) sur silice normale en utilisant les gradients d’élution :

e Ether de pétrole—éther diéthylique allant de 100:0 & 0:100 pour I’extrait éther de pétrole

(Figure 1V.3).
e Hexane—acétate d’éthyle de 100:0 a 0:100 ensuite AcOEt—méthanol de 100:0 & 0:100 pour

I’extrait dichlorométhane (Figure V1.4).

L 8 g de I’extrait Ep J

Systéme d’élution

I VLC gel de silice normale
v Ep/ether diéthylique (100/0 a 0/100)

F5
(830 mg)
| ccsio,
! !
F5-10 F5-12
(17,7 mg) (50,7 mg)
Lavage avec CCE
EtOH SiO,
v
Composé 38 Composé 32
(2,4 mg) (2,2 mg)

Figure 1V.3: Schéma de purification des produits de I’extrait EP d’Atractylis serratuloides

| 72 de Pextrait DCM JJ

VLC gel de silice normale
Systeme d’¢lution :

Hexane/ AcOEt (100/0 a 0/100),
AcOEt MeOH (100/0 a 0/100)
| Hexane/ AcOEt AcOEt MeOH
(70/30) (97/3)
F3 F7
(201.3 mg) (849.1 mg)
| CCSio, Lavage avec MeOH
! ! !
36,3 mg (63.4 mg) (3,3 mg) g
|(<(< Si0, l CC Sephadex l CC SiO,
F7-2-9
Composé 35 (70 mg)
Composé 33 (2,6 mg)
(6 mg) l—]
\ 4 v
Composé 34 J | Composé 36 Composé 37
(3,3 mg) (2,8 mg) (3,5 mg)

Figure 1V.4: Schéma de purification des produits de I’extrait DCM d’Atractylis
serratuloides

238



Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

Par ailleurs 1’extrait n-butanol a subi un fractionnement par une chromatographie liquide
sous vide (VLC) sur silice greffé en C-18, en utilisant un gradient d’élution méthanol—eau de
20:80 a 100:0 (Figure 1V.5).

[ 7 g de I’extrait --BuOH ]

Systeme d’¢élution :

VLC gel de silice greffé
MeOH /eau (20/80 a 100/0)

FC
(430,8 mg)

CC SiO,
v
FC-3

(180,6 mg)
CC SiO,
v -
FC-3-3
(11,6 mg)

CCM Preép. RP-18
Y
Composé 31
(15 mg)

Figure 1V.5: Schéma de purification des produits de ’extrait n-BuOH d’Atractylis
serratuloides

Les fractions obtenues sont purifiées par les différentes méthodes chromatographiques :

e Chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale SiO..

e Chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20.

e Chromatographie sur plaque préparative en phase inverse (C-18).

L’utilisation combinée des techniques chromatographiques nommées précédemment, a

conduit a I’isolement de 9 composes.

IVV-3-3 Caractérisation des produits obtenus

Les produits isolés 1-9 ont été caracterisés par les méthodes d’analyse spectroscopiques
RMN *H et *C, RMN 2D (COSY, HSQC et HMBC) et spectrométrie de masse ESI-MS, la

mesure du pouvoir rotatoire et par comparaison avec les données de la littérature.

239



Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

IV-3-3-1 Elucidation structurale du composé 31

Antiarol rutinoside (31)

Le composé 31 nommé Antiarol rutinoside a été isolé sous forme d’une poudre blanche. Il
est invisible & la lumiere UV aux longueurs d’ondes 254 et 366 nm. La CCM de ce composé
se colore en jaune apres pulvérisation de 1’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI-MS du composé 31 (Figure 1V.6) obtenu en mode positif, montre
deux pics d’ions pseudomoléculaires [M+Na]* & m/z 515 et & m/z 1007 [2M+Na]*. En mode
négatif (Figure 1V.7), il révele un pic d’ion pseudomoléculaire [M+CI]" & m/z 527, soit une

masse moléculaire 492 uma qui correspond a une formule brute en C,;H3,013.

] ~ Mass Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  8/20/2012 1:40:39 PM
Analysis Name D:AData\CL\NM0O00515.d

Method INFUSION_170909.m Operator Nicolas MOLINIER
Sample Name AS7 Instrument / Ser# micrOTOF 51

Comment

Acquisition Parameter
ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer
Not active Set Dry Heater
50 m/z Set Capillary 4500V Set Dry Gas
1500 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Divert Valve

[M+Na]*

[2M+Nal*
10(27 4

Figure 1V.6: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé 31

- ‘ - Mass Spectrum List Report
Analysis Info Acquisition Date  8/20/2012 1:41:57 PM

Analysis Name  D:A\Data\CL\NMO00516.d
Method INFUSION_170909.m Operator Nicolas MOLINIER
Sample Name AST Instrument / Ser# micrOTOF 51

Comment
Acquisition Parameter

[M+C1]-

527.0

817.2  g37.6 10191 1307.6 1452.7
y v

800 1000 1 1400 miz

Figure I1V.7: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé 31
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L’examen du spectre RMN *H (Figure 1V.8) enregistré dans le méthanol deutéré montre la
présence des signaux suivants:
» Un signal sous forme de singulet s’intégrant pour deux protons résonant a Oy
6,44 correspondant a deux protons aromatiques ;

» Deux singulets, I’'un a oy 3,70, d’intégration trois protons et ’autre a oy 3,82 s’intégrant

pour six protons, attribuables a trois groupements méthoxyles dont deux sont identiques.

Figure 1V.8: Spectre RMN "H du composé 31

Les spectres RMN *H et **C J-modulé (Figures IV.8 et 1V.9) indiquent aussi la présence de
deux signaux a oy 4,82 (d, J = 7,5 Hz) et 4,70 (d, J = 1,6Hz) correspondant a deux protons
anomériques, leur carbones résonnent a 103,1 et 102,2 ppm selon 1’expérience HSQC (Figure
IV.9). Nombreux signaux observés sur le spectre RMN *H entre 3 et 4 ppm sont attribués aux

protons d’une unité osidique contenant au moins deux sucres.

Figure 1V.9: Spectre HSQC de la partie des anoméres du composé 31

241



Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

Le spectre de RMN **C J-modulé (Figure 1V.10) montre dans la région déblindé la
présence de quatre signaux a o¢ 156,1 (Cq), 155 (2 Cq), 134,7 (Cq) et 96,2 (2 CH), suggérant
la présence d’un noyau aromatique tétrasubstitué. Le fait que les deux CH aromatiques et les
deux atomes de carbone quaternaires oxygénes sont identiques deux a deux, suggerent une

symeétrie dans le cycle aromatique (Figure 1V.11).

AS7 MeOD Deptg

Ik

—
'
o

% R E e Ty — T Y T APREST MRS BRRSe Mahas Samae Se e e mea e e a
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 1;0 ppm‘

Figure 1V.10: Spectre RMN **C J-modulé du composé 31

B B
A A H H
ou
H H A A
C C
Figure 1V.11: Symétrie du noyau aromatique

Ce spectre montre également, en plus des carbones des sucres, la présence de trois
carbones de groupements méthoxyles a ¢ 56,8 (2 OMe) et 61,4 (1 OMe). Ceci implique que

le composé 31 est constitué de deux parties: phénol triméthoxylés et sucre.

La caractérisation des protons et carbones constituant la génine, a été réalisée a travers
I’analyse combinée des spectres HMBC, COSY H-H et HSQC.
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Les deux protons aromatiques a oy 6,44 couplant sur le spectre HSQC (Figure 1V.9) avec
leur carbone détecte a d¢c 96,2 correlent en HMBC (Figure 1V.12) avec les carbones oxygénés
résonant & 156,1 ; 155 et 134,7 ppm. Les deux groupements méthoxyles détectés a 3,82 ppm
présentent des taches de corrélations avec le carbone a d¢c 155. Par ailleurs le carbone repéré a
d¢c 134,7 couple avec le groupement méthoxyle résonant a 3,70 ppm, ceci conduit & proposer

les deux fragments structuraux suivants :

N\ oo oo o

(O O

Cw O] OCHj; H \_//O ‘\j
Ny hy

2,4,6-triméthoxyphénol 3,4,5-triméthoxyphénol

OCH30OCH3

| "
A M Ak S

T
135 F1[ppm)

Figure 1VV.12: Spectre HMBC du composé 31

Il en résulte que I’expérience HMBC toute seule ne permet pas de distinguer entre les deux
fragments proposés.

Cependant le déplacement chimique déblindé du carbone C-1 a 156,1 ppm suggere
I’absence des groupements méthoxyles en positions 2 et 6 car dans le cas de 2,4,6-

trisubstitutions, le carbone C-1 résonnerait & champ plus fort (blindé). %!
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Une preuve supplémentaire concernant la localisation des groupements méthoxyles en
positions 3, 4 et 5 proviennent de la valeur de déplacement chimique du méthoxyle lié au
carbone C-4 égale a 61,4 ppm exigeant une ortho-substitution du noyau aromatique. 4214

A Tl’issu de cette analyse la génine est identifiée comme étant 3,4,5-triméthoxyphénol
(Figure 1V.13).

OCH,4

H,CO

1 .
H,CO o/‘?l‘»

6

Figure 1V.13 : 3,4,5-triméthoxyphénol substitué

La partie osidique est représentée par deux protons anomériques H-1' et H-1". Les
déplacements chimiques des protons des deux sucres déterminés par COSY sont
caracteristiques d’un B-D-glucose et d’un a-L-rhamnose (Tableau I1V.1).

Pour le glucose, on note la configuration B grace a la constante de couplage de son proton
anomérique H-1' [64 4,80 (d, J = 7,5 Hz)]. A partir de ce proton, I’expérience COSY H-H
(Figures 1V.14 et 1V.15) permet de repérer les corrélations entre les protons :

» H-1'/H-2'[6y 3,43 (dd, J = 8,9; 7,5 Hz)]

H-2'/H-3' [31 3,45 (t, J = 8,9 HZ)] ;

H-3'/H-4' [34 3,34 (m)];

H-4'/H-5' [84 3,57 (dI, J = 8,2 Hz)];

H-5'/H,-6' [6 4,04 (dd, J = 8,9; 5,3 Hz), H-6'a], [d4 3,56 (dI, J = 8,9 Hz), H-6'h].

Les grandes valeurs de constantes de couplage montrent que tous ces protons sont tous
axiaux (Tableau IV.1).

YV V V V

Le rhamnose est identifié par son proton anomérique qui résonne a oy 4,70 avec une
constante de couplage faible (J = 1,6 Hz) et le signal du méthyle situé a 64 1,18 (d, J = 6,3 Hz,
H-6") ainsi que par la grande valeur de la constante de couplage entre les protons H-3"/H-4"
(J = 9,5 Hz), indiquant que le proton H-4" est en position axiale. Les autres corrélations
repérées aussi a I’aide de 1’expérience COSY (Figures IV.14 et IV.15) sont :

» H-1"/H-2"[6y 3,80 (dd, J = 3,1; 1,6 Hz)];
H-2"/H-3" [0y 3,63 (dd, J=9,5; 3,1 H2)];
H-3"/H-4" [64 3,38 (t; J = 9,5 H2)];
H-4"/H-5" [0y 3,61 (M)];

H-5"/H3-6" [64 1,18 (d, J = 6,3 H2)].

YV V VYV V
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Figure 1V.15: Spectre COSY de la partie osidique du compose 31

L’analyse du spectre HSQC (Figure 1V.16) permet de localiser les carbones des deux sucres :
> Glucose : C-1' (5¢ 103,1), C-2' (8¢ 77,9), C-3' (8¢ 77,9), C-4' (5¢ 71,6), C-5' (8¢ 77), C-6'
(8¢ 67,9) ;
» Rhamnose : C-1" (3¢ 102,2), C-2" (8¢ 72,2), C-3" (8¢ 72,5), C-4" (3¢ 74,2), C-5" (8¢
69,6), C-6" (5¢ 14,6).

Figure 1V.16: Spectre HSQC de la partie osidique du compose 31
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Les valeurs de déplacement chimique des protons et carbone du groupement oxyméthylene
CH,-6'a &y 4,04 et 3,56/5¢ 67,9 indiquent que 1I’hydroxyle OH-6' n’est pas libre.

Sur le spectre HMBC (Figure 1V.18), la corrélation observée entre le proton anomérique
du rhamnose H-1"¢et le carbone C-6' du glucose, et celle du proton anomérique du glucose H-
1" avec le carbone C-1 du phénol résonant a 6c 156,1 établissent la liaison interglycosidique
(1"—6") ainsi que le point d’attachement de 1’unité osidique a la génine (Figure 1VV.17). Il en
résulte que ce composé est le 3,4,5-trimethoxyphényl-O-[a-rhamnopyranosyl](1-6)-p-D-

glucopyranoside.

Figure 1V.18: Spectre HMBC du composé 31

Toutes ces données spectrales (Tableau 1V.1) ainsi que la mesure du pouvoir rotatoire [a]p
= — 98° (C = 0,05 g/ml MeOH) indiguent qu’il s’agit d’un phénol glycosylé connu sous le
nom antiarol rutinoside, isolé antérieurement de I’espéce Ravensara anisata (Lauraceae). [#2°!

Il est isolé pour la premiere fois dans le genre Atractylis.
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Tableau 1V.1: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN *C de 31 dans CD;0D

position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

1 156,1 -

2 96,2 6,44 (s)

3 155 -

4 134,7 -

5 155 -

6 96,2 6,44 (s)
3-OMe 56,8 3,82 (s)
4-OMe 61,4 3,70 (s)
5-OMe 56,8 3,82 (s)

1-O-glc-1' 103,1 4,82 (d, 7,5)

2' 75 3,43 (dd, 7,5, 8,9)

3 77,9 3,45 (t, 8,9)

4' 71,6 3,34 (m)

5' 77 3,57 (dl, 8,2)

6' 67,9 4,04 (dd, 8,9 ; 5,3) H-6'a

3,56 (dl, 8,9) H-6'b
6'-O-Rha-1" 102,2 4,70 (d, 1,6)

2" 72,2 3,80 (dd, 3,1; 1,6)

3" 72,5 3,63(dd, 9,5; 3,1)

4" 74,2 3,38 (t, 9,5)

5" 69,9 3,61 (m)

6" 14,6 1,18 (d, 6,3)

IV-3-3-2 Elucidation structurale du composé 32

Acide 3-acétoxyoléan-12-en-28-oique (32)

Il s’agit d’un triterpéne pentacyclique acylé a squelette oléanéne. Sa formule brute
Ca32Hs004 a été déduite des spectres de masse ESI-MS (Figures 1V.19 et 1V.20). Ces derniers
montrent des ions pseudomoléculaires, en mode positif [M+Na]* et [2M+Na]* a m/z 521 et
1019 respectivement et en mode négatif a m/z 497 [M-H] et 955 [2M-H]".
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Mass Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  5/21/2012 3:31:20 PM
Analysis Name  D:\Data\CL\WNMO000443.0
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Figure 1V.19: Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du composé 32

Mass Spectrum List Report
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Figure 1V.20: Spectre de masse ESI-MS (mode négatif) du composé 32

L’analyse du spectre RMN 'H du composé 32 (Figure 1V.21) enregistré dans le
chloroforme deutéré (CDCI3) montre dans la région blindée sept singulets fins correspondant
aux sept groupements méthyles d’un squelette triterpénique pentacyclique résonant a oy 0,84
(CHs3-23), 0,83 (CH3-24), 0,91 (CH3-25), 0,72 (CH3-26), 1,10 (CH;-27), 0,88 (CH3-29) et
0,90 (CHs-30).
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€3 PROTON COC3

w\/// oz

Figure 1V.21: Spectre de RMN “H du composé 32

D’autres signaux sont observés sur le spectre RMN *H dans la région des champs faibles:
» Un triplet a 8y 5,25 (J = 3,5 Hz) caractéristique de proton oléfinique H-12,
» Un doublet de doublets a 64 2,81 (J = 13,7; 4,2 Hz) correspondant au proton H-18. Son

déplacement chimique indique que le méthyle Me-28 est oxydé en acide.

On observe également sur ce spectre un signal doublet de doublets a 64 4,47 (J =11,6; 4,6
Hz) attribuable au proton oxyméthine H-3a. La valeur du déplacement chimique de ce dernier

atteste d’une acylation au niveau du carbone C-3.

Le spectre RMN **C J-modulé (Figure 1V.22) révéle la présence de 32 signaux répartis
comme suit :
> Sept méthyles angulaires ;
» Un signal d’un carbone oxyméthine C-3 & ¢ 81,1. La valeur du déplacement chimique de
ce dernier confirme que le carbone en position 3 est acylé ;
» Deux signaux apparaissant a oc 122,7 et oc 143,8 correspondent aux carbones
éthyleniques C-12 et C-13 respectivement;
Un méthyle d’un groupement acyle résonant a d¢ 21,5 ;
Un signal d’un carbone correspondant au groupement ester a 6¢c 171,3 attribuable a C-1'
Dix méthylenes ;

Trois méthines ;

YV V. V V V

Sept carbones quaternaires.
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Figure 1V.22: Spectre RMN *C J-modulé du composé 32

L’attribution des carbones et protons de ce composé se fait par 1’analyse conjointe des
spectres RMN de corrélations COSY H-H, HMBC et HSQC.

L’expérience homonucléaire COSY H-H (Figures 1V.23 et 1V.24) montre des taches de

corrélation qui permettent d’assigner les déplacements chimiques de plusieurs protons.

H-12
s 33 1., veaETAUX H-3

Jw ﬁ___-___.___J‘L,__“ o

£

H-18/H 19a [
5

£33
3| H-12/H,-11

i
5.0

Figure 1V.23: Spectre COSY du composé 32

En effet, a partir du proton H-3a déja attribué, cette expérience permet de repérer les
protons Hy-2 (64 1,62). Ces derniers corrélent avec deux protons H.1 résonant a oy (1,06;
1,01). De la méme maniére, les protons H,-11 sont localisés a 6y 1,83 suite aux corrélations
qu’ils présentent avec le proton éthylénique H-12. Les protons H,-11 montrent également des
taches de corrélations avec le proton H-9 sortant a 6 1,53. Les protons H,.19 sont localisés a
81 (1,59; 1,13) par leurs corrélations en *J sur le spectre COSY avec le proton H-18 attribué

précedemment.
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HyC CH,

Figure 1V.24:Corrélations COSY

A partir de ces protons, I’analyse des corrélations hétéronucléaires “Jy.c observées sur le
spectre HSQC J-modulé (Figure 1V.25) permet d’attribuer les déplacements chimiques des
carbones les portant (C-1, C-2, C-3, C-9, C-11, C-12, C-18 et C-19) (Tableau 1V.2).

Sl

s abnn I
QTR N

Figure 1V.25: Spectre HSQC du composé 32

L’analyse des corrélations hétéronucléaires HMBC (Figures V.26 et 1V.27) longue
distance en 2Ju.c et *Jy.c permet de visualiser les corrélations entre le proton oxyméthine H-3
et les carbones C-2 et C-4 (6¢ 37,9), et deux carbones méthyliques C-23 (6¢ 28,3) et C-24 (6¢
16,9).
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@0
H-18/C-16

— ‘ -12/C-18 ‘ . H-18/C-14
H-12/C-14 H13C19 g9
H-18/C-17

Co |
C9 Ho12/c0

Figure 1V.26: Spectre HMBC du compose 32

Le proton H-5 est localisé a dy 0,81 suite aux corrélations qu’il présente en HMBC
(Figures 1V.27 et IV.28) avec un carbone quaternaire a oc 37,1 (C-10), les carbones
méthyliques C-23 et C-24 déja identifiés et un autre carbone méthylique a 6¢ 15,6 (C-25).

25
CHs

Figure 1V.28: Spectre HMBC du composé 32

252



Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

Le spectre HSQC permet d’attribuer les déplacements chimiques des protons suivants: Me-

23 (64 0,84), Me-24 (64 0,83), Me-25 (64 0,91) et le carbone C-5 a ¢ 55,5.

Dans I’expérience HMBC (Figure 1V.26), le proton H-12 permet d’identifier les carbones

suivants: C-13, C-18 déja connus, et un autre carbone quaternaire C-14 (5¢c 41,7).

Figure 1V.29: Corrélations HMBC des protons H-12 et H3-27

Les protons méthyliques Me-27 (84 1,10) sont localisés suite aux corrélations qu’ils
présentent en HMBC (Figures 1V.28 et 1V.29) avec le carbone C-14 déja attribué, C-15 (d¢
27,8) et C-8 (6¢ 39,4).

L’analyse du spectre HSQC permet d’attribuer le déplacement chimique des protons H,-15
a (0 1,68; 1,03). Ces derniers correlent avec les protons H,-16 (64 1,95; 1,62) sur le spectre
COSY (Figure 1V.30). Cette méme expérience permet de localiser les protons H,-6 [d4 (1,51;
1,34)], du fait des corrélations qu’ils présentent avec le proton H-5 déja assigné. Cette
expérience révele egalement les couplages entre les protons H-6b et H-7a (64 1,75) et H-7a
avec H-7b (64 1,55). Leurs carbones respectifs assignés a 1’aide du spectre HSQC a é¢ 23,1
(C-16), 6c 18,4 (C-6) et 6¢c 32,7 (C-7).

H-16a/H-15b

Figure 1V.30: Spectre COSY du composé 32
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Le spectre HMBC montre également le couplage entre les protons Me-26 repérés a 6y 0,72
avec les carbones C-7, C-8, C-14 et C-9 déja identifies (Figures 1V.28 et 1V.31) ; ainsi que le
couplage entre le proton H-18 connu et les carbones C-14, C-19, C-16 et C-28 identifiés

précedemment et un carbone quaternaire C-17 résonant a d¢c 46,7 (Figures 1V.26 et 1V.31).

Figure 1V.31: Corrélations HMBC des protons H3-26 et H-18

Par ailleurs, les protons méthyliques Hs-29 (84 0,88) et H3-30 (64 0,90) liés aux carbones
résonant a ¢ 33,3 (C-29), 6¢ 23,8 (C-30), sont identifiés suite aux couplages en HMBC avec
le carbone C-19 attribué préecédemment, et deux autres carbones C-20 (6c 30,9) et C-21(d¢c
32,6) (Figures IV.28 et 1V.32).

Figure 1V.32: Corrélations HMBC des méthyles 29 et 30

Les protons H,-21 sont repéres par HSQC a (64 1,42; 1,25). Le spectre COSY (Figure
IV.30) permet d’identifier les protons Hp-22 suite aux couplages entre les protons H-21a/H,-

22 (641,32; 1,19). Le carbone C-22 est localisé a d¢ 34 par I’expérience HSQC.

De plus, le spectre HMBC (Figures 1V.33 et 1V.34) visualise le couplage entre les protons
méthyliques Me-2' (64 2,02) avec le carbone C-1' (8¢ 171,3) du groupement ester, ce dernier
corréle également en HMBC avec le proton H-30, confirmant ainsi 1’acylation du triterpéne

par un groupement acétyle en C-3.
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Figure 1V.33: Corrélation HMBC montrant I’attachement du groupement acétate a
la génine triterpénique

H-18

H-18/C-12
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H-18/C-13
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H-18/C-28
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Figure 1V.34: Spectre HMBC du composé 32

L’analyse du spectre NOESY permet de vérifier la stéréochimie des 10 carbones
asymétriques de ce composé C-3, C-5, C-8, C-9, C-10, C-13, C-14, C-17, C-18 et C-19
(Figure 1V.35).

Figure 1V.35 : Corrélations NOESY
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Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature. Le
composé 31 est identifié comme étant 1’acide 3-acétoxyoléan-12-én-28-oique. Il a été isolé
antérieurement des especes suivantes : Silybum mariarum (Asteraceae), [227] Callicarpa
integerrima (Verbenaceae).??®! Ce composé a été caractérisé pour la premiére fois dans le
genre Atractylis.

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et carbones du composé 31 sont
regroupées dans le tableau (1V.2) suivant :

Tableau 1V.2: Déplacements chimiques en RMN *H et RMN **C de 32 dans CDCls,

Position dc (ppm) o (m,Jen Hz)
1 38,2 1,06 (m) H-1a
1,01 (m) H-1b
2 23,7 1,62 (m)
3 81,1 4,47 (dd, 11,6; 4,6)
4 37,9 -
5 55,5 0,81 (m)
6 18,4 1,51 (m) H-6a/1,34 (m) H-6b
7 32,7 1,75 (td, 13,9; 4,4) H-7a
1,55 (m) H-7b
39,4 -
47,7 1,53 (m)
10 37,2 -
11 23,6 1,83 (m)
12 122,7 5,25 (t, 3,5)
13 143,8 -
14 41,7 -
15 27,8 1,68 (m) H-15a
1,03 (m) H-15b
16 23,1 1,95 (td, 11,7; 4) H-16a
1,62 (m) H-16b
17 46,7 -
18 41,1 2,81 (dd, 13,7 ; 4,2)
19 46 1,59 (m) H-19a
1,13 (m) H-19b
20 30,9 -
21 32,6 1,42 (m) H-21a
1,25 (m) H-21b
22 34 1,32 (m) H-22a/1,19 (m) H-22b
23 28,3 0,83 (s)
24 16,9 0,84 (s)
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Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)

25 15,6 0,91 (s)
26 17,2 0,72 (s)
27 26,1 1,10 (s)
28 183,7 -

29 33,3 0,88 (s)
30 23,8 0,90 (s)
I’ 171,3 -

2’ 21,5 2,02 (s)

IVV-3-3-3 Elucidation structurale du composé 33

AT

Lupénone (33)

Le composé 33 se présente sous forme d’une poudre blanche. Son spectre de masse réalisé

en ionisation douce ESI-MS (Figure 1V.36) montre en mode positif deux pics d’ions

pseudomoléculaires a m/z 447 [M+Na]" et & m/z 871 [2M+Na]", soit une masse moléculaire

de 424 uma correspondant a une formule brute en C3yH,430 avec 7 insaturations.

Analysis Info

Mass Spectrum List Report

Analysis Name

Method
Sample Name
Comment

NMO04192.d
infusion.MS

AS2

Acquisition Date 01/18/12 11:04:40
Operator Nicolas MOLINIER
Instrument Esquire-LC_00088

Acquisition Parameter
ESI
Std/Normal

lon Source Type

Mass Range Mode

Caplllary Exit

Accumulation Time

105.0 Volt
1798 ps

lon Polarity
Scan Begin
Skim 1
Averages

Positive Altemaling lon Polarity
Scan End
Trap Drive

10 Spectra Auto MSMS

Intens.]
%1054

239.4 301.4
e P P

[M+Na]*

447 6

[2M+Na]*

871.8
i

NM004192.d: +M:

200

800

Figure 1V.36: Spectre de masse ESI-MS du composé 33
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L’examen du spectre RMN 'H (Figure 1V.37) enregistré dans le chloroforme deutéré,
montre la présence de six signaux singulets dans un intervalle allant de 0,70 & 1,66 ppm
correspondant aux groupements méthyles résonant a oy 1,06 (CH3-23), 1,01 (CHs-24), 0,92
(CH3-25), 1,04 (CH5-26), 0,96 (CH3-27) et 0,78 (CH3-28).

Ce spectre montre aussi dans la région blindée la présence de deux signaux sous forme de
doublet d’intégration 1H chacun résonant a oy 4,67 (J = 2,4 Hz) et 455 (J = 2,4 Hz)
caracteristiques de protons oléfiniques d’une double liaison exocyclique. On constate aussi la
présence d’un signal singulet de protons méthyliques a 8y 1,66 permettant de suggérer la

présence d’un groupement isoprenyle.

AS2 CDCI3 PROTON

absence du signal de H-3

H-29aH-29b {

Figure 1V.37: Spectre RMN *H du composé 33

L’expérience COSY H-H (Figure 1V.38) atteste de la présence de ce groupement suite aux
corrélations des protons oléfiniques H-29a et H-29b avec les protons du groupement CH3-30
(84 1,66).

H-29aH-29b

e

H-29b/H3-30

_' / ®.
H-29aH3-30

Figure 1V.38: Spectre COSY du composé 33
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L absence du signal du proton H-3 sortant habituellement entre 3 et 5 ppm sur le spectre
RMN *H (Figure 1V.37) laisse supposé que le groupement hydroxyméthine est oxydé.

Cette premiére analyse RMN 'H, en plus de la masse moléculaire obtenue par
spectrométrie de masse, indique que ce composé est de nature triterpénique a squelette lupane

ou hopane dont la position C-3 est porteuse d’une fonction cétone.

Le spectre RMN B¢ (Figure 1V.39) en apporte la confirmation et cela par 1’observation

des signaux suivants :

» Sept groupements méthyles ;

> Deux signaux correspondant & deux carbones oléfiniques, 1’un secondaire 6c 109,6 et
I’autre quaternaire 6c 151,1 caractéristiques de la double liaison du groupement
isoprényle, d’un triterpéne a squelette lupane ou hopane ;

» Un signal a 6c 217,5 correspondant a un carbonyle d’une cétone.

L’absence du signal du carbone oxyméthine sortant habituellement entre 77 et 83 ppm

affirme bien que le carbone C-3 est un carbonyle d’une cétone.

AS2 CDC1L3 DEPTQ

Carbones méthyliques

Figure 1V.39: Spectre RMN “*C J-modulé du composé 33

L’identification de la structure du composé 33 repose principalement sur I’examen conjoint

des spectres HMBC, HSQC et COSY H-H.

L’analyse du spectre HSQC permet d’assigner les carbones des méthyles et le carbone
oléfinique a o¢ 26,8 (C-23), 21,3 (C-24), 16,2 (C-25), 16,0 (C-26), 14,7 (C-27), 18,2 (C-28),
19,5 (C-30) et 109,6 (C-29).

259



Chapitre 1V Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.

L’expérience HMBC conduit a 1’établissement des principaux couplages hétéronucléaires
longs distance en 2Jy.c et 3Jy.c de ce composé. En effet, ce spectre (Figures 1V.40 et 1V.41)
montre les corrélations entre le carbone C-3 (6¢ 217,5) et les protons H,-2 (84 2,46; 2,38), H,-
1 (6y 1,88; 1,38) ainsi qu’avec les protons méthyliques localisés a 6y 1,06 (Me-23) et 1,01
(Me-24). Le deblindage des protons des deux méthyles atteste de la présence d’une fonction
cétone en C-3. Ces protons méthyliques corrélent également avec les carbones C-4 (¢ 42,6)

et C-5 (8¢ 55,1).

AS2 34 1 R VEGETAUX ‘
| t,

! | ) |

H-2aH-2b B L Y e

Kot AR, AR > M, ‘_,/\/‘/ WL

H3-24/C-3

H-2b/C-3H-2a/C-3 al(t H3-23rw

1 N —~

25 1.0

Figure 1V.41: Corrélations HMBC (H—C) des méthyles 23, 24 et 25 du composé 33

On observe aussi sur ce spectre une tache de corrélation entre le carbone C-5 déja identifié
et les protons d’un méthyle résonant a 6y 0,92 (Me-25). Les protons de ce dernier présentent
plusieurs taches de corrélation en HMBC (Figures 1V.41 et 1V.42) permettant d’assigner les
déplacements chimiques des carbones suivants C-1 (6¢ 39,8), C-9 (3¢ 50) et C-10 (5¢ 36,4).
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H3-27
H3-26 Hs.25
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Figure 1V.42: Spectre HMBC du composé 33

L’expérience HSQC (Figure 1V.43) permet d’attribuer les déplacements chimiques des
protons H-5 (84 1,30) et H-9 (64 1,36). Le carbone C-2 (3¢ 34,4) est déterminé suite a son
couplage en HSQC avec les deux protons H,-2 déja identifie. Le déblindage du carbone C-2

est dd a la présence de la fonction cétone en C-3 (64 217,1).
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Figure 1V.43: Spectre HSQC du composé 33

Le spectre HMBC (Figures 1V.42 et 1V.44) montre également le couplage entre le carbone
C-9 déja assigné et les protons meéthyliques repérés a 6y 1,04 (Me-26). Les protons de ce
dernier permettent d’identifier les carbones C-7 (8¢ 33,7), C-8 (¢ 41,2) et C-14 (3¢ 41,2).
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1 H
LH n‘/‘
Figure 1V.44: Corrélations HMBC et COSY au niveau des cycles B, Cet D du
composé 33

Les protons H,-7 résonant a oy 1,41 sont caractérisés a I’aide du spectre HSQC. Ils
montrent sur le spectre COSY H-H (Figure 1V.44) des corrélations avec les protons H-6
résonant a oy 1,47 dont le carbone C-6 est repéré a oc 19,9 par HSQC. Les protons H,-6
couplent en COSY a leur tour avec le proton H-5 (Figure 1V.44).

Les deux carbones C-8 et C-14 déja attribués présentent des corrélations en HMBC (Figure
IV.44) avec un méthyle résonant & 8 0,96 (Me-27). Ces protons méthyliques corrélent en 3J
avec deux carbones a d¢ 38,3 (C-13) et d¢ 27,7 (C-15) (Figures 1V.42 et 1V.44). Leurs protons
sont détectés selon I’expérience HSQC a oy 1,67 et (1,65; 1,01) respectivement. Le
déplacement chimique du carbone C-13 (6c 38,3) est caractéristique d’une structure a

squelette lupane.

La caractérisation des protons H,-12 (&4 1,05; 1,67) a été établie sur la base de leur
couplage COSY (Figure 1V.44) avec le proton H-13. De la méme maniére, les protons Hy-11
(61 1,36) sont localisés suite a leur couplage avec le proton H-12. L’expérience HSQC permet
d’attribuer les déplacements chimiques des carbones C-12 (8¢ 25,3) et C-11 (8¢ 21,7) (Figure
IV.43).

Les protons H,-16 sont déterminés a oy 1,46 (m) suite aux couplages qu’ils présentent
selon I’expérience COSY avec les protons H,-15 déja attribués. Le carbone C-16 est assigné a
dc 35,7 par expérience HSQC.

Les protons géminés H,-29 déja identifiés présentent en HMBC des taches de corrélation
avec les carbones C-30 (6¢ 19,5) et C-19 (6¢ 48,1), indiquant I’attachement du groupement
isoprényle avec le C-19 (Figure 1V.45).
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Figure 1V.45: Spectre HMBC du compose 33

Les protons du méthyle Me-30 montrent, sur le spectre HMBC (Figure 1V.46), des taches
de corrélation avec le carbone C-29 décrit précédemment et avec un carbone quaternaire C-20
(8¢ 151,1).
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Figure 1V.46: Spectre HMBC du composeé 33

Le proton H-19 (84 2,37), localisé par analyse du spectre HSQC, couple en HMBC avec
les carbones C-18 (6¢ 48,4), C-21 (8¢ 30) et C-30 déja assigné (Figures 1V.47 et 1V.48). Les
protons H-18 et H,-21 résonnent respectivement a dy 1,34 et 1,23 suite a ’analyse du spectre
HSQC. Le proton H-18 montre également en HMBC une tache de corrélation avec le carbone
quaternaire C-17 (d¢c 43) (Figures IV.47 et 1V.48).
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Figure 1V.47: Corrélations HMBC au niveau des cycles D et E du composé 33
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Figure 1V.48: Spectre HMBC du composé 33

Les protons du groupement Me-28 (64 0,78) corrélent en HMBC avec les carbones C-17 et
C-18 déja assignés et deux autres carbones secondaires C-16 (8¢ 35,7) et C-22 (d¢ 40,2)
(Figure 1V.49). La caractérisation des protons H,-16 (34 1,46) et H,-22 (64 1,18) est établie

au moyen de I’expérience HSQC.
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Figure 1V.49: Spectre HMBC du composé 3
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L’ensemble de ces données spectrales (Tableau 1V.3) et la valeur du pouvoir rotatoire
([a]p= + 36,86°, C= 0,49 g/100ml, MeOH), ainsi que la comparaison avec les données de la
littérature, nous permettent d’identifier sans ambigiiité le composé 33 comme étant le 20(29)-
lupén-3-one ou lupénone, isolé de I’espéce Diospyros rubra (Asteraceae). **% 11 est a noter

que ce composeé est isolé pour la premiere fois dans le genre Atractylis

Tableau 1V.3: Déplacements chimiques RMN (*H et *3C) de 33 dans CDCl;

Position oc (ppm) oy (m, Jen Hz)
1 39,8 1,88 (m) H-1a/1,38 (m) H-1b
2 34,4 2,46 (ddd, 15,6; 8 ; 2) H-2a
2,38 (m) H-2b
3 217,3 —
4 42,6 —
5 55,1 1,30 (m)
6 19,9 1,47 (m)
7 33,7 1,41 (m)
8 41,2 _
9 50 1,36 (m)
10 36,4 —
11 21,7 1,36 (m)
12 25,3 1,67 (m) H-12a/1,05 (m) H-12b
13 38,3 1,67 m
14 41,2 _
15 27,7 1,65 (m) H-15a/1,01 (m) H-15b
16 35,7 1,46 (m)
17 43 —
18 48,4 1,34 (m)
19 48,1 2,37 (m)
20 151,1 —
21 30 1,23 (m)
22 40,2 1,18 (m)
23 26,8 1,06 (s)
24 21,3 1,01 (s)
25 16,2 0,92 (s)
26 16 1,04 (s)
27 14,7 0,96 (s)
28 18,2 0,78 (s)
29 109,6 4,67 (d, 2,4) H-29a
4,55 (d, 2,4) H-29b
30 19,5 1,66 (s)
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IV-3-3-4 Elucidation structurale du composé 34

Lupeol acétate (34)

Le spectre de masse ESI du composé 33 isolé sous forme de poudre blanche, montre un pic
d’ion pseudomoléculaire & m/z 491 [M+Na]" correspondant & la formule brute Cz;Hs,05.
Les spectres RMN *H et **C J-modulé révélent des signaux identiques & ceux du composé 27
déja élucidé auparavant : lupéol acétate.

IVV-3-3-5 Elucidation structurale du composé 35

Lupéol (35)

Il s’agit d’un triterpéne a squelette lupane, il est invisible sous la lumiére UV et se colore
en marron orangé aprés révelation de sa CCM par une solution acide et chauffage. Ce
composé est identifié au lupéol (35). Sa structure moléculaire a été établie par comparaison

des spectres de masse ESI-MS et de RMN *H et RMN *C avec les données de la littérature.

IVV-3-3-6 Elucidation structurale du composé 36

Acide oléanolique (36)
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Ce composé est obtenu sous forme d’une poudre blanche, sa nature triterpénique est
suggérée par analyse de sa CCM. Le composé est identifié comme étant 1’acide oléanolique
par comparaison avec un échantillon témoin. Les données RMN *H, *C J-modulé et masse

ESI, en apportent la confirmation.

IVV-3-3-7 Elucidation structurale du composé 37

Caulophyllogénine (37)

Il s’agit d’un triterpéne a squelette oléanane, il est obtenu sous forme d’une poudre
blanche. Ce composé est identifié au Caulophyllogénine (37). Sa structure moléculaire a été
établie par comparaison des spectres de masse ESI-MS et de RMN *H et RMN *3C avec les

données de la littérature.

IVV-3-3-8 Elucidation structurale du composé 38

N\
s‘\\\
o

B-sitostérol (38)

Ce composé a été identifié au B-sitostérol par comparaison avec un échantillon témoin. Les
données RMN *H, *3C J-modulé et masse ESI, en apportent la confirmation. Ce composé fait
partie des stérols largement répandus dans le regne végétal. Il a été isolé antérieurement de la
famille Asteraceae, on citera les espéces suivantes: Atractylis carduus, [l Centaurea

omphalotricha, %% Ageratum conyzoides ¥ et Tannacetum polycephalum. 2%
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Tableau 1V.4: Déplacements chimiques RMN (*H et *3C) de 38 dans CDCl;

Position oc (ppm)

1
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37,2
31,6
71,7
42,3
140,7
1217
31,9
31,9
50,1
36,5
21,1

39,7

42,3
56,7
24,3
28,2
56
11,8
19,4
36,1
18,7
33,9
26
45,8
29,1
19,8
19
23
11,9

oy (m, Jen Hz)

1,91 (m) H-1a/1,13 (m) H-1b
1,88 (m) H-2a/1,56 (m) H-2b
3,60 (tt, 11,3 ; 4,3)

2,34 (m) H-4a/2,28 (m) H-4b
5,41 (dd, 5,2 ; 2,3)

2,03 (m) H-7a/1,57 (m) H-7b
1,51 (dd, 11,2 ; 4,3)

0,96 (m)

1,55 (m) H-11a/1,49 (m) H-11b

2,06 (dt, 12,7 ; 3,6) H-12a
1,20 (m) H-12b

1,03 (m)

1,63 (m) H-15a/1,12 (m) H-15b
1,90 (m) H-16a/1,30 (m) H-16b
1,14 (t, 5,4)

0,74 (s)

1,06 (s)

1,40 (m)

0,97 (d, 6,5)

1,36 (m) H-22a/1,06 (m) H-22b
1,21 (m)

0,97 (m)

1,72 (oct, 6,8)

0,87 (d, 6,8)

0,86 (d, 6,8)

1,30 (m)

0,90 (t, 7,6)

IVV-3-3-9 Elucidation structurale du composé 39

Daucostérol (39)
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La comparaison des données spectrales en RMN *H et RMN *3C J-modulé du composé 39
avec celles de la littérature, indique qu’il s’agit de daucostérol. Ce composé est obtenu sous
forme de cristaux blancs. Il a été trouvé dans plusieurs espéces de la famille Asteraceae.
Tableau 1V.5: Déplacements chimiques RMN (*H et **C) de 39 dans CDCl5-CD;0D

Position oc (ppm) oy (M, Jen Hz)
1 37,5 1,86 (m) H-1a/1,09 (m) H-1b
2 29,8 1,91 (m) H-2a/1,36 (m) H-2b
3 79,3 3,53 (m) H-3a
4 38,3 2,37 (dd, 15, 5) H-4a/2,29 (t, 10) H-4b
5 140,8 -
6 122,3 5,30 (dI, 5)
7 32,1 1,96 (m) H-7a/1,56 (m )H-7b
8 32,1 1,45 (m)
9 50,4 0,95 (m)
10 36,9 -
11 21,2 1,53 (m) H-11a/1,48 (m) H-11b
12 40 2,10 (m) H-12a/1,17 (m) H-12b
13 42,5 -
14 57 1,01 (m) H-14a
15 24,5 1,59 (m) H-15a/1,10 (m) H-15b
16 28,4 1,85 (m)
17 56,3 1,15 (m)
18 12 0,61 (s)
19 19,4 0,95 (s)
20 36,3 1,36 (m)
21 18,9 0,85 (d, 6)
22 34,1 1,35 (m, H-22a)/1,04 (m, H-22b)
23 26,3 1,12 (m)
24 46,1 0,98 (m)
25 29,3 1,67 (m)
26 19,1 0,75 (d, 6,7)
27 19,9 0,76 (d, 6,7)
28 23,2 1,28 (m) H-28a/1,23 (m) H-28b
29 12,1 0,80 (t, 7,5)
3-O-glc-1' 101,3 4,35 (d, 7,8)
2' 73,8 3,19 (t,7,8)
3 76,7 3,38 (t, 7,9)
4' 70,5 3,35(t, 7,7)
5' 76,1 3,23 (m)
6' 62 3,81 (dd, 11,9; 2,9) H-6'a/3,70 (dd, 11,9; 4,9) H-6'b
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1VV-4 Conclusion

Ce travail reporte I’investigation chimique de 1’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex
Cass., plante médicinale saharienne appartenant a la famille Asteraceae. Elle est utilisée en
médecine traditionnelle comme remede contre la lithiase biliaire et les désordres circulatoires
et aussi pour le traitement de I’hépatite. Cette plante n’a pas fait 1’objet d’étude

phytochimique antérieure.

Cette étude effectuée sur les extraits éther de pétrole, dichlorméthane et n-butanolique des
racines de I’espéce A. serratuloides a mené a 1’identification de 9 métabolites secondaires se

répartissant en :

e Un phénol glycosylé :

» Antiarol rutinoside

e Six triterpénes pentacycliques :
a squelette lupane :
> Lupéol
> Lupénone

> Lupéol acétate
a squelette oléanane :

» Acide oléanolique
» Acide 3-acétoxyoléan-12-én-28-oique

» Caulophyllogénine

e Deux stérols:
» Daucostérol

> B-sitostérol

Les opeérations de séparation, isolement et purification des metabolites secondaires que
renferment les extraits EP, DCM et n-BuOH de cette plante se sont basées principalement sur
la combinaison des différentes méthodes chromatographiques (CCM, CC et CCE) utilisées

dans notre laboratoire.

L’élucidation structurale des produits isolés 1-9 a été établie par les méthodes d’analyse

spectroscopiques comprenant la spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire RMN
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monodimensionnelle (*H, *C J-modulé) et bidimensionnelle (COSY, HSQC et HMBC) ainsi
que la spectrométrie de masse (SM-ESI), la mesure du pouvoir rotatoire et par la comparaison

avec les données de la littérature.

OCH, OH
OH
H,CO on
0 s COOH
H,CO o o o o
HO OH JL
OH O .,
Antiarol rutinoside (31) Acide 3-acétoxyoléan-12-¢n-28-oique (32)

&
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Lupénone (33) Lupéol acétate (34) Lupéol (35)

HO

///CHZOH
Acide oléanolique (36) Caulophyllogénine (37)
2, “,
HO Glu \O
B-sitostérol (38) Daucostérol (39)
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Chapitre V Tests biologiques

V-1 Introduction

Les bactéries sont responsables de diverses infections dans les organismes vivants. Les
chercheurs ont espéré pouvoir éradiquer certaines maladies avec la découverte des
antibiotiques. Malheureusement la large utilisation de ces médicaments a geénéré une
résistance croissante des bactéries face aux antibiotiques. Dans cette perspective, il y a eu un
grand intérét pour la recherche de nouvelles substances biologiquement actives efficaces

comme alternative a partir des ressources naturelles.

V-2 Bactéries

Les bactéries représentent un groupe étonnamment complexe et fascinant. Ce sont des
organismes cellulaires simples appelés Procaryote qui ne contiennent pas de noyaux et qui
sont d’habitude trouvés en trés grand nombre parce qu’ils peuvent se multiplier rapidement.
Bien que les bactéries soient microscopiques, une morphologie différente est distinguée. Les
formes les plus communes sont les tiges, les coccidies (circulaire) et la spirale. Elles peuvent
étre grandes, petites, ovales grasses, longues, courtes et encore plus épaisses. Les bactéries
peuvent étre divisées en deux groupes (Gram positif et Gram négatif) basés sur la différence
de la structure de la composition chimique de la paroi cellulaire.

V-2-1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), appelée colibacille, est un bacille Gram négatif de la famille des
Enterobacteriaceae. Sa taille varie en fonction des conditions de croissance mesurant de 2 a 4
um de long et d’un diamétre d’environ 0,6 pum (Figure V.1). E. coli est une bactérie fréquente
du tube digestif de I’homme et des animaux a sang chaud, normalement elle compose environ
80 % de la flore intestinale. La plupart des souches d’E. coli sont sans danger mais elles
peuvent étre pathogénes si les défenses de 1’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des

facteurs de virulence particuliers. !

DNA

ﬂ The E-Coli Bacterium

©2001 HowStuffWorks )

\

Figure V.1 Aspect morphologique d’Escherichia Coli
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V-2-2 Pseudomonas aeruginosa

Connu sous le nom de bacille pyocyanique, c’est une bactérie Gram negatif du genre
pseudomonas. Les bacilles sont fins, mobiles aérobies stricts, se cultivent facilement sur les

milieux usuels. Elle se caractérise par la pigmentation bleu-vert de ses colonies (Figure V.2).
[231,232]

C’est une bactérie ubiquitaire, qui vit dans les sols et en milieu humide ou sur les
vegétaux. Elle fait partie des germes couramment recherchés lorsque on procéde a une

analyse microbiologique d'un échantillon d'eau.

P

" “’o‘,!tto

Ganre 22 2800

B NS
Figure V.2 Aspect morphologique de Pseudomonas aeruginosa

V-2-3 Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des coques Gram positif, Il mesure de 0,5 a 1 pm de diamétre,
immobiles, dépourvus de spores et de capsules. Les staphylocoques apparaissent le plus
souvent en amas (Figure V.3). lls sont des bactéries ubiquitaires présentes sur la peau, les
muqueuses de ses hotes. Ces bactéries sont également isolées de 1’environnement naturel (sol,

eau douce et eau de mer, poussiére et air). *%

Staphylococcus aureus est une bactérie pathogéne majeure pour I'nhomme et les animaux a
sang chaud, célébre pour son résistance aux traitements antibiotiques et son implication dans
les infections nosocomiales. C’est un germe aérobie - anaérobie facultatif qui possede une
catalase et une coagulase, ce qui le distingue de la plupart des autres espéces de

staphylocoques.

Figure V.3 Aspect morphologique de Staphylococcus aureus
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V-3 Anti-oxydants

Les anti-oxydants sont des substances qui empéchent I'oxydation des protéines, acides
gras et d’autres molécules du corps qui protéegent I'organisme contre les dommages causés par

les radicaux libres.

Ces derniers, naturellement présents dans I'organisme, sont des composés instables surtout
formés d’oxygene. Ils sont parfois fabriqués en exces par nos cellules a cause de I’exposition
prolongée au soleil, du tabac, ou sous l'effet de la pollution. Cela peut engendrer le

vieillissement prématuré des cellules et I’apparition de certaines maladies.

Les principaux anti-oxydants naturels sont les flavonoides, les lignanes, les caroténoides, et

les vitamines C et E présents dans certains aliments comme les fruits et les légumes.

V-3-1 Principe des anti-oxydants

La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les anti-oxydants blogquent cette
chaine et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules du corps. Les anti-
oxydants vont se lier aux radicaux libres et réalisent une réaction d'oxydation avec eux, ce qui
va les rendre inoffensifs et donc rendre impossible leurs oxydations par les protéines ou les

acides gras.

V-3-2 Réaction entre le radical libre DPPH’ et I’anti-oxydant

Le composé chimique 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-oxydante des composes
phénoliques. Il possede un electron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeres, DPPH" reste dans sa
forme monomeére relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque

aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPH".

La mesure de I’efficacité d’un anti-oxydant se fait en suivant la diminution de la coloration
bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH’, mesurable par spectrophotométrie a A =
517 nm.
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V-4 Partie expérimentale

V-4-1 Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits de la plante Atractylis flava
Desf.

L’objectif de ce travail est d’évaluer I’activité des extraits végétaux des plantes A. flava et
A. serratuloides contre les bactéries Gram positif (Staphylococcus aureus) et Gram négatif
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa). L’activité antibactérienne des différents

extraits des deux plantes est évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé.

V-4-1-1 Souches bactériennes

Nous avons choisi trois bactéries pathogénes, une a Gram positif, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et deux a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia
coli ATCC 25922. Elles proviennent du laboratoire de microbiologie de I'hopital universitaire
CHU de Batna.

V-4-1-2 Préparation des précultures

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de la
gélose nutritive et incubées pendant 18 h a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont

servir a la préparation de I’inoculum.

V-4-1-3 Préparation de la suspension bactérienne (inoculum)

Une suspension microbienne d’une densité optique de 0,5 McFarland a été préparée, pour
chaque souche, a partir de colonies bien isolées dans 10 ml d’eau physiologique contenue

dans un tube a essai stérile.

V-4-1-4 Préparation des disques

Des disques de papier Wathman n° 3 de 6 mm de diametre, stériles (stérilisation a 120 °C
pendant 15 min par autoclavage), sont imprégnés avec 10 puL de l'extrait naturel a tester,
correspondant a 5 mg d’extrait par disque. Des disques imprégnés de DMSO sont également

utilisés qui vont servir de témoin négatif.

V-4-1-5 Préparation des solutions

Les différents extraits organiques des plantes étudiées sont solubilisés dans le DMSO. Des
dilutions ont été ensuite réalisées pour obtenir des concentrations de 0,5 g/ml, 0,25 g/ml,

0,125 g/ml et 0,062 g/ml pour chaque extrait testé.
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V-4-1-6 Préparation des milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactériens sont les suivants :

e La gélose nutritive (GN) pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes ;

e La gélose Mueller Hinton (MH) pour 1’étude de la sensibilité des bactéries aux différents
extraits de la plante.
Les géloses ont été coulées dans des boites de pétrie stériles de 90 mm de diametre.

L'épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément dans les boites.

V-4-1-7 Ensemencement

L’inoculum est ensemencé sur des boites de pétri contenant la gélose Mueller-Hinton a
I’aide d’un écouvillon. La surface entiere de la gélose a été étalée a trois reprises, en tournant
la boite a environ 60° aprés chaque application dont le but d’avoir une distribution homogéne

des bactéries.

V-4-1-8 Expression des résultats

A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les extraits a tester sont
déposés délicatement a la surface de la gélose inoculée au préalable. L'activité antibactérienne
est déterminée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition produite autour des disques
apres 24 h d'incubation a 37° C.

Les résultats obtenus sont récapitulés dans les tableaux suivants :

Tableau V.1: Diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait EP d’Atractylis flava
les dilutions en mg/ml

1/1 1/2 1/4 1/8
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 15 - - -

Tableau V.2: Diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait DCM d’Atractylis flava
les dilutions en mg/ml

1/1 1/2 1/4 1/8
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 11 8 - -
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Figure V.4 : Effet de I’extrait DCM sur la croissance microbienne

Tableau V.3: Diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait n-BuOH d’Atractylis flava

les dilutions en mg/ml |
1L 12 | u4 | 18

|
Escherichia coli ATCC I | .
Pseudomonas aeruginosa ATCC \ - \ - ‘ - ‘ - ‘
| | | | |

Staphylococcus aureus ATCC 12 7

Figure V.5 Effet de I’extrait n-BuOH sur la croissance microbienne

Tableau V.4 : Diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait DCM d’ Atractylis

serratuloides

les dilutions en mg/mi
Vi w2 | us | 18

|

|

| | | | |

Pseudomonas aeruginosa ATCC \ 6 | - | - ‘ - |
| | | | |

Escherichia coli ATCC 6 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 6 - - -
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Figure V.6 : Effet de I’extrait DCM de la plante A. serratuloides sur la croissance
microbienne

Tableau V.5 : Diamétre de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait n-BuOH d’Atractylis
serratuloides

les dilutions en mg/mi
1L 12 | u4 | 18

Escherichia coli ATCC 6 | - | -
Pseudomonas aeruginosa ATCC \ 6 \ - \ - ‘ -
Staphylococcus aureus ATCC 6 | - - -

Figure V.7 : Effet de I’extrait n-BuOH de la plante A. serratuloides sur la croissance
microbienne

V-4-2 Test de I’activité anti-oxydante

Le test chimique que nous avons utilisé pour déceler la présence de composés anti-
oxydants dans les extraits de la plante Atractylis flava repose sur le principe de la réduction
des radicaux libres fournis par le 1, 1'-diphényle-2- picrylhydrazyle (DPPH). %!

Le développement des plaques CCM a été réalisé dans des systemes de solvants différents
selon la polarité des extraits. Aprés migration, les chromatogrammes ont été séchés et
pulvérisés avec une solution méthanolique de DPPH. En présence de substances anti-
oxydantes, le DPPH est réduit et passe de la couleur pourpre (violette sombre) au jaune. Sur
les plaques CCM, les zones d’activités anti-radicalaires apparaissent en jaune clair sur fond

violet aprés un temps de 30 mn.
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N

— DCM AcOEt BuOH

Figure V.8 : Activité anti-oxydante des différents extraits de la plante Atractylis flava

V-4-3 Résultats et discussion

L’activité antibactérienne a été évaluée in vitro par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé contre trois souches bactériennes ATCC (Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa) en mesurant les diamétres de la zone d’inhibition autour des

disques. Les constatations suivantes ont été soulignées :

e Les résultats des diamétres des zones d’inhibition révélent que Staphylococcus aureus est
moyennement sensible vis-a-vis des extraits testés EP, DCM, AcOEt et n-BuOH
d’Atractylis flava, tandis que ces mémes extraits se sont révélés inactifs contre la souche
Escherichia coli.

e [D’extrait éther de pétrole de la plante Atractylis flava a présenté une activité
antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa.

e Les extraits (DCM et n-BuOH) de la plante Atractylis serratuloides se sont révélés

inactifs contre toutes les souches bactériennes testées.

Le potentiel anti-oxydant a été testé in vitro en utilisant le radical libre 1,1-diphényle-2-
picrylhydrazyl (DPPH). Les résultats obtenus sur les extraits EP, DCM, AcOEt et n-BuOH de
la plante Atractylis flava montrent que la capacité anti-radicalaire est plus élevée dans I’extrait
AcOEt par rapport aux autres extraits.

Enfin, ces résultats préliminaires obtenus in vitro ne constituent qu’une premiére étape
d’évaluation des activités biologiques anti-oxydante et antibactérienne. Des essais
supplémentaires seront indispensables pour mesurer 1’activité anti-oxydante et statuer sur le
potentiel anti-radicalaire des différents extraits végétaux (EP, DCM, AcOEt et n-BuOH) de la
plante A. flava.
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Conclusion générale

Le présent travail porte sur l’investigation chimique de deux plantes sahariennes
appartenant au genre Atractylis: A. flava Desf. et A. serratuloides Sieber ex Cass. Ces deux
espéeces, de la grande famille Asteraceae, sont utilisées en médecine traditionnelle en Algérie
et en Afriqgue du nord. Cette famille est connue par sa richesse en divers métabolites

secondaires tels que les triterpénoides, les sesquiterpénes lactones et les flavonoides.

L’étude réalisée sur les extraits dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanolique de
I’espece Atractylis flava et éther de pétrole, dichlorométhane, et n-butanolique de la plante
Atractylis serratuloides, a permis d’isoler 39 composés naturels dont 5 structures nouvelles et
5 composes communs aux deux plantes. Ces produits appartiennent a cing classes de

métabolites secondaires :

e Onze flavonoides comportant quatre aglycones, deux C-glycosylés et cing O-
glycosyles. Parmi les flavonoides O-glycosylés identifiés deux sont nouveaux ;

e Quatorze triterpénes pentacycliques dont huit a squelette oléanane, deux a squelette
ursane et quatre a squelette lupane ;

e Trois saponosides bidesmosidiques nouveaux ;

e Cinqg phytostérols ;

e Un phénol glycosylé.

L’isolement et la purification de ces composés 1-39 a été essentiellement fondée sur
I’utilisation conjointe des techniques chromatographiques (VLC, CC, CCE, CCM et HPLC)
utilisant divers supports (silice normale, silice greffée RP-18, polyamide et Sephadex LH-20).

La détermination des structures a été réalisée par les méthodes d’analyse spectroscopiques,
RMN 1D *H, *C J-modulé et DEPT, RMN 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC,
TOCSY, HSQC-TOCSY, ROESY et NOESY), spectrométrie de masse haute résolution HR-
ESI-MS, spectroscopies IR et UV, la mesure des pouvoirs rotatoires, par les transformations

chimiques et par la comparaison avec les données de la littérature.

Les tests biologiques (activités antibactérienne et anti-oxydante) ont été réalisés sur les
extraits des deux plantes A. flava et A. serratuloides. En effet, les résultats obtenus montrent
que les extraits EP, DCM et n-BuOH de la plante Atractylis flava possédent tous une activité
modérée sur la souche Staphylococcus aureus, tandis que les extraits DCM et n-BuOH de la
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plante Atractylis serratuloides se sont avérés inactifs contre toutes les bactéries testées. En
outre, les extraits de la plante Atractylis flava présentent une activité anti-oxydante par le test
DPPH sur CCM.

L’étude menée sur A. flava a conduit a I’isolement de plusieurs classes de métabolites
secondaires a savoir les triterpenes, sterols, flavonoides et saponines. Les composés de type
triterpenes et flavonoides sont isolés de plusieurs especes du genre Atractylis de la sous-tribu
Carlininae. Des composés similaires ont été trouves aussi dans des plantes des genres Carlina

et Atractylodes appartenant a la méme sous-tribu Carlininae.

Toutefois, il est a signaler que les flavonoides C-glycosylés ont été caractérisés dans les
trois genres : Atractylis, Carlina et Atractylodes de la tribu cardueae. Ces composés
pourraient é&tre comme des marqueurs chimiotaxonomiques de ces genres, ce qui explique leur
systématique commune. Par ailleurs, il est important de noter que les saponines

bidesmosidiques ont été trouvées pour la 1% fois dans la tribu Cardueae.

L’investigation chimique réalisée sur la plante A. serratuloides a permis 1’identification
d’un phénol glycosylé et de plusieurs triterpenes et stéroides. Aucun flavonoide n’a été isolé
de cette plante dans le cadre de cette étude. Les composés de type phénol glycosylés ont été
isolés également de plusieurs espéces du genre Atractylodes. Ce dernier est connu pour son

accumulation des métabolites secondaires de type sesquiterpéne.

Les triterpénes a squelette oléanane et lupane sont considérés comme des métabolites
secondaires communs a tous les genres de la sous-tribu Carlininae (Atractylis, Carlina et

Atractylodes) ainsi que des plantes de la famille Asteraceae en général.

Les structures moléculaires identifiées dans I’espéce A. serratuloides, a I’issu de cette
investigation, ne permettraient pas pour le moment d’avancer des hypotheses quant a leur

signification chimiotaxonomique.

Les résultats phytochimiques obtenus tout au long de ce travail de these, ne peuvent
gu'encourager les investigations sur d'autres especes du genre Atractylis afin de rechercher de
nouvelles molécules a intéréts thérapeutiques. En conséquence, 1’ensemble de ces travaux
confirme bien la richesse des espéces du genre Atractylis en triterpénoides et flavonoides qui

sont des composés majoritaires des plantes de la famille Asteraceae.
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Acide echinocystique (15)

Hédéragénine (17)
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Caulophyllogénine (18)
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Lupéol (26) Lupéol acétate (27) Acide bétulinique (28)

Stigmastérol (29) Spinastérol (30)
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Chapitre VI Partie expérimentale

VI-1 Matériels et appareillage
VI-1-1 Récolte des plantes A. flava Desf. et A. serratuloides Sieber ex Cass.

Les plantes Atractylis flava Desf. et Atractylis serratuloides Sieber ex Cass. ont été
récoltées dans la région de Biskra au mois de mai 2009 et 2011 respectivement. Elles ont été
identifiées par le professeur Bachir Oudjehih du département d’agronomie de I’institut des

sciences Vétérinaires et agronomiques, université de Batna.

VI-1-2 Techniques préparatives de séparation
VI-1-2-1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les chromatographies par CCM analytique ont été effectuées sur des plaques en verre ou
en aluminium recouvertes de silice.
Support aluminium:

» En phase normale, Kieselgel 60 Fzs4 Merck, 250 pm (20 x 20 cm).
Support verre:

» En phase normale, Kieselgel 60 Fzs54 Merck, 250 um (10 ou 20 x 20 cm).

» En phase inverse, RP 18 Fjs545, 200 um Merck (5 x 10, 10 x 20 cm).

Le révélateur utilisé est un mélange d’acides (acide sulfurique 25 % et acide acétique 25%)
et de I’ecau 50 %.

Les purifications par CCE préparative ont été réalisées sur des plagques en verre recouvertes
de silice Kieselgel 60 Fas4 Merck, 250 um (20 x 20 cm).

VI1-1-2-2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Cette technique est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de 1’extrait brut. Elle
est rapide et a l’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes de
chromatographies classiques. La silice Kieselgel Merck (70-230 mesh, 63-200 um) ou bien la
silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (40-63 pm), est mise dans un entonnoir cylindrique

filtrant sur verre fritté n° 4.

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

Pour les chromatographies sur colonnes ouvertes, plusieurs types de phases ont été mises
en ceuvre. La taille et le diametre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité
d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée. Les phases stationnaires utilisées au

cours des différentes opérations de séparation et de purification sont énumérees ci-apres :
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» En phase normale, une silice Kieselgel Merck (70-230 mesh), en utilisant 40 fois le
poids de I’échantillon, objet des procédures de purification.
» En phase inverse, une silice greffée Lichroprep RP-18 Merck (40-63 um), en
employant 30 fois le poids de 1’échantillon a purifier.
» Sur polyamide SC6.
L’¢lution peut étre effectuée a pression atmosphérique ou bien a 1’aide d’air comprimé
dans le cas d’utilisation de silice greffée RP-18. L’extrait a fractionner est adsorbé sur une
quantité de silice correspondant a environ 1-2 fois sa masse et le dépot de 1’extrait a lieu sous

forme solide (enrobage).

VI-1-2-4 Chromatographie d’exclusion stérique

Les chromatographies d’exclusion stérique sont réaliseées sur gel de Sephadex LH-20 avec
le méthanol ou chloroforme—méthanol comme phase mobile. Cette chromatographie repose

sur la taille et & moindre degré sur la polarité des constituants d’un mélange a séparer.

VI-1-2-5 Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

L’appareillage est constitu¢ d’une chaine chromatographique Dionex, pilotée par le
logiciel Chromeleon version 6.01. La chaine est équipée d’une pompe quaternaire P580 A
avec dégazeur intégré, d’un passeur d’échantillon ASI 100, d’un détecteur UV/Visible a
barrette de diodes UVD 170S/340S et d’une colonne thermostatée par un four STH 585. Les

colonnes utilisées sont :

e CLHP analytique :
Colonne Dionex C18, 4,6 X 250 mm, de granulométrie 5 et de porosité 90 A.
e CLHP semi-préparative :
Colonne Dionex C18, UP 5 ODB.25M 10 x 250 mm Interchrom de granulométrie 5u.

Les conditions d’élution en CLHP analytique sont :
Mode : gradient ou isocratique ;

Systeme de solvants : H,O-ACN ou H,O-MeOH ;
Débit = 1 ml/min ;

Température = 25 °C ;

Détection : A = 208, 254 et 350 nm.

YV V V V V
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Les conditions d’élution en CLHP semi-préparative sont :
Mode : gradient ou isocratique ;

Systeme de solvants : H,O-ACN ou H,O-MeOH,;
Débit = 6 ml/min ;

Pression = 190 bar ;

Température = 30 °C ;

Détection : A =205 et 254 nm.

YV V V VYV V V

V1-1-3 Chimie structurale
VI-1-3-1 Spectroscopie de RMN

Les spectres de RMN sont enregistrés sur deux appareils BRUKER Avance DRX-600 et
500. Les microprogrammes BRUKER et le logiciel de traitement des données (XWIN-NMR
2.6) sont appliqués. Les solvants deutérés de solubilisation des produits pour la réalisation des
spectres sont précisés a chaque fois. Les spectres de RMN *H et *3C sont enregistrés a 600,
500 et 150, 125 MHz respectivement.

VI-1-3-2 Spectrométrie de masse

Les spectres de masse basse résolution ESI-MS et haute résolution HR-ESI-MS sont
obtenus par electrospray (ESI) sur des spectromeétres thermofinnigan MSQ et Micromasse Q-

TOF respectivement; en m/z.

VI-1-3-3 Spectrométrie UV-Visible

Les spectres UV des composés isolés ont €té mesurés dans le méthanol a I’aide d’un

spectrophotomeétre de type UV KONTRON Logiciel UVS900L.ite.

VI1-1-3-4 Spectrométrie Infra-rouge (IR)

Les spectres infrarouges des molécules ont été réalisés au moyen d’un spectrophotométre

Shimadzu IR-470 dans des pastilles de KBr.

V1-1-3-5 Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires spécifiques ont été mesurés sur un polarimétre de type Perkin-
Elmer 241 a la longueur d’onde de la raie D du sodium (A = 589 nm) dans une cuve de
longueur 10 cm et de volume 1 ml a température ambiante. Le solvant de solubilisation et la

concentration sont indiqués dans chaque cas.
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VI-2 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis flava Desf.
VI-2-1 Extraction

La plante entiére (700 g) d’Atractylis flava Desf. préalablement séchée et broyée est mise a
macérer pendant 48 h dans un mélange hydro-alcoolique (EtOH-H,O : 70:30). La macération
est effectuée 2 fois avec renouvellement de solvants. La filtration et 1’évaporation du solvant
ont permis d’obtenir 600 ml d’extrait aqueux.

L’extraction liquide-liquide de la phase aqueuse en utilisant successivement des solvants a
polarité croissante : éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol et
I’évaporation a sec du solvant conduisent & quatre extraits: Ep (1,5 g), DCM (3,5 g), acétate
d’éthyle (2 g) et n-butanol (20 g).

VI1-2-2 Séparation et purification
VI1-2-2-1 Fractionnement et purification de I’extrait dichlorméthane

3,3 g de I’extrait CH,Cl, sont soumis a un fractionnement sur une colonne de gel de silice
normale. Le systéme d’élution est constitué par un mélange EP-ACOEt ensuite AcOEt-
MeOH a différents gradients. L’examen CCM des fractions obtenues a permis de les
rassembler en 16 sous-fractions (A-P) (Figure V1.1 et Tableau VI.1).

" 1T

. i i i~ 1 i

Figure V1.1 : CCM globale en phase normale de I’extrait DCM
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Tableau V1.1 : Fractionnement de 1’extrait dichlorométhane de la plante enti¢re A. flava

Eluant Fractions collectées Masse (mg)
Ether de pétrole—acétate d’éthyle
N Fa 147,2
100-0 a 95-5

90-10 Fg 22,9

90-10 Fc 23,5
80-20 Fo 150,4

70-30 a 50-50 Fe 199
50-50 Fr 3131
50-50 Fo 103,1

50-50 Fn 60,2

30-70 F 99,1
30-70 F; 104,6

0-100 Fk 241

acétate d’éthyle—méthanol

99-1 FL 98,6
99-1 Fm 128,3
97-3 Fn 142,1

95-5 Fo 280
90-10 Fp 470,7

La fraction FA (147 mg) est appliquée & une chromatographie sur colonne de gel de silice
normale. L’élution est réalisée au moyen d’un mélange n-hexane—CHCI; (99:1, 97:3, 95:5:
90:10, 80:20, 70:30 et 60:40). La sous-fraction FA-3 est purifiée sur une plagque préparative en

phase inverse (RP-18) dans le MeOH. Cette purification a permis d’obtenir le composé 27 (5

mg).

Les composés 21 et 22 (3,8 mg) et 23 et 24 (5,2 mg) (Figure V1.2) sont isolés, sous forme
de deux mélanges, de la fraction FB (22,9 mg) suite a une purification sur colonne de gel de
silice normale en utilisant comme éluant cyclohexane—CHCI; (99:1, 97:3, 95:5: 90:10, 80:20,
70:30 et 50:50) suivie d’une séparation sur plaque préparative en phase inverse (RP-18) dans
le MeOH.
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Hexane/AcOEt 5%

P w
2?/’22' 2734
Figure VI. 2: CCM des composés 21-24

La fraction Fp (150,4 mg) est purifiée sur une colonne de Sephadex LH-20 en utilisant le
CH,CI, comme éluant, pour conduire aux composés 25 (4 mg) et 26 (6 mg).

La purification de la fraction FN (142,1 mg) menée successivement par une
chromatographie sur colonnes de Sephadex LH-20 et de gel de silice, a abouti a I’isolement
du produit 18 (3,3 mg) (Figure VI1.3).

CHCL/MeOH 10%

—_—
18

Figure V1.3 : CCM du compose 18

La fraction FE (199 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de gel de silice.
L’¢lution est réalisée par un mélange n-hexane-AcOEt (99:1, 97:3, 95:5, 93:7, 90:10, 80:20,
et 70:30) pour fournir neuf sous-fractions, dont la fraction FE-8 est le composé 28 (2,6 mg)
(Figure VI1.4). La sous-fraction FE-4 (30 mg) contenant deux produits majoritaires est purifiée
a son tour sur plagques préparatives de silice normale dans le mélange de solvants EP-AcOEt
(80:20), donnant ainsi les composés 29 (2,6 mg) et 30 (3,5 mg) (Figure V1.4).

EP/AcOEt

50 Hexane/AcOEt 20%

-
-, . W
- - - [;
- 29 30 \ﬂ?

Figure VI. 4: CCM des composés 27-30
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V1-2-2-2 Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle

Le fractionnement de 2 g de I’extrait acétate d’éthyle a été effectué sur une colonne de
polyamide. L’élution est réalisée par un gradient toluene—méthanol (100:0 a 0:100). Cette

séparation a permis de recueillir 13 fractions (F; a F13) (Tableau V1.2 et Figure VI.5).

Tableau V1.2: Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle de la plante enti¢re A. flava

Eluant : Toluéne -méthanol Fractions collectées Masse (mg)
100-0 F1 145,7
100-0 F, 75
99-1 Fs 19,8
99-1 F4 134,3
99-1 Fs 90
97-3 Fe 250

95-5 F7 143,4
90-10 Fs 186,6
80-20 Fo 215,8
80-20 F1o 279,5
60-40 F11 320,5
60-40 F12 79,5
50-50 Fi3 95

2 A
l “a
e LU8Y

Figure V1.5 : CCM globale en phase normale de I’extrait AcOEt

=

La filtration de la fraction F, sur colonne de sephadex LH-20 en utilisant le methanol

comme éluant a permis d’isoler le composé 16 (4 mg).
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Le fractionnement de Fs par chromatographie sur colonne de gel de silice, en utilisant
comme éluant CHCI3-MeOH (100:0 a 95:5), a permis d’obtenir les composés 15 (3,4 mg) et
17 (2,5 mg).

La fraction Fg est soumise a une chromatographie sur colonne de gel de silice normale.
L’¢lution est réalisée au moyen d’un mélange n-hexane—EtOAc et EtOAc-MeOH a différents

gradients. Cette purification a permis d’obtenir un mélange de deux composés 19 et 20 (4,5

mg).

La fraction Fyo est chromatographiée sur colonne de gel de silice en utilisant comme éluant
CH,Cl,—MeOH (99:1 a 90:10). Cette séparation a permis 1’isolement a 1’état pur de deux
composés 7 (10 mg) et 8 (4 mg) (Figure VL1.6).

CHCL/MeOH 10%

s
8

Figure VI. 6: CCM du composé 8

La fraction F1; soumise & une chromatographie sur colonne de gel de silice en phase
normale est éluée avec un mélange de solvants CH,Cl,—MeOH (100:0 a 0:100). Des fractions
sont recueillies et rassemblées selon leur profil en CCM en phase normale pour donner 10
sous-fractions. La sous-fraction Fi;.g est purifiée par plagues préparatives en phase normale
dans le mélange de solvants CHCI;—MeOH (80:20), pour conduire au composé 6 (7 mg).

La fraction Fy3 est purifiée sur une colonne de Sephadex LH-20 avec le méthanol comme

éluant pour donner le composé 9 (6 mg).

VI1-2-2-3 Fractionnement et purification de I’extrait n-butanolique

7 g de I’extrait n-butanolique de cette plante ont été soumis & une chromatographie liquide
sous vide sur gel de silice en phase normale. L’¢lution est réalisée en premier lieu avec le
CHCI; dont on augmente la polarité par 1’addition de MeOH (100:0 a 60:40), puis par un
gradient de ’eau (60:40:1 a 0:100:10). A I’issue de ce fractionnement primaire, 25 fractions
de 100 ml sont collectées. Le rassemblement des fractions selon leur profil

chromatographique a permis de réunir 8 fractions (Tableau V1.3).
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Tableau V1.3: Fractionnement de I’extrait n-butanol de la plante entiere A. flava

Eluant Fractions collectées Masse (mg)
CHCIl3-MeOH
F1 98,4
100-0 a 80-20
80-20 a70-30 F2 175,9
CHCI3-MeOH—eau
- F3 1400
70-30-0 a 60-40-1
60-40-1 a 60-40-5 F4 1433,7
60-40-5 a 60-40-7 F5 788,2
50-50-10 F6 708,6
40-60-10 a 30-70-10 F7 642,9
0-100-10 F8 36,3

La fraction F; (1400 mg) est mise a chromatographier sur une colonne de gel de silice en
phase inverse C-18. L’¢lution est réalisée par un mélange MeOH-H,0 a différents gradients.
Des fractions de 20 ml ont été recueillies, examinées par CCM en phase inverse (éluant :
MeOH-H,0 : 50:50), pour étre finalement rassemblées en 23 sous-fractions. La sous fraction
Fz.17 (22 mg), éluée avec le mélange MeOH-H,0 (40:60), contient 22 mg du composé 5 a

1’état pur.

La sous-fraction F3; a fait I’objet d’une purification par HPLC semi-préparative dans le
systeme de solvant (ACN-H,0) isocratique a 15%. Elle a permis I’isolement du composé 3
(12,8 mg). La sous-fraction Fsg (23 mg) est purifiée sur une colonne de gel de silice en phase
normale, éluée par un mélange CHCI;—MeOH (100:0 a 50:50). Cette purification a permis
d’obtenir le composé 4 (3,6 mg) a I’état pur (Figure VI.7).

MeOH-H20 : 50-50

Figure VI.7: CCM en phase inverse des composés 3 et 4
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La séparation de la fraction F; (642,9 mg) a été réalisée sur une colonne de gel de silice en
phase inverse RP-18. L’élution est effectuée par un mélange de solvants MeOH-H,O (10:90 a
100:0). Le rassemblement des fractions similaires a donné 23 sous-fractions et le composé 1
(7,3 mg) a I’état pur. La sous-fraction F;7_, (35 mg) est purifiée sur une colonne de gel de silice
en phase normale et éluée par le mélange CHCI;-MeOH (100:0, 95:5, 90:10 et 80:20), a
abouti a I’isolement du produit 2 (5,2 mg).

Une autre partie de 1’extrait butanolique (4 g) a été soumise a une VLC en phase inverse
sur silice greffé C18 en utilisant comme éluant MeOH-H,O allant de 20:80 a 100:0. Ce

fractionnement a donné neuf fractions (Figure V1.8 et Tableau V1.4).

Eluant CCM : MeOH-H20 : 60-40

— " — e

.

g

' A
’ - ® &
Figure V1.8 : CCM globale en phase inverse de I’extrait butanolique

Tableau V1.4: Fractionnement de I’extrait n-butanol sur phase inverse de la plante entiere A. flava

Eluant Fractions collectées Masse (mg)
MeOH-H,0

20-80 F1 1473
20-80 F2 417,4
30-70 F3 307,2
40-60 F4 203,1
40-60 F5 470,6
60-40 F6 512,3
80-20 F7 313
100-0 F8 32,4
100-0 F9 19,3
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La fraction F7 (300 mg) est purifiée par chromatographie flash en phase inverse, pour
conduire aux composés 10 (4 mg) et 11 (3 mg) a 1I’état pur ainsi que 11 sous fractions. La
purification de la sous-fraction F7-4 (95 mg) par HPLC semi-préparative éluée par un
gradient de solvants acétonitrile—eau : 20:80 a 80:20 a permis d’obtenir 3 produits : 12 (3,5
mg), 13 (5,4 mg) et 14 (3 mg) (Figure V1.9).

MeOH-H2O : 70-30

12 13’ 14
Figure V1.9 : CCM en phase inverse des composés 12, 13 et 14

VI1-2-2-4 Hydrolyse acide de I’extrait n-butanolique

L’extrait n-butanolique (1 g) est dissout dans une solution de HCI 2N. La solution est mise
a reflux en maintenant 1’ébullition pendant 4 heures.
Apres refroidissement, le mélange réactionnel est soumis a une extraction liquide-liquide
contre ’acétate d’éthyle. Deux phases sont formees :
e Une phase organique contenant les génines triterpéniques.
e Et une phase aqueuse renfermant les sucres libres. Celle-ci est neutralisée par KOH 0,5 N
puis congelée et lyophilisée. Le mélange de sucres est analysé par CCM avec des témoins
de monosaccharides dans un systeme: MeCOEt-isoPrOH-MeCOMe-H,0 (20:10:7:6).

Les sucres sont purifiés par chromatographie sur plaques préparatives en phase normale,
leur pouvoir rotatoire [a]p est mesuré dans H,O. Les résultats de 1I’hydrolyse acide sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau VI.5 : Résultats d’hydrolyse acide de 1’extrait n-butanolique et pouvoirs rotatoires
des sucres isolés mesurés dans H,O

Sucres [alo C
D-Glu +27,5° 0,73
D-Gal +41,1° 0,95
L-Rha +2,3° 0,97
+95,1° 0,63
L-Ara +68,4° 0,63 (24h)
+15,1° 0,95
D-Xyl +14,1° 0,95 (24h)

296



Chapitre VI

Partie expérimentale

VI1-2-3 Composés isolés de I’espéce Atractylis flava

VI1-2-3-1 Composé 1
Atraflavoside A

Formule brute : C2H»0013
[a]o — 51,4° (C = 0,35, MeOH)
MS : ESI (mode positif) m/z : 531 [M+K]"
553 [M-H+Na+K]"
569 [M-H+2K]"
RMN *H (600 MHz) et RMN “*C (150 MHz)
dans (CD3;OD) (Tableau Il1.1, page 54)

VI1-2-3-2 Composé 2
Atraflavoside B

Formule brute : C3gH49029

[a]lo—31,2° (C = 0,2, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 839 [M+Na]"
855 [M+K]"

RMN *H (600 MHz) et RMN “*C (150 MHz)

dans (CD30D) (Tableau I11.2, pages 70-71)

V1-2-3-3 Composé 3
Vicenine 3

Formule brute : CygH2014

[a]p+ 11,42° (C= 0,175, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 587 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN *3C (150 MHz)
dans (CD3;0D) (Tableau I11.3, pages 79-80)

HOOC
HO

o

OH O OH

HO. 0. HO
O ‘ oH
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VI1-2-3-4 Composé 4
Schaftoside

Formule brute : CysH2014

[a]o + 45,4° (C= 0,14, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 587 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN “*C (150 MHz)
dans (CD3;OD) (Tableau I11.4, pages 84-85)

VI1-2-3-5 Composé 5

Isorhamnétine 3-O-robinobioside

Formule brute : CogH3,016

[a]o— 21,4° (C= 0,86, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 647 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CD3;0D) (Tableau I11.5, pages 91-92)

V1-2-3-6 Composé 6

Narcissine

Formule brute : CygH32016

[a]o— 15,85° (C= 1,35, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 647 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CD3;OD) (Tableau I11.6, pages 96-97)

VI1-2-3-7 Composé 7
Chrysine

Formule brute : C15H1004

MS : ESI (mode positif) m/z : 277 [M+Na]”
531 [2M+Na]"

RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)

dans (CD3;0OD) (Tableau I11.7, pages 100)
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V1-2-3-8 Composé 8
Apigénine

Formule brute : C15H;005

MS : ESI (mode positif) m/z : 309 [M+K]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CD3;OD) (Tableau 111.8, page 103)

V1-2-3-9 Composé 9
Quercétine

Formule brute : C15H1007

MS : ESI (mode positif) m/z : 325 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans (CD3;0D) (Tableau I11.9, page 106)

V1-2-3-10 Compose 10
Ladaneine

Formule brute : C17H140¢

MS : ESI (mode positif) m/z : 337 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN **C (150 MHz)
dans (CD3;0D) (Tableau I11.10, page 111)

VI1-2-3-11 Composeé 11

Tiliroside

Formule brute : C3H»013

[a]o—57° (C= 0,1, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 617 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN “*C (150 MHz)

dans (CD3;0OD) (Tableau I11.11, pages 115-116)
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VI1-2-3-12 Compose 12

Acide 16a-hydroxygypsogénique 3-O-p-D-
glucuronopyranosyl-28-O-[-Dxylopyranosyl-
(1""—4""-a-L-rhamnopyranosyl-(1"—2")-B-
D-xylopyranosyl]

Formule brute : Cs,HggO4

[a]p— 34,21° (C = 0,0019, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 1111 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz) o

(0]
HO
dans (CD3;0D) (Tableau I11.12, pages 136-137) m “ho

OH OH

VI1-2-3-13 Composé 13

Acide 16a-hydroxygypsogénique 3-O-p-D-
glucuronopyranosyl-28-O-[-Dxylopyranosyl-
(1""—4"")-a-L-rhamnopyranosyl-(1""—2")-a-

L-arabinopyranosyl]

o
Formule brute : Cs;HggO24 “O&_O

[a]o— 13°, C = 0,001, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 1111 [M+Na]"
RMN *H (600 MHz) et RMN **C (150 MHz)
dans (CD3;OD) (Tableau I111.13, pages 148-149)

VI1-2-3-14 Compose 14

Acide quillaique 3-O-[B-D-galactopyranosyl-
(1"—2"-B-D-glucuronopyranosyl]-28-O-
[((3""-O-acétyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1""'—4"")-
((2""-O-acétyl)-a-L-rhamnopyranosyl)-(1""—2")- "
B-D-xylopyranosyl]

Formule brute : Cg2Hg4O30 HO
[a]p—12,1° (C = 0,0019, MeOH)
MS : ESI (mode positif) m/z : 1341 [M+Na]"

1363 [M-H+2Na]"

300



Chapitre VI Partie expérimentale

RMN *H (600 MHz) et RMN *C (150 MHz)
dans (CD3;0OD) (Tableau I11.14, pages 162-163)

VI1-2-3-15 Composé 15
Acide echinocystique

Formule brute : C3yHss04

[a]p+ 12,5° (C= 0,28, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 495 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCI3/CD3;0D) (Tableau I11.15, page 173)

VI1-2-3-16 Composé 16
Acide oléanolique

Formule brute : C3yHss04

[a]p + 80,3° (C= 0,95, CHCl5)

MS : ESI (mode positif) m/z : 479 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCIs) (Tableau 111.16, pages 177-178)

VI1-2-3-17 Composé 17
Hédéragénine

Formule brute : C3yHss04

[a]p + 25,3° (C= 0,166, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 495 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCI3/CD3;0D) (Tableau I11.17, page 183)

VI1-2-3-18 Composé 18
Caulophyllogénine

Formule brute : C30H4805
[a]o + 15,2° (C= 0,86, MeOH)
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MS : ESI (mode positif) m/z : 511 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN “*C (125 MHz)
dans (CDClIs) (Tableau 111.18, pages 186-187)

VI1-2-3-19 Composes 19 et 20
Daucostérol et Stigmastérol glucosylé
Glu
(6)
Formule brute : C35HgoOs
MS : ESI (mode positif) m/z : 499 [M+Na]"
497 [M+Na]" Glu

V1-2-3-20 Composés 21 et 22
Oléana-9(11),12-dien-3-yl acétate
Ursa-9(11),12-dien-3-yl acétate

Formule brute : C3,Hs00,
MS : ESI (mode positif) m/z : 489 [M+Na]"
955 [2M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN “*C (125 MHz)
dans (CDClI3) (Tableaux 111.19 et 111.20, pages 198-199)

VI-2-3-21 Composes 23 et 24
11-oxo-B-amyrine acétate
11-oxo-a-amyrine acétate

Formule brute : C3H5003
MS : ESI (mode positif) m/z : 505 [M+Na]"
987 [2M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCIs) (Tableaux I11.21 et 111.22, pages 206-207)

canil)
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V1-2-3-22 Compose 25

B-amyrine

Formule brute : C3oH500

[a]o + 88,4° (C= 0,65, CHCl3)

MS : ESI (mode positif) m/z : 465 [M+K]"
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans (CDCIs) (Tableau 111.23, page 210)

V1-2-3-23 Composé 26
Lupéol

Formule brute : C3iH5cO

[a]o + 22,4° (C = 0,183, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 449 [M+Na]"
876 [2M+Na]"

RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)

dans (CDClIs) (Tableau 111.24, page 218)

V1-2-3-24 Composé 27

Lupéol acétate

Formule brute : C5,Hs,0,

[a]o+ 45° (C= 1,5, CHCIs)

MS : ESI (mode positif) m/z : 491 [M+Na]"
959 [2M+Na]*

RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

dans (CDCIs) (Tableau 111.25, page 221)

V1-2-3-25 Composé 28
Acide bétunilique

Formule brute : C3yHss03

[a]p 2,5 (C= 0,005, CHCIz3)

MS : ESI (mode négatif) m/z : 455 [M-H]
911 [2M-H]
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RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCIs) (Tableau 111.26, page 226)

V1-2-3-26 Composé 29
Stigmastérol

Formule brute : CogHss0

[a]o—50° (C= 0,02, CHCl3)

MS : ESI (mode positif) m/z : 435 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCIs) (Tableau 111.27, pages 227-228)

V1-2-3-27 Composé 30

Spinastérol

Formule brute : CoHs0

[a]o—3,3° (C= 0,56, CHCl3)

MS : ESI (mode positif) m/z : 435 [M+Na]"
847 [2M+Na]"

RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

dans (CDCls) (Tableau 111.28, page 231)

VI-3 Etude phytochimique de I’espéce Atractylis serratuloides Sieber ex Cass.
VI1-3-1 Extraction

Les racines de la plante Atractylis serratuloides ont été séchées dans un endroit sec, aérée
et a I’abri du soleil. Ces racines découpées et broyées finement (1,2 kg) sont mises & macérer
dans un mélange hydro-alcoolique éthanol-eau (70 %), deux fois pendant 48 heures a
température ambiante.

Aprés filtration et évaporation du solvant 420 ml d’extrait aqueux sont obtenus, 180 ml
d’eau distillée sont additionnés. L’extraction liquide—liquide de cet extrait avec différents
solvants a polarité croissante (éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-
butanol), puis la séparation et 1’évaporation des phases organiques conduisent a 1’obtention de
quatre extraits : Ep (34,5 g), DCM (8,2 g), AcOEt (1,5 g) et n-butanol (10 g).
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V1-3-2 Séparation et purification
V1-3-2-1 Fractionnement de I’extrait éther de pétrole

Le fractionnement de I’extrait éther de pétrole (8 g) a été réalise par chromatographie
liquide sous vide (VLC) sur gel de silice normale (65 g) en utilisant comme éluant : Ep—éther
diéthylique (100:0 a 0:100). A I’issue de ce fractionnement 16 fractions de 100 ml ont été

recueillies. L’analyse des CCM de ces fractions a permis d’obtenir 8 fractions (Tableau V1.6).

Tableau V1.6: Fractionnement de ’extrait éther de pétrole des racines de I’espéce A.
serratuloides

Eluant (Ep—éther diéthylique) = Fractions collectées | Masse (mg)

95-5 F 21,9
90-10 et 80-20 Fi 2395
70-30 Fin 584
60-40 et 50-50 Fiv 2692
40-60 Fv 852,9
30-70 Fvi 643
20-80 et 10-90 Fui 209,3
0-100 Fvii 117

La fraction Fy (830 mg) est séparée par chromatographie sur colonne de gel de silice en
phase normale (40 g). L’¢élution est effectuée par un mélange de solvants EP—éther diéthylique
(100:0 a 50:50). Des fractions de 40 ml sont recueillies et regroupées selon leur profil en
CCM pour donner 18 sous-fractions. La sous-fraction Fy.i;o (17,7 mg) obtenue sous forme
d’un précipité est lavée a 1’éthanol pour donner 2,4 mg du composé 38. La fraction Fy.1, est
purifiée par plaques préparatives en phase normale dans le mélange de solvants : EP-AcOEt

(15%) pour conduire au composé 32 (2,2 mg).

V1-3-2-2 Fractionnement de ’extrait dichlorméthane

7 g de I’extrait dichlorométhane ont été fractionnés par chromathographie liquide sous vide
(VLC) sur gel de silice normale. L’¢lution est réalisée par 1’hexane dont on augmente la
polarité par I’addition de 1’acétate d’éthyle (100:0 a 0:100) puis par gradient de méthanol dans
I’acétate d’éthyle (100:0 a 50:50). Aprés rassemblement des fractions qui ont un profil

chromatographique similaire, 8 fractions ont été obtenues (Tableau VI1.7).
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Tableau V1.7 : Fractionnement de 1’extrait dichlorométhane des racines de 1’espece A.
serratuloides

Eluant Fractions collectées | Masse (mg)
hexane—acétate d’éthyle
F1 38,6
90-10
80-20 F2 53,1
70-30 et 60-40 F3 201,3
50-50 et 40-60 F4 410,4
40-60 et 30-70 F5 297
20-80 et 10-90 F6 672,1
acétate d’éthyle—méthanol
: F7 249,1
100-0 &4 95-5
90-10 a 60-40 F8 3866

Les fractions F3 et F4 réunies (605 mg) ont fait I’objet d’une séparation chromatographique
sur colonne de gel de silice en phase normale, éluée par un mélange de solvants hexane—
acétate d’éthyle (100:0 a 50:50) pour donner 18 sous-fractions. La sous-fraction F;.; (36 mg)
est purifiée sur colonne de gel de silice normale avec un gradient de solvants hexane—
chloroforme (100:0 a 90:10) pour obtenir deux composés 33 (6 mg) et 34 (3,3 mg). Les sous-

fractions Fz¢ et F37 ont été réunies, puis lavées a 1’acétone pour conduire au composé 35 (2,6

mg).

La fraction F7 (800 mg) est lavée par le méthanol permettant de récupérer 13,3 mg du
composé 39. Le filtrat obtenu est purifié sur colonnes de gel de silice normale et de Sephadex
LH-20 en utilisant comme éluant un mélange de CHCIl;—MeOH a différents gradients et

CHCI3—MeOH (50:50) successivement pour aboutir aux composés 36 (2,8 mg) et 37 (3,5 mg).

V1-3-2-3 Fractionnement de I’extrait n-butanolique

Le fractionnement de I’extrait n-butanolique (7 g) a été réalisé par chromatographie liquide
sous vide VLC sur gel de silice en phase inverse, en utilisant comme éluant un gradient de
solvants : eau—méthanol (80:20 a 0:100). A I’issu de cette separation 9 fractions ont été
obtenues (Tableau VI1.8).
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Tableau V1.8 : Fractionnement de 1’extrait n- butanol des racines de I’espéce A. serratuloides

Eluant : H,O-MeOH Fractions collectées | Masse (mQg)

80-20 Fa 2791
80-20 Fg 1924
60-40 Fc 430,8
60-40 Fo 174,6
40-60 Fe 29

40- 60 Fe 45,2
20-80 Fe 37,2
20-80 Fiy 12,3
0-100 Fi 19,9

La fraction Fc (430 mg) est séparée sur colonne de Sephadex LH-20 en utilisant CHCl3—
MeOH (50:50) comme éluant. Ce fractionnement a permis de recueillir 4 sous-fractions selon
leur profil chromatographique. La sous-fraction Fc.3 (180,6 mg) est chromatographiée sur
colonne de gel de silice normale éluée par un mélange de solvants CHCl;-MeOH (100:0 a
80:20) pour conduire a 5 sous-fractions. La sous-fraction Fc33 (15 mg) est purifiée par
plaques préparatives de silice greffée en C-18 dans le mélange de solvants méthanol-eau

(30:70) fournissant ainsi le composé 31 (3,1 mg).

V1-3-3 Composés isolés de ’espéce Atractylis serratuloides

VI1-3-3-1 Composé 31

Antiarol rutinoside

Formule brute : C>1H3,013
[a]o — 98° (C = 0,05, MeOH)

OCHg OH
MS : ESI (mode positif) m/z : 515 [M+Na]" oo
3
1007 [2M+Na]* 0
ESI (mode négatif) m/z : 527 [M+CI] H,CO 9=x0 OS
RMN *H (500 MHz) et RMN “*C (125 MHz) OH

dans (CD3;0D) (Tableau IV.1, page 247)
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Chapitre VI Partie expérimentale

V1-3-3-2 Composé 32

Acide 3-acétoxyoléan-12-en-28-oique

Formule brute : C3,Hs5004

[a]o + 75,2° (C= 0,75, CHCl3)

MS : ESI (mode positif) m/z : 521 [M+Na]"
1019 [2M+Na]”

ESI (mode négatif) m/z : 497 [M-H]

955 [2M-H]

RMN *H (500 MHz) et RMN “*C (125 MHz)

dans (CDCls) (Tableau 1V.2, pages 256-257)

V1-3-3-3 Composé 33

Lupénone

Formule brute : C3,H40

[a]o + 36,86° (C = 0,49, MeOH)

MS : ESI (mode positif) m/z : 447 [M+Na]"
871 [2M+Na]"

RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

dans (CDCl;) (Tableau 1V.3, page 265)

V1-3-3-4 Composé 34

Lupéol acétate

Formule brute : C3,Hs5,0,
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCI3/CD3;0D)

V1-3-3-5 Composé 35
Lupéol

Formule brute : C3H4g0
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CD3;0D)
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Chapitre VI

Partie expérimentale

V1-3-3-6 Composé 36

Acide oléanolique

Formule brute : C3oHygO4

MS : ESI (mode positif) m/z : 479 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN “*C (125 MHz)
dans (CDCl,)

V1-3-3-7 Composé 37
Caulophyllogénine

Formule brute : C3gH4g0s

MS : ESI (mode positif) m/z : 511 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCl,)

V1-3-3-8 Composé 38

[-sitostérol

Formule brute : C,9Hs500

[a]p—30° (C= 0,8, CHCl5)

RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans (CDCls) (Tableau 1V.4, page 268)

V1-3-3-9 Composé 39

Daucostérol

Formule brute : C35HgoOs¢
[a]p—41,5° (C= 0,4, MeOH)
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)

dans (CDCI3/CD3;0D) (Tableau V.5, page 269)
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Résumé

Ce travail fait partie du programme de recherche de notre groupe de phytochimie
du laboratoire de chimie et chimie de I’environnement (LCCE) qui porte sur la
valorisation des plantes médicinales, utilisees dans la pharmacopée traditionnelle en
Afrique du nord (Algérie, Maroc et Tunisie), par la recherche de nouveaux principes
actifs a activités biologiques intéressantes. Dans ce contexte, deux plantes médicinales
de la famille Asteraceae : Atractylis flava Desf. et Atractylis serratuloides Siber ex
Cass. ont été sélectionnées pour investigations phytochimiques et screening
biologique.

Ce travail a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (CC, CPP et
CLHP) et la caractérisation par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN,
Masse, UV et IR) de 39 métabolites secondaires dont 11 composés de nature
flavonoidique, 25 triterpéniques et 3 saponines.

30 composés ont été isolés des extraits dichlorméthane, acétate d’éthyle et n-
butanol de la plante entiére Atractylis flava dont 5 structures nouvelles : 2 flavonoides
glycosyles et 3 saponines bidesmosidiques. Les composés connus au nombre de 25 se
répartissent en 2 flavonoides C-glycosylés, 3 flavonoides O-glycosylés, 4 flavonoides
aglycones, 12 triterpénes pentacycliques dont 7 a squelette oleanane, 2 a squelette
ursane et 3 a squelette lupane et 4 phytostérols.

A partir des extraits éther de pétrole, dichlorométhane et n-butanol des racines de
I’espeéce Atractylis serratuloides 9 meétabolites secondaires ont été identifiés. 11 s’agit
de 3 triterpénes a squelette oléanane, 3 triterpénes a squelette lupane, 2 phytostérols et
1 phénol glycosylé.

Les structures moléculaires des composés isolés 1-39 ont été elucidées
principalement par I"utilisation des différentes techniques de RMN 1D et 2D (*H, B¢
J-modulé, DEPT, COSY H-H, HSQC J-modulé, TOCSY, HSQC-TOCSY, HMBC,
ROESY et NOESY), UV, IR, la spectrométrie de masse basse et haute résolutions
(ESI-MS et HR-ESI-MS), par la mesure du pouvoir rotatoire [a]p et par la
comparaison avec les données de la littérature.

Les extraits végétaux de I’espece Atractylis flava ont montré une activité
antibactérienne modérée vis-a-vis de certaines souches bactériennes par la méthode de
diffusion en milieu gélosé. L’activité anti-oxydante a été testée sur CCM par une
solution de DPPH.

Il est a signaler que parmi les composés déja cités dans la littérature, 14 triterpenes,
7 flavonoides et 1 phénol glycosylé ont été trouvés pour la premiére fois dans le genre
Atractylis, ce qui révéle I’importance de cette investigation permettant une meilleure
connaissance de la composition chimique de ce genre. Les flavonoides C-glycosylés
pourraient avoir un intérét chimiotaxonomique dans la caractérisation des especes
appartenant aux genres Atractylis, Carlina et Atractylodes de la tribu des Cardueae.
Ces genres sont connus pour leur accumulation de ce type de flavonoides considérés
comme marqueurs chimiotaxonomiques.

Mots clés : Asteraceae, Atractylis flava, Atractylis serratuloides, Saponines,
Flavonoides, Triterpénes, RMN 1D et 2D, Spectrométrie de masse ESI, tests
biologiques.



Abstract

This work is a part of the research program of our phytochemistry group of
chemistry and environmental chemistry laboratory (LCCE) which concerns the
valuation of medicinal plants used in traditional medicine in North Africa (Algeria,
Morocco and Tunisia) by the discovery of new active compounds with interesting
biological activities. In this context, two medicinal plants of the Asteraceae family:
Atractylis flava Desf. and Atractylis serratuloides Siber ex Cass. have been selected
for phytochemical investigations and biological screening.

This work allowed the isolation by chromatographic methods (CC, TLC and
HPLC), and the characterization by spectroscopic analysis (NMR 1D and 2D, Mass,
UV and IR) of 39 secondary metabolites including 11 flavonoids, 25 triterpenes and 3
saponins.

30 compounds have been isolated from dichloromethane, ethyl acetate and n-
butanol extracts of the whole plant Atractylis flava from which 5 new structures were
established including 2 flavonoid glycosides and 3 bidesmosidic saponins. The known
secondary metabolites consist of 9 flavonoids among them 2 di-C-glycosylflavonoids,
9 triterpenes including 7 oleanane and 2 ursane skeletons, 3 lupane-type triterpenes,
and 4 phytosterols.

From the following extracts: petroleum ether, dichloromethane and n-butanol of
the roots of the species Atractylis serratuloides 9 secondary metabolites have been
identified. They were devised into 3 triterpenes with oleanane skeleton, 3 lupane-type
triterpenes, 2 phytosterols and 1 phenol glycoside.

The molecular structures of the isolated compounds 1-39 were mainly elucidated
by the use of NMR techniques 1D and 2D (*H, J-modulated **C, DEPT, COSY H-H,
J-modulated HSQC, TOCSY, HSQC-TOCSY, HMBC, ROESY and NOESY), UV,
IR, high-resolution mass spectrometry (HR-ESI-MS), measurement of the optical
rotations [a]p, and by comparison with literature data.

The extracts of the species Atractylis flava show a moderate antibacterial activity
against some bacteria strains by the diffusion method on agar medium. The anti-
oxidant activity was estimated on the extracts by the DPPH test (TLC).

It is very important to indicate that among known compounds reported in the
literature, 14 triterpenes, 7 flavonoids and 1 phenol glycoside have been found for the
first time in the plants of Atractylis genus. Furthermore, this study contributes to
determine the chemical composition of this genus. This work allowed particularly the
isolation and identification of two di-C-glycosylflavonoids. This finding is in
agreement with that of the previous studies performed on Atractylis plants. It is
noteworthy that the C-glycosylflavone compounds are occurring in Atractylis,
Atractylodes and Carlina species which are closely related systematically and used as
chemotaxonomic markers.

Keywords: Asteraceae, Atractylis flava, Atractylis serratuloides, Saponins,
Flavonoids, Triterpenes, NMR 1D and 2D, ESI, Biological activities.
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