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Abreviations et symboles

APG angiosperm Phylogeny Group

C concentration

CC chromatographie sur colonne ouverte

CCE chromatographie sur couche épaisse

CCM chromatographie sur couche mince

CLHP chromatographie liquide haute performance

COSY H-H correlated spectroscopy

d doublet

dd doublet de doublets

1D monodimensionnel

2D bidimensionnel

DEPT distortionless enhancement by polarisation transfer
ESI spectrométrie de masse par inisation douce
F fraction

g gramme

h heure

HMBC heteronuclear multiple bonding connectivity
HSQC heteronuclear single quantum connectivity
HR haute résolution

Hz Hertz

IR infra-rouge

m multiplet

mg milligramme

MHz MégaHertz

ml millilitre

MS/MS mass spectroscopy / mass spectroscopy
m/z masse/charge d'un ion

nd non déterminé

nm nanometre

ppm partie par million

quint quintuplet



RMN *C résonance magnétique nucléaire du carbone 13

RMN *H résonance magnétique nucléaire du proton
S singulet

sk sous-fraction

t triplet

tR Temps de rétention

uma unité de masse atomique

uv ultra-violet

VLC chromatographie liquide sous vide

VIH virus de l'immunodéficience humaine

J constante de couplage exprimée en Hz
d déplacement chimique exprimé en ppm

[o]p pouvoir rotatoire
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INTRODUCTION



Les plantes médicinales ont été, depuisulid des temps, l'arsenal thérapeutique de
’homme. Elles connaissent en ce moment un intErasidérable de la part du public et des
chercheurs. Les raisons sont multiples. Dans lgs paus-développés, voire en voie de
développement, c’est le moyen le plus utilisé ddage guérir. Tandis que dans les pays
développés, les plantes représentent une sourceortemfe pour la recherche
pharmacologique et I'élaboration des médicaments seulement lorsque les constituants des
plantes sont utilisés directement comme agentapeétiques, mais aussi comme matiéres
premieres pour la synthése de médicaments ou comoueles pour de futurs agents

thérapeutiques.

Les plantes produisent un grand nombremééabolites secondaires, avec une large
gamme de propriétés pharmacologiques et toxicalegigActuellement, si on évalue environ
500 000 espéces vegetales dans le monde, un noethtigement infime a été étudié sur le
plan chimique ou pharmacologique [1]. Cette riclualiversité mérite d’étre valorisée car elle
renferme une diversité chimique et structurale ingsortante et offre aux chercheurs une
multitude de sujets de recherche, en particulieur ppccéder a des molécules dotées de

propriétés biologiques intéressantes.

C’est dans cette perspective que notrertdbire a engagé un programme de recherche
justement destiné a la valorisation de la floralecpar la découverte éventuelle de principes

actifs nouveaux.

Le travail qui m’'a été confie rentre dares cadre et a pour objectif I'investigation
chimique d’'une plante Fabaceae appartenant au @arosis: O. pusilla[2]. Notre choix est
dicté par l'utilisation, relativement importante @emédecine traditionnelle, des plantes du
genreOnonispour guérir diverses maladies. On citera l'ictéae troubles des voies urinaires,
la nécrose, I'herpes et autres maladies plus gm@oreme le cancer de la peau [3-5]. Ce choix
est aussi dicté par la richesse remarquable dedeplade la famille Fabaceae et plus
particulierement celles du genf@nonis en métabolites secondaires d’'un grand intérét
biologique comme les résorcinols alkylés décritsne® inhibiteurs de la glycérol-3-
phosphate déhydrogénase, les dérives de lacidéramiique, les flavonoides, les
isocoumarines et autres pétocarpanes pour nejcigeceux la.



Une motivation supplémentaire quant autiét chimique de I'esped@. pusilla tient du
fait que cette derniéere a fait I'objet d’une seatede phytochimique. Cette étude a juste
détecté la présence de stérols et d’'un triterpéname onoceringg].

Notre travail de recherche sera présamtfuatre chapitres :

* Le premier chapitre reporte une étude bibliograpditjaitant de la systématique de
la famille Leguminosae (Fabaceae), la présentaliorgenreOnonis l'usage des
plantes du genre en question en thérapeutiquetitraaielle ainsi que leurs
propriétés biologiques. Il est également report daudes chimiques antérieures

réalisées sur les especes de ce genre.

* Le deuxiéme chapitre est consacré a I'étude desrftaides et acides anthraniliques,

classes de métabolites secondaires largementneésaans le genf@nonis

» Le troisieme chapitre est consacré aux résultatopeels obtenus dans le cadre de
cette investigation chimique des parties aériemigels plantéOnonis pusilla Cette
partie décrit lisolement, la purification et la raatérisation structurale des

métabolites secondaires isolés.

* Le quatrieme chapitre reprend les travaux expériauenréalisés dans le cadre de ce

travail.



CHAPITRE |

PRESENTATION DU GENRE ONONIS
(FABACEAE)



[.1. Famille Fabaceae

La famille Fabaceae (ou Leguminosae) cesta troisieme plus grande famille des
angiospermes en nombre d’espéces aprées les farfdildsidaceae et Asteraceae [7]. Les
plantes qui forment cette famille sont distribuéestravers le monde et se localisent
principalement dans les zones tropicales et terapéfeette famille est composée de variétés
horticoles et beaucoup d’especes sont récoltéaslpaonsommation humaine en raison de
leur huile et leurs fibres. Elles sont aussi wi#is comme combustible pour leur bois et

remedes en médecine traditionnelle [8].

La famille Fabaceae renferme 745 genrgdustde 19500 espéces, réparties entre trois
sous-familles : Papilionoideae (Faboideae), Caasaigeae et Mimosoideae [9]. La sous-
famille Papilionoideae est la plus importante dér mclut plus des deux tiers des espéces
légumineuses [8]. La position systématique de dattglle est présentée dans le tableau ci-

dessous.
Classification APGII (1998)
Regne : Plantae
Embranchement : Spermatophyta

Sous embranchement : | Angiospermae

Classe : Eudicotyledonae
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Eurosidae |

Sous-ordre : Fabales

Famille : Fabaceae (Leguminosae)
Sous-famille : Faboideae

Mimosoideae

Caesalpinoideae

Tableau I-1: Phylogénie de la famille Fabaceae (Leguminosae)

Les Iégumineuses sont souvent caractériggeun métabolisme azoté éleve, du fait de
leur capacité a fixer l'azote atmosphérique hiasymbiose Iégumineusesizobium Ceci
permet aux plantes de cette famille (la plupart apilionoideae et Mimosoideae, 25% de

Caesalpinoideae) d’obtenir des taux élevés en amoteveau de leurs racines en fonction de



la demande de leur métabolisme [8,9]. Elles pramhiisles métabolites secondaires azotés
plus que les autres familles de plantes. Ces miiebaomprennent des alcaloides, amines,
acides aminés non protéiques, glycosides cyanogeésigt peptides. Elles produisent aussi
des composés non azotés comme les composés phesgiiénylpropanoideslavonoides

anthocyaneganins et coumaringgt terpéniquedriterpénes et stéroidg9].

Voici quelques exemples de molécules descipales classes de métabolites
secondaires rencontrés au sein de la famille Fabace

Isoflavanes Ptérocarpanes Roténoides
HO\,;(‘DJ\‘\ Ho O
OH o
on © och OCH;
Génistéin Médicarpine Rotenoneoct,
Coumarines Furanocoumarines Furocoumarines
H3com )

HO (@) [e] o ° °
Scopolétine Psoraléne Angélicine
Glucosides cyanogéniques Anthraquinones Acides aminés non protéiques

OH [e] OH
NH2
HOH,C )\
[¢] (0] COOH
OH :H CHg NH,
RN
A\ o
Prunasine Chrysophanol L-canavanine
Alcaloides indoliques Triterpenes stéroidiques Triterpenes pentacycliques
HO /N\CH3
\ H3C
N
H
Bufoténine B-Sitostéra




[.2. GenreOnonis

Le genreOnonis appartient a la tribu des trifolieae qui constilwee des 31 tribus
relevant de la sous-famille Papilionoideae. Ce gemqui compte environ 75 especes, est
largement distribué dans la région méditerranéetewe,iles Canaries, I'Europe et I'Asie
centrale [2]. En Algérie, on rencontre principal@mles espéces suivantes [10] :

* O.cenisialL.) * O.sicula(Guss.) * 0. alba(Poiret.)

* O. fruticosa(L.) * 0. antennatgdPomel.) * O. crinita(Pomel.)

* 0. spinosdL.) * O. pubescenf..) * 0. avellana(lPomel.)
* 0. hispida(Destf.) * 0. viscosqL.) e 0. roseaDur.)

* 0. aragonensigAsso.) ¢ 0. incisa(Coss.) e 0. villosissimaDesf.)
e O. minutissimdL.) * O. laxiflora(Desf.) * 0. serrata(Forsk.)

* O. pusilla(L.) * O.reclinata(L.) * O. hirta(Desf.)

* O. serotinag(Pomel.) * 0. pendulgDest.) e O. mitissimgL.)

* O. natrix(L.) * O. euphrasiaefoligDesf.) « O. cephalanthgPomel.)
e 0. ornithopodioidegL.) < O. variegata(l.) e O. diffusa(Ten.)

* O. biflora(Desf.) * 0. alopecuroidesL.) * 0. cossoniangBoiss.)

I.3. Usage traditionnel et propriétés biologiques

La recherche bibliographique menée surelgseces du genf@nonismontre qu’elles
ont des propriétés thérapeutiques intéressantesnttutilisées en médecine traditionnelle
pour guérir diverses maladies comme le traitementiatere, les troubles des voies urinaires,

I'herpes et les maladies de la peau [3-5].

Dans ce qui suit, nous allons citer quetgexemples d'espéces de trés grande

importance pharmacologique :

% Ononisspinosa: cette plante est connue depuis longtemps pouastion diurétique.
La racine est efficace contre la goutte et diveedésctions de l'appareil urinaire et
prévient la formation de calculs rénaux et biliaif&l].

% Ononis natrix les racines et les fleurs sous forme d'infusgomt utilisées pour le
traitement de certains troubles de I'appareil inena].

++ Ononis hirta: les parties aériennes de la plante sont emplqy@estraiter les boutons

de fieévre, I'herpes et le cancer de la peau [5].



+«+ Ononissicula: les parties aériennes de cette espéce somseaslicontre les cancers de
la peau [5].
% Ononis arvensis Ses parties aériennes sont utilisées pour tregeinfections des

voies urinaires et les maladies de la a2l

Les études pharmacologiques réaliséedesuextraits de plantes ou de composants
appartenant au genrénonis ont montré diverses propriétés: antibactérienrte e
antimicrobienne [13,14], diurétique, analgésiquargt-inflammatoire [15, 16], antioxydante

[12] et antiprolifératrice [5].
l.4. Travaux antérieurs réalisés sur le genr@©nonis

Les investigations chimiques réalisées lsugenreOnonis ont mis en évidence la
présence de flavonoides et isoflavonoides [4,17-d®]dérivés du résorcinol [17,20] et de
lacide anthraniligue [4,21,22], isocoumarines ethydroisocoumarines [4,22-24],

ptérocarpanes [17,25], stérols, triterpenoideg{@le lactones aromatiques [26].

Dans ce qui suit, nous allons citer quetgexemples de produits isolés a partir des

plantes relevant de ce genre.

[.4.1. Produits isolés dénonis natrix

Les études phytochimiques portant surpi@gies aériennes d®. natrix ont montré
la présence de flavonoides-8), de dérivés du résorcindd16), de dihydroisocoumarines
(17-22) et de dérivés de I'acide anthranilig@8+24) [4,23,27].

RiO CsHrg
R3O0 R4
R,O

1 Ri=R,=R;=R;= Rs= OMe 9 Ri=Me, R=H, RR=Ac, R= 0=
2 Ri=Ri=Rs=OMe, R=0H, R=H 10 R;=Me, R=H, R=Ac, Ry=0H
§ R1=R5=H,R2= R3: OMe,Rtl: OH g. R]_: Me,%: R3: H,R4=0=

4 Ri= R;= Ry= Rs= OMe, R=OH 12 R;=Me, R=Rs=H, Ry=0H

5 Ri=R;:=Rs=H, R=Me, R=0OH 13 Ri=R;=H,R=Ac, RR=0=

§ R1=R2=R3=R4: OMe,%=OH M’ R]_: RZ: H, R3= AC,R4=OH

7 Ri=R;=Rs=0OMe, R=0H, R=H 15 Ri=R=Rs=H,R=0=

§ R1=R5=H, R2=R4: OH, F‘3=OM€ 1_6 R]_: R2: R3: H,R4=OH



R,O

N IR IS 15 16 15
N I~ 10 1o oo I

CsHyq y CHQ)\
CH
16
(0] R3

o} R
COOH
OR; (6]
23 R=H

Ri=Rs=H, R=Me 24 R=OH
R1= R2= R3= H
R1= R2= H,F%z O=
R1=R2=H,R3=OH
Ri=H, R=Me, R=0=
Ri=H, R=Me, R=0OH

NN INDNIINNINIERE R ERIOI0INID IO IIWIN -
RIERNRRBIEBIKEIREGIGRIEIKIZI
A Ilw I I IOl I N o o Ix 1w I - 1O

5-hydroxy-6,7,8,3",4'-pentaméthoxyflavone
5,7-dihydroxy-8,3",4'-triméthoxyflavone
5,4'-dihydroxy-6,7-diméthoxyflavone (Cirsimaritine)
5,7-dihydroxy-6,8,3",4'-tétraméthoxyflavone (Hymgine)
5,4'-dihydroxy-7-méthoxyflavone (Genkwanine)
5,3'-dihydroxy-6,7,8,4'-tétraméthoxyflavone
5,4-dihydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone (Xanthomicrol)
5,7,4'-trihydroxy-6-méthoxyflavone (Hispiduline)
1-O-méthyl-5-(2-acétoxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2-acétoxy-8-hydroxytridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2-8-dihydroxytridecyl) résorcinol
5-(2-acétoxy-8-oxotridecyl) résorcinol
5-(2-acétoxy-8-hydroxytridecyl) résorcinol
5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol

5-(2,8-dihydroxytridecyl) résorcinol
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-undecyl-3,4-dihydroisocoume
(3R)-6,8-dihydroxy-3-undecyl-3,4-dihydroisocoumarine
(3R)-6,8-dihydroxy-3-(6-oxoundecyl )-3,4-dihydroisocoarine
(3R)-6,8-dihydroxy-3-(6-hydroxyundecyl)-3,4-dihydrommmarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-oxoundecyl)-3,4-dihydsocoumarine
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxyundecyl)-3,4-ddrgisocoumarine
acideN-arachidylanthranilique
acideN-p-hydroxyarachidylanthranilique

Tableau I-2 : Produits isolés d®nonisnatrix




1.4.2. Produits isolés dégOnonis viscosa subsp. breviflora

Les études phytochimiques effectuées stie @spéce ont permis d’isoler sept dérivés
du résorcinol 25-31), quatre acides phénolique32¢35), cing dihydroisocoumarine¢-
40), quatre ptérocarpanesl{44) et un dérivé de I'acide anthraniliqu&s) [22,25].

R2

25 R;=OMe, R=Rs=OH, R=R, = H

26 Ri=R=R;=Rs=0OH,R=H

27 R;=OMe, R=Rs= OH, R = OAc, R = H
28

R,=OMe, F,=R;,=OH, Rs=Rs=H

29 R=R=0OH,R=0OAc,R=R;=H
R 30 R=R=R;=OH,RR;=0
31 R;=R=R;=OH,R=0Me, R=H

OH 32 R =0OH,RR;=0,R=H
33 R;=0OH,R=0Ac,R=R,=H
34 R =R=0OH,R=0Ac,R=H
35 R;=0OMe, RR;3=0,R=0H
R,

MeO

MeO

o OH

OH o 3¢ R=H
40 R = GHs



@ O
COOH 45

41 R;=H,R=0Me, R=H 43 R;=H,R=0Me
42 R; R,=0OCHO, Rs=H 44 R; R,=0OCHO

H
N

GIRIEKEBIBRBIKIEIEIRIEIKERIBIEIEIRIS G

1-O-méthyl-5-(13-hydroxytridecyl) résorcinol
5-(2,13-dihydroxytridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2-acétoxy-13-hydroxytridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(10-hydroxytridecyl) résorcinol

5-(2-acétoxytrideyl) résorcinol

5-(2-hydroxy-8-oxotridecyl) résorcinol
1-O-méthyl-5-(2,8-dihydroxytridecyl) résorcinol

acide 2,4-dihydroxy-6-(2-oxotridecyl) benzoique

acide 2,4-dihydroxy-6-(2-acétoxytridecyl) benzoique

acide 2,4-dihydroxy-6-(13-hydroxy-2-acétoxytridédyenzoique
acide 2-hydroxy-4-méthoxy-6-(13-hydroxy-2-oxotriggdenzoique
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-undecyl-3,4-dihydroisocouima
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(11-hydroxyundecyl)-3,4-gdroisocoumarine
(39-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(7-oxoundecyl)-3,4-dihydsocoumarine

(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxy-5-oxoundecylA3jihydroisocoumarineg
(3R)-8-hydroxy-6-méthoxy-3-(6-hydroxy-5-oxotridecyl)43dihydroisocoumarine

11b-hydroxy-11b, 1-dihydromédicarpine
11b-hydroxy-11b, 1-dihydromaakiaine
meédicarpine

maakiaine

acideN 13'-docosénoylanthranilique

Tableau I-3: Produits isolés d®nonis viscosaubsp breviflora




1.4.3. Produits isolés d€Ononis speciosa

L’especeO. speciosarenferme des composés connus comme ['ononitol,idéac
salicylique, les flavonoides (quercétine, pendaktformononétine), les lactones aromatiques
(46-48) et les dérivés du résorcindld-52) [20,26].

46 R;=R,=OH
47 R;=OH, R=0Glu
48 R;=OGlu, R= OH

46 spécionine

47 spécionine 39-pB-D-glucopyranoside

48 spécionine 9-B-D-glucopyranoside

49 5-(pentadec-8Z-ényl) résorcinol (Cardol monoéne)

50 5-(10-acétoxy-pentadec-8Z-ényl) résorcinol

51 acide 2,4-dihydroxy-6-(pentadec-8Z-ényl) benzoique

52 acide 2,4-dihydroxy-6-(10-acétoxy-pentadec-8Z-ébghzoique

Tableau I-4 : Produits isolés d®nonis speciosa
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1.4.4. Produits isolés déOnonis angustissima

Les études effectuées Suronisangustissimant permis d’isoler sept flavonoides, se
répartissant en cinq flavoneS3(56), deux chalconess{-58) et une de type auroné&9
[28,29].

(0]
57 R=OH
58 R=H

OH O

HO

53 R,=Ry=R,=OMe %

54 R,=H,R=R;=OMe CHOOCH?’
55 R, =H, R=0Me, R=OH

56 Ry=Rs=H, R =OH 59 O

53 5-hydroxy-6,7,8-triméthoxyflavone (alnétine)

54 5-hydroxy-6,7-diméthoxyflavone (6,7-@-methylbaicaleine)
55 5,6-dihydroxy-7-méthoxyflavone (neglétéine)

56 5,7-dihydroxyflavone (chrysine)

57 2'.4'-dihydroxychalcone

58 2'-hydroxychalcone

59 6-hydroxy-4'-méthoxyaurone

Tableau I-5: Produits isolés d®nonis angustissima

[.4.5. Produits isolés dénonis serrata

De cette espece, ont été isolés neuf flakdes dont deux sont des composeés naturels

rares 60-61) [30].
HO o) O. :
R OH

OH (0]
60 R=OMe
61 R=H

60 2-(p-hydroxyphénoxy)-6-méthoxy-5,7-dihydroxy-chromo@apillarising
61 2-(p-hydroxyphénoxy)-5,7-dihydroxy-chromone (6-Démétyapillarising

Tableau I-6 ;: Produits isolés d®nonis serrata
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1.4.6. Produits isolés dénonis vaginalis

Deux flavonoides6263) ont été isolés de cette espéce qui possede Opsigiés

antibiotiques et antivirales [31].

HO
HO
62 3,4-di-O-p -D-glucopyranosyl-4-hydroxymedicarpine
63 3-O-[2-O-(E)-p-coumaroylp-D-galactopyranosyl]--p-D-glucopyranosylkaempférol

Tableau I-7 : Produits isolés d®nonis vaginalis

1.4.7. Produits isolés dénonis spinosa
Les études phytochimiques mises en ceuwreette espéce ont montré la présence

d’isoflavonoides (daidzéine, génistéine, ononimembnonétine) et d’'une nouvelle saponine

triterpénique §4) [19,31].

3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(32)-p-D-xylopyranosyl-(3>2)--D-
glucuronopyranosyl]{3,22a-dihydroxyoléane-13-ene-11-one

Tableau I-8 : Produits isolés d®nonis spinosa
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Les données bibliographiques relativesgaare Ononis atteste bien de la grande
diversité de son métabolisme secondaire. Il esbitapt de souligner qui&a présence de
chaines aliphatiques est trés commune dans ce.denreitera notamment les dérivés du
résorcinol, les acides phénoliques, les dihydrasotarines ainsi que les dérivés de l'acide

anthranilique.
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CHAPITRE I

ETUDE DES FLAVONOIDES ET DERIVES DE
L'ACIDE ANTHRANILIQUE



[1.1. Flavonoides

Les flavonoides représentent un groupméebolites secondaires largement répandus
dans le régne végétal. lls sont considérés comm@ideents quasi-universels des végétaux.
Actuellement, plus de 9000 flavonoides ont étéésat caractérisés [32]. On les trouve
frequemment et avec une plus grande diversité tanale chez les angiospermes. lls sont

localisés dans divers organes : feuilles, fleutstd et racines [33].

Le terme "flavonoide™ désigne une vgsteme de composes naturels appartenant a la
famille des polyphénols. lls sont caractérisés parsquelette de base constitué de quinze
atomes de carbone, comportant deux cycles benzmiguet B reliés entre eux par une
chaine a trois atomes de carbone et forment géméeak un hétérocycle oxygéné C (Figure
1I-1) [34].

Figure II-1 : Squelette de base des flavonoides

[1.1.1. Structures chimiques et classification

Les flavonoides peuvent étre regroupésnsiel degré d’oxydation du cycle pyranique
central en une douzaine de classes : flavonegrftds, dihydroflavonols, flavanones, flavan-

3-ols, flavan-3,4-diols, isoflavones, anthocyameeanthocyanes, aurones et chalcones [35].

O OH

R
R=H :flavone R=H :flavonone R=H :flavan-3-ol
R=OH : flavonol R=OH : dihydroflavonol R=OH : flavan-3.4-diol
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isoflavone

anthocyane

proanthocyanidine

2

o

chalcone aurone

Figure II-2 : Structure de différentes classes des flavonoides

Les flavonoides sont souvent hydroxyléspenitions 3, 5, 7, 3', 4' et/ou 5. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemnméthylés §5), acétylés §6), prénylés
(67) ou sulfatés 8). Dans les plantes, les flavonoides peuvent &tsepts sous les deux
formes,C- ou O-glycosylés. La form@®-glycoside 69) est la plus fréquente et s’effectue par
la liaison entre un hydroxyle du squelette flavaigicet un hydroxyle du sucre (glucose,
rhamnose, galactose, arabinose,...etc). Pour cestjdeda formeC-glycoside 70), la liaison

se fait directement avec un carbone de la générgrglement en C-6 ou C-8 [36].

OMe

OMe
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OMe O

OH

I1.1.2. Biosynthese des flavonoides

Les flavonoides admettent tous une origimsynthétique commune. lIs résultent de la
condensation de 3 unités de malonyl-CoA et d'udeacinnamique activé. Cette condensation
catalysée par I'enzyme chalcone synthétase (CHB)ut a un précurseur appelé chalcone
(Figure 11-3) [37].

HO
3| Ho + _ s O |
CoAS

CoAS 0
_ o OH

chalcone

Figure 1I-3 : Formation de la chalcone

La chalcone se transforme e&flavanone (la naringénine), par une réaction
stéréospécifique catalysée par I'enzyme chalcongsase (CHI). La naringénine va étre
ensuite meétabolisée par une série d'enzymes pommefo les différentes classes de

flavonoides (Figure 11.4) [37].
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OH

l O

4—

(e}
S oH
aurone chalcone isoflavone
IFS
CHI
OH
HO (0} ‘\\\\\\\©/ HO
‘ F3H
—_—
OH (0] OH (0]

flavone narinaénine dihvdroflavonol

DFR

FLS

anthocyanidine leucoanthocvanidine flavonol

DFR

anthocvanine catéchine
CHI : chalconeisomérase DFR : dihydroflavonol réductase
FSI: flavonesynthases FLS : flavonolsynthase

F3H : flavanone-3-hydroxylase ANS: anthocyanidine synthase

IFS : isoflavone synthase GT : glycosyltransferase

Figure II-4 : Schéma biosynthétique des flavonoides
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[1.1.3. Isoflavonoides

Les isoflavonoides different des autrasdhoides par la position du cycle B en C-3 au
lieu de C-2, formant un squelette de base 1,2-diylpéopane. Ces composés sont presque
spécifiqgues de la famille Fabaceae [38]. Cette iipi€ est liée a la présence dans cette
famille de I'enzyme responsable du réarrangemen2-ghénylchromone (flavanone) en 3-
phénylchromone (isoflavone) [39]. Ills peuvent éttassés selon le degré d’oxydation et
I'existence ou non, d’hétérocycles supplémentagesplusieurs sous classes : isoflavones,
isoflavanones, isoflavanemsoflavanols, isoflav-3-enesoumaronochromones, coumestanes,
3-arylcoumarines, roténoides, ptérocarpanes, IBaryofurane,a-meéthyldéoxybenzoine
[40] (Figure II-5).

e

isoflavone isoflavanone isoflavane
o] (@] O
| O
OH O o]
isoflavanol isoflav-3-éne coumaranochromone

O [o) o
o
/
[ '
coumestane 3-arylcoumarine roténoide
O O
/ N O 7
O / fo) 0
ptérocarpane 2-arylbenzofurane a-méthyldéoxybenzoin

Figure II-5 : Structure des différentes sous classes d’isoflaides
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I1.1.4. Biosynthese des Isoflavonoides

L’étape clé dans la biosynthése des igofiaides est la migration du cycle B de la
flavanone (naringénin@l ou liquiritigénine 72) du carbone C-2 a C-3. Cette étape est
catalysée par une isoflavone synthase (IFS). Undrolylation en C-2 par la 2-
hydroxyisoflavanone synthase (2HIS) suivie d’'unactidn de déshydratation spontanée ou
catalysée par la 2-hydroxyisoflavanone déhydra(asgD) aboutit a I'isoflavone 45) [41,
42]. La figure suivante illustre la voie biosyntigéie des isoflavonoides.

2HIS

Figure 11-6 : Biosynthése des isoflavonoides

11.1.5. Propriétés biologigues des flavonoides

Les flavonoides sont des produits natwrelsamment et quotidiennement consommeés
sous forme de fruits, Iégumes et boissons tellesdegafé et le thé [43]. lls sont connus pour
diverses propriétés biologiques [44]. La propriééé mieux décrite est leur activité
antioxydante ainsi que leur capacité a piégerddscaux libres : radicaux hydroxyles (QH

anions superoxydes £0) et radicaux peroxylipidiques [45].
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Les flavonoides sont des inhibiteurs eretjyagoies a I'égard de I'aldose réductase [46],
la xanthine oxydase [47], la phosphodiestérase, [6&]" ATPase [49], de méme que les
enzymes de linflammation (cyclooxygénase et lipg&yase) qui sont impliqués dans la

libération de I'acide arachidonique [50,51].

Les flavonoides sont également connus |eaws diverses activités : antiallergiqueé)(
[52], anti-ulcérogene(?) [53] antibactérienne, antifongique et antivirdi, 79) [54,55],
anti-tumorale 80) et anti-VIH 81) [56].

OH 0]

OH (0]

OH

78 5,7,3-trinydroxyflavanone-

4'O-glucopyranoside MeO O °

OMe o}

79 5,7-diméthoxyflavanone-O-[2"-O-(5"-O-
cinnamoyl)-apiofuranosyl]-glucopyranoside

OH o) o on
O o CH,OH

8C kaempférol-32-glucopyranoside

OH o}
81 Chrysine
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[1.2. Dérivés de l'acide anthranilique

L'acide anthranilique ou acide 2-aminoloégae 82) est un acide aminé qui joue un
réle important dans les processus biologiques @highes. Il est a l'origine de certains
groupes d'alcaloides (quinazolines, quinoléinasdaees) et le précurseur du L-tryptophane,
l'un des acides aminés essentiels de I'alimentdmionaine [57]. Son pouvoir a stimuler la
sécrétion de lait chez les mammiferes femellesa kalu le nom de "Vitamine L1" [58]. |l est
également largement utilisé comme matiere prendarms la synthése de médicaments et
autres composés biologiquement actifs. On citerar fexemple I'anti-inflammatoire non

stéroidien connu sous le nom de glafén8® [59].

o)
o ©f‘\ o/ﬁ/\ oH
OH
OH NH
82 83
NH,

|
N Cl

=

I1.2.1. Biosynthese de l'acide anthranilique

La biosynthese de l'acide anthraniliquefase a partir de I'acide shikimique, qui se
transforme sous l'action de certains enzymes edeachorismique. Une réaction de
substitution nucléophile de ce dernier avec le gepent amide de la glutamine, suivie d’'une
réaction d'élimination de l'acide pyruvique, condail'acide anthranilique (Figure 11-7)
[57,60].

COOH COOH

shikimate kinase
ES-3-P synthetase
) chorismate synthete @\ JJ\
Ho" OoH > - o COOH
oH OH
Acide shikimique Acide chorismique

Glutamine
C» Acide glutamique
COOH
NH, Acide pyruvique

N

Acide anthraniliqu

Figure 1I-7 : Biosynthése de l'acide anthranilique
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I1.2.2. Synthése de l'acide anthranilique

La synthése industrielle (Figure 11-8) de l'acaighranilique est basée sur I'oxydation
du o-xylene au moyen de l'oxyde de vanadium donnarbadth I'anhydride phtalique. Ce
dernier est ouvert par 'ammoniac pour former lealphide, qui traité avec de I'hypochlorite
de sodium dans un milieu alcalin pour induire rréngement de Hoffman, conduit a I'acide

anthranilique [61].

1) NH3 COOH 1) NaCIO/NaOH
v205 2) H* 2) H'

COOH

»
»

NH,

Figure 1I-8 : Synthése de I'acide anthranilique

11.2.3. Alcaloides dérivés de I'acide anthraniliqe

L’acide anthranilique contribue a I'élaatbon de quinazolinedd§, 85), de quinoléines
(86, 87) et d’acridonesg8, 89), alcaloides principalement rencontrés dans lestgs de la
famille Rutaceae [57,62].

OCH,
soslvenselives
84 vasicine 85 fébrifugine 86 dictamnine
OCH;
87 N-méthylflindersine 88 rutacridone 89 acronycine

Figure 11-9 : Structure de quelques alcaloides dérivés dalBaanthranilique
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Les alcaloides quinoléiques comme la diciae sont produits par la condensation de
'acide anthranilique (sous forme d’anthraniloyl&)cavec une unité de malonyl-CoA pour
former le systéme cyclique quinoléin-2-08€)( L'addition du 3,3-diméthylallyle en position
C-3 donne le 3-(3,3-diméthylallyl)-4-hydroxyquinmé2-one 91). L’'époxydation de la
chaine latérale9@) suivie d’une réaction de cyclisation entre leugrement carbonyle et le
carbone C-2' conduit au 2'-isopropyl-2',3'-dihydrofjuinoléines 43). La perte du
groupement isopropyle permet d’accéder aux défivé@siuinoléines $5) [62].

(0]
(0] o}
SCoA
+ )J\/U\
HO SCoA
NH,
anthraniloyl-CoA malonyl-CoA

OR
X
—>
N o}
!
90
OR OR oH OR
N ~ N
\ < OH €+— OH
N/ Y N/ Y N/ °©
95 94 93

Figure 1I-10 : Biosynthese de quelques quinoléines dérivéd¢'acide anthranilique

Les alcaloides de type acridone sont ferpér la combinaison entre M-méthyl-
anthraniloyl-CoA et trois unité de malonyl-CoA podormer le 1,3-dihydroxyN-
méthylacridone 47), qui va étre ensuite transformé par des réactiEnprénylation et de

cyclisation en furo- et pyranoacridones plus clexgs (Figure 11-11) [62].
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NH

Me

N-méthylanthraniloyl-CoA malonyl-CoA

Figure II-11 : Biosynthése de quelques acridones dérivéesadielé anthranilique

11.2.4. Autres dérivés naturels de l'acide anthrailique

Les dérivés naturels de l'acide anthrgmdipeuvent se présenter sous d’autres formes,
comme les dérivédl-acylés 102 103 rencontrés dans l'avoine et certaines especes de

genrednula, GeijeraetOnonis[4, 63-65].

OH H

N G

0 o

©i COOH X Z

o CHs

COOH
102 103
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lIs se présentent également sous foridest/ou O-alkylé, comme le méthyN-

méthylanthranilate 104 qui contribue a l'odeur de la mandarine eNiéthyle anthranilate
(105 rencontré dans le vin [66,67].

o

o~ ot O/\CH3
TH NH,
CHs 104 105

11.2.5. Propriétés biologiques des dérivés de I'ate anthranilique

Les dérivés de l'acide anthranilique pnéset diverses activités biologiques et
pharmacologiques. lls constituent un groupe immori@dagents anti-inflammatoires non-

stéroidiens. On citera pour cela, I'acide méfénami@L06) et le méclofénamatel@?),
médicaments utilisés pour le traitement de divensiies inflammatoires [68].

COOH CHs coor %
CHs

@H
N
106

L'acide 2-(oxalylamino)-benzoiquel08 est un inhibiteur des protéine-tyrosine
phosphatases, une classe d'enzymes qui constilesntibles thérapeutiques intéressantes
dans plusieurs maladies telles que le diabéet@rear et I'inflammation [69,70].

Cl

107

</ \ NH OH
_/ N/
o// o
108
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L’acideN-(3',4'-dimethoxycinnamonyl) anthraniliqu&éQ9 est un médicament connu
sous le nom Tranilast. Initialement développé et tpuue médicament anti-allergique, il a

montré un grand pouvoir inhibiteur de I'angioger@44.

OMe

N
\\\ OMe

(0]

COOH

10

(]

Les acides anthranilalte hydroxamique( sont des inhibiteurs de métalloprotéinases
matricielles (MMPs) qui sont des enzymes jouantala dans la modification de la matrice
extracellulaire et impliqués dans I'étiologie devetises maladies comme la polyarthrite

O
OH
N//
H
R
T//

Ry O=—S=—0

OMe

1

rhumatoide et le cancer [72].

o

L’acide N-(2-(trifluoromethyl) pyridin-4-yl) anthraniliqueldl) a été évalué comme

agent anti-cancer [73].

ZT
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Les dérivés de I'acide anthraniliqLi2 et 113 isolés a partir de la souche bactérienne
Penicillium paneumSD-44 et connus sous le nom de pénipacides, fefgenne activité
inhibitrice contre la lignée cellulaire RKO (canckr colon) [74].
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CHAPITRE Il

ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE L'ESPECE
ONONIS PUSILLA



[1l.1. Aspect botanique

L’espec®. pusillaest une plante vivace de 8-25 cm, entieremeneveglanduleuse.
Les feuilles sont constituées de trois foliolesglées. Les fleurs jaunes possedent un calice a
divisions largement triangulaires. Gousse ovalenihaidale, pubescente et noiratre. Cette

espéce est tres commune dans les régions déssrtigu@lgérie [10].

Figure IlI-1 : L’'especeOnonis pusilla.. [75]

[1l.2. Travaux antérieurs sur 'especeOnonispusilla

L'espece). pusillaa fait I'objet d’une seule étude phytochimiquet€etude a juste

détecté la présence de stérols et d’'un triterpénameo-onocérine [6].

OH

HO

0-ONnoceérine
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[11.3. Extraction

Les parties aériennes seche®denis pusillalm = 800 g)ont été broyées et mises a
macérer dans un mélange EtOKIHa 70%, durant 48 h. Apres filtration et concdidra
sous vide, I'extrait aqueux est dilué avec 500 'sdud distillée puis soumis a une extraction
liquide-liquide successivement avec I'éther degbéti'acétate d'éthyle et kebutanol. Les
trois phases organiques récupérées sont séchéesdaviaSO, anhydre puis filtrées et

concentrées a sec pour donner 3,25 g de I'extitadré@pétrolique, 20 g de I'extrait d’acétate
d’éthyle et 28,5 g de I'extrait butanolique.

La chromatographie sur couche mince effsztsur les trois extraits a montré que
l'extrait d’acétate d’éthyle est le plus fourni enétabolites secondaires. Cet extrait

a éete retenu comme sujet d’étude.

Le protocole d’extraction d@nonis pusillaest résumé dans la Figure IlI-2.

Parties aériennes @ pusilla (800 g)

* Macération dans un meélange EtORIH70 %
» Filtration

e Concentratior
v

Résiduse

+ Dilution avec 500 ml d’eau distillée

Extrait éthéropétroliqug _ ) i
<«— « Extraction par I'éther de pétrole (3 x 300 ml)

m=3,25¢g i .
* Décantatio
A 4
Phase aqueu
Extralt AcOEt » Extraction par de 'AcOEt (3 x 300 ml)
m=20g » Décantatio
A4
Phase aqueu
Extrait butanolique . Extractlor.1 par len-butanol (4 x 300 ml)
m=285¢g + Décantatio

\4

Phase aqueu

Figure IlI-2 : Protocole d’extraction d@. pusilla.
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lll.4. Séparation et purification

Le fractionnement de 7 grammes de I'extrait d’aeéthéthyle, a été effectué par VLC
(Chromatographie Liquide sous Vide) en utilisansiice RP-18 comme phase stationnaire.
L’élution est réalisée par un gradient eau/méth&@120, 60/40, 40/60, 20/80 et 0/100). Des
fractions de 100 millilitres ont été collectéeshaque fois pour étre par la suite regroupées en
fonction de leur profil CCM en 10 fractions (F1 &0f.

La fraction F92,8 g) a subi une chromatographie sur une colonne de @dilate
normale en utilisant comme éluant le mélange GHAEOH a différents gradients (100/00 a
80/20), permettant d'obtenir 18 sous-fractions @KF18). La sous-fraction 13 de masse 25
mg a subi une séparation en phase inverse suraloene HPLCsemipréparativeavec un
meélange HO/MeCN (80/20 a 00/100), aboutissant a l'isolentsd trois composds(3 mg),

2 (3,4 mg)et3 (3,6 mg).

La chromatographie sur une colonne dalgdilice de la sous-fraction 2 (280 mg) par
un meélange hexane/acétate d’éthyle (100/00 a 60&Pgrmis d’obtenir le compogé(3,4

mgQ).

La précipitation des sous-fractions sF37(ing) et sF5 (40 mg) dans CH@ldonné
respectivement les compos&6 mg) et9 (13,6 mg).

La sous-fraction sF17 (30 mg) a subi uaefipation sur colonne de Sephadex LH-20

dans le méthanol, donnant le compb8€4 mg).

La fraction F6 (120 mg) a été chromatobré@ sur une colonne dgolyamide avec le
mélange aluene/MeOH comme systeme d’élution. Ceci a pedtobtenir 9 sous-fractions
(sF'1 a sF'9). Une chromatographie sur plaquesapipes de gel de silice normale (CCE)
réalisée sur la sous-fraction sF'9 (19 mg) dansnétange CHGIMeOH (4:1) a abouti a

l'isolement du composg (4,4 mg).

La fraction F7 (1,46 g) a également sui@ séparation sur colonne pelyamidedans
le méme systéme d’élution que la fraction F6, p#iane d'obtenir 16 sous fractions (sF"1 a
sF"16). La filtration sur une colonne de Sephaddx20 de la sous fraction sF"14, dans le
méthanol, a permis d’obtenir le comp@sE3,8 mq). La précipitation dans MeOH de la sous-

fraction sF"3 (208 mg) a permis de récupéreétat’pur le composé(6 mg).
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Le protocole de purification de ces congsossolés de I'extrait ACOEt d®nonis

pusilla est récapitulé dans la figure 1lI-3 ci-dessous.

Extrait acétate d'éthyle (7 g)

VLC
silice RP-18
eau/méthanol
(80/20, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100)

Fraction F6 Fraction F7 Fraction F9
(120 mg) (1,46 g) (2,8 9)
| | |
CcC CcC CcC
Polyamide Polyamide Silicenormale
toluene/MeOH toluéne/MeOH CHCl/MeOH
(100/00 &70/30) (100/00 £70/30) (100/00 & 0/20)

] | | | | |

sF'9 sF"3 sF"14 sF2 sF3 sF5 sF13 sF17
19 mg 208 mg 20 mg 280 mg| | 137 mg 40 mg 25 mg 30 mg
CCE  Précipitatioc CC CcC Précipitation HPLC CcC
Silicenormale  dans Sephade> Silicenormale  dans semi-préparative ~ Sephadex
CHCI/MeOH MeOH MeOH hexane/AcOE  CHCl; silice RP-18 MeOH
(4:1) (100/00 a 60/40) H,O/MeCN

(80/20 a 00/100)
5 7 6 4 8 9 1 2 3 10
4,4 mg 6 mg || 3,8 mg 3,4mg| 6 mg ||13,6 mg| 3 mg ||3,4 mg| 3,6 mg|| 4 mg

Figure 1lI-3 : Protocole de purification des composés isolé&aaait ACOEt
deOnonis pusilla
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[11.5. Détermination structurale des produits obtenus

[11.5.1. Elucidation structurale du composé 1

)\CH3

1 "COOH

Acide N-(R)-3'-hydroxydocosanoylanthranilique

Le composéd se présente sous forme d’'une poudre amorphe tdargdn spectre de
masse a haute résolution (HRESIMS) enregistré etemegatif (Figure IllI-4) exhibe un pic
d’'ion pseudomoléculaire &/z474,3602 [M-Hj, suggérant une masse moléculaire impaire
€gale a 475 uma et correspondant a une formule lanit GgHsgNO, (calc. GgH4gNOy,
474,3589).

Intens. -MS, 0.0-1.0min #(2-108)|
x1057 |
20] |

157

474 36802

1.0

0.5]

] 2552248 .
100 200 300 400 500 800 700 500 900 miz

Figure llI-4: Spectre HRESIMS (mode négatif) du compbsé

Le spectre IR (Figure I1I-5) montre notaemh des bandes d’absorption & 1610*cm
(C=C aromatiques), 1655 ¢h{C=0), 2916, 2849 cth(C—H Sp), 3403 cnit (OH).
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Figure IlI-5: Spectre IR du compoge
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Le spectre UV (MeOH) présente des maxitahsbrption aux longueurs d’ondes 210,
252 et 300 nm.

1760 2000 2250 2500 2780 3000 3250 3600 I50 ANO0 4250 4500 A7S0 5000 K250 5500 EVEG

o000
nm

Figure 1lI-6: Spectre UV du composé
Le spectre RMNH (Figure 111-7) enregistré dans le DMSdB-présente :

— quatre signaux a 8,44,(J = 8,0 Hz; 1H), 7,94d, J = 8,0 Hz; 1H), 7,20t(J = 8,0 Hz
; 1H) et 6,89 ppmt(J = 8,0 Hz; 1H) attestant de la présence d’'un n@ramatique.
La multiplicité des signaux ainsi que les valeuescdnstantes de couplage suggere
gue ce dernier est orthodisubstitué.

— Un signal a 0,85 ppm sous forme de triplet (7,0 Hz) et d’intégration 3H, indiquant

la présence d'un groupement méthyle.

protons aromatiques
N-H

T T T T T T T T T T T 1
105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 60 55 ppm

14‘.5 14‘.0 1:;.5 13‘.0 12‘.5 12‘.0 HI‘S 11‘&
v | I \/
Hfo CH, aliphatiquesCHg
I |
| i
OH | 1 [ ‘ |
‘. CH l | H.
| ! f |
“ I ) | w,lu f\“ /|
_ A s N Yty
4?5 4‘.0 3‘.5 ljD 2.‘5 2'.0 1‘ '.‘0 O‘.S ppm‘

Figure 11I-7 : Spectre RMNH du composé (500 MHz, DMSO-g)
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un massif allant de 1,1 a 1,4 ppm, traduisant ksgmce d'une longue chaine
aliphatique. Ce constat est confirmé par expéri¢f8@C (Figure 111-8) qui montre
clairement des corrélations entre ces protons itoast le massif et des carbones
secondaires & 22,2-37,1.

i L___l J U LAY

2

F1 [ppm]

(CHy)

40

60

CH;

80

T ‘ T ‘ T ‘ T | T
6 4 2 F2 [ppm]

Figure I1I-8: Spectre HSQC mettant en évidence la chaine algplatiu composg

Un signal multiplet d’intégration deux protons agant a 2,31 ppm. Leur corrélation
hétéronucléaire C-H observée sur le spectre HSQgurg- 111-8) avec un carbone
résonant a 46,7 ppm indique gu’ils font partie dymaupement méthylénique GHé

a un groupement déblindant au vu de leur valeutédacement chimique.

Un signal multiplet d’intégration un proton résohan 3,91 ppm. Sa corrélation
HSQC (Figure 111-8) avec un carbone sortant a ®pm indique qu’il fait partie d’'un
groupement méthine.

Un signal a 4,60 ppnd(J = 5,5 Hz; 1H) ne montrant aucune corrélation HS@C e
attribuable a un groupement OH.

Un signal singulet fortement déblindé a 14,35 ppés caractéristique d’un proton de
groupement amide secondaire. Ceci est confirm&pBC (Figure 111-9) qui exhibe
clairement une corrélation entre ce proton et uougement carbonyle résonant

a 169,2 ppm.

34



N-H

ICONH

T T T
160 150 F1[ppm]

T
170
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14 12 10

T T T T
] F2 [ppm]

Figure IlI-9: Partie du spectre HMBC du compdsé

Le spectre RMN°C enJ modulé (Figure 111-10) confirme clairement cetteabse a

travers les signaux correspondant a 4 CH aromatiqbe 118,1-131,1), 2 carbones

guaternaires aromatiques (125,3-140,9 ppm), aux &idhatiques (25,2-37,1 ppm), a un

groupement meéthyled¢ 14,0) et enfin & un carbone de carbonyle du gnoepé amide dc

169,2).

—— 140,88

~—169.27

carbones aromatiques

131,
—125.54
——125.29

o ®
a .

CONH

T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145

T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110

T 1
ppm

m
|

5 ppm

Figure 111-10: Spectre RMNC DEPT du composé (125 MHz, DMSO-g)

En plus, le spectre RMNC (Figure 111-10) indique également la présencendsecond

carbone quaternaire de type carbonyle sortant & J§8n.
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Tous ces éléments montrent clairement rptee composé est de nature aromatique
avec un squelette benzénique orthodisubstitué ewort’un groupement amide et d'une
longue chaine aliphatique. Il reste a alors a iflentla nature exacte des deux ortho-

substituants.

Pour cela, I'expérience de corrélatioréh@tucléaire longue distance (HMBC) a été le
bon outil. En effet, le spectre HMBC (Figure I11J18ui montre clairement deux taches de
corrélation entre le proton N-H du groupement angatifié a 14,35 ppm et deux carbones
aromatiques repérésog 118,1 et 125,3 indique que I'atome d’azote estai@ment attaché
au noyau aromatique. Par ailleurs, la corrélatioseovée entre le proton aromatique sortant a
7,94 ppm ¢, J = 8,0 Hz) et le second carbonyle repéré a 1695 aipribuable a celui d’'un
acide carboxylique montre que ce dernier est l®mskorthosubstituant. Ceci permet de

suggérer pour le compodéa structure partielle suivante (Figure 111-11) :

Figure IlI-11 : Structure partielle et corrélations HMBC obsexw@our le composkE

H-3H-6H-4H-5

H
120 F1 [ppm]

T
130

.‘.
140

T
150

T
160

T
170

e e e e e s B e B s e
14 12 10 8 F2 [ppm]

Figure IlI-12 : Partie du spectre HMBC du compdsé
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L’analyse COSY H-H (Figure 111-13) confiarla nature benzénique de notre composé
porteur de deux orthosubstituants, par 'observaties corrélations attendues entre les quatre
protons aromatiques 8,44 (1#,J = 8,0 Hz) , 7,94 (1Hd, J = 8,0 Hz), 7,20 (1Ht, J = 8,0
Hz) et 6,89 ppm (1H, J = 8,0 Hz). Cette analyse met également en évalknprésence de
deux systemes de spins. L’'un implique les protangrdupement Ck(6y 2,31,m), le proton
du groupement CHd(; 3,91, m) et le proton du groupement ORB4(4,60,d, J = 5,5 Hz),
permettant d’identifier un premier enchainement;@HHOH. L’autre implique le proton du
méme groupement CH, les protons Giiphatiquesdy 1,1-1,4) et les protons GKby 0,85,

t, J = 7,0 Hz), permettant de constituer le second &nelment la chaine latérale CHOH-
(CH,)-CHjs. Ces deux enchainements forment donc la longueelaiphatique représentée

par la figure suivante :

c|)H
—CHZ—CH—(CHZ CHs
n

La longueur de cette chaine aliphatiguecesfirmée par le spectre MS/MS (Figure 111-
14) du composél. Ce dernier présente clairement un fragmenn/a = 177 [M-298]_

correspondant a la perte de [§€EH,)1sCH,OH].

H-2' (CH2)18 CHg

. I
S 0 BN,

H-3 H-6 H-4 H-5

. ‘ ) -

REEITE
F1 [ppm]

~H =<=—>H

,/ | L
w7/ el ptat
S §—on I y—ons|

A

'

[

10

| T
10 5 0 F2[ppm]

Figure IlI-13 : Spectre COSY H-H du compo&4500 MHz, DMSO-g)
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Intens, NMO05336.d: -MS2(474.1),

X104 475.0
1254 [M - 298]

100 1776

0.75
0.50 412 1

0.254 318.9 {

1L l 3651
0.00% ; T At T s e e e e e T
200 300 400 500 800 700 800 200 mfz

Figure 111-14 : Spectre MS-MS du compogé

Cette analyse spectrale permet d’assisgues ambiguité pour le compdkséda structure

plane suivante :

CHZ%
CH,

1 >CcooH

La position précise du groupement OH €8l €st attestée par les corrélations observées
en HMBC (Figure 111-15) entre les protons du gromaat CH-2' 64 2,31) situé e de la
fonction amide au vu de sa valeur de déplacementighe et les carbones C-3¢(67,5) et

C-1' Bc 169,2).

H-3 H-6

Hal 0 | ( CH3
[ [T “3 meiw_

|

F1 [ppm]

50

(@]
I
T
100

T
150

— 71— —
14 12 10 2 3 4 2 F2 [ppm]

Figure I1I-15 : Spectre HMBC du compoge
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La stéréeochimie au niveau du carbone @-&té établie par la mesure du pouvoir
rotatoire de I'acide gras obtenu apres hydrolysalime du composé. La valeur négative de
ce pouvoir rotatoire §fJp>% —12 (C=0,25 g/100ml, MeOH)] comparée aux donrdeda
littérature [76,77] plaide pour une configuratiGh Cette donnée supplémentaire permet

d’assigner sans ambiguité pour le compasélérivé de l'acide anthranilique, la structure

H .
4 2 CH3
18

o) OH
1 >CooH

nouvelle suivante :

Acide N-(R)-3'-hydroxydocosanoylanthranilique

Ce composé nouveau fait partie des dérivés dedBacnthranilique, métabolites
secondaires largement répandus dans le gemoaiset connus pour leurs diverses propriétés
biologiques et pharmacologiques. On citera les nptgs anti-inflammatoire, anti-allergique

et anticancéreuse. Ce sont également de bonstaunbienzymatiques [68-74].

Les figures (Figures IlI-16 et 11I-17) et tablealapleau 11l-1) suivants reproduisent les
déplacements chimiques des signaux observés en RMX'C (dans le DMSQi6) pour le

composél.

y ] %
H,0 DMSO-d; (CHp1s CHg
‘ )
\
(| |
H H, -2

Figure 111-16 : Spectre RMN'H du composé
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54

— 140,88
—131.12

——125.29
—— 120,95
—— 11E8. 08

— 125,

COOH, CONH C-2 c-1

CH-3
CH-6

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 450 145 140 135 130 125 120 115 110 ppm

-
w h AOOOORODDIN o @
it

CH-3'
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 111-17 : Spectre RMN"C DEPT du composg

Tableau I1I-1 : Déplacements chimiques des signaux observés en TRMtC

Positions dc oy m(Jen Hz)
1 125,3 -

2 140,9 -

3 118,1 8,44 d (8,0)
4 129,5 7,20t (8,0)
5 120,9 6,89t (8,0)
6 131,1 7,94 d (8,0)
1 169,2 -

2' 46,7 2,31 m

3 67,5 391 m

4 37,1 ~1,3
OH-3' - 4,60 d (5,5)
(CH2)n1 31,3-22,2 1,1-1,4m
CHjs 14,0 0,851t (7,0)
-HN- - 14,35s
COOH 169,5 -
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[11.5.2. Elucidation structurale du composeé 2

CH2>\
CH3

1 "COOH

Acide N-(R)-3'-hydroxytricosanoylanthranilique

Le composé2 visible en UV (254 nm) se présente, comme le cad@pb,
sous forme d’'une poudre amorphe blanche.

La totale similitude de ses spectres Iigufe 111-18) et UV (Figure I1I-19) avec ceux du
composel discuté précédemment permet d'affirmer que le c@@@est également un

dérivé de l'acide anthranilique.
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Figure 111-18 : Spectre IR du compog®
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Figure 11I-19 : Spectre UV du compos®
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Les spectres RMMH (Figure 111-20) et™*C DEPT (Figure I11-21) enregistrés dans le
DMSO-ds de ce composé confirme leur totale ressemblance eeex du composé. Ils
permettent de retrouver tous les signaux des psagbnarbones constituant le compdsén
reconnait :

- le signal du proton du groupement amide secondés@nant a 14,46 ppm.

- les signaux des quatre protons aromatiques rés@nan8,44 ¢, J = 8,0 Hz; 1H),
7,94 @, J= 8,0 Hz; 1H), 7,19t(J = 8,0 Hz; 1H) et 6,88,J = 8,0 Hz; 1H).

- les signaux des six carbones aromatiques rep&i€$2b,3 (C-1), 140,9 (C-2), 118,0
(C-3), 129,5 (C-4), 120,9 (C-5), 131,1 (C-6).

- les signaux des protons et carbone du groupemehylaéésonanty 0,85 (3H,t, J
=7,0 Hz)bc 13,9

- les signaux correspondant aux groupements dliphatiques résonant & 1,1-1,4/
dc 22,1-37,1.

- les signaux du groupement €En positiona de I'amide sortant &y 2,31 (M, 2H)/
dc 46,8.

— les signaux du groupement CH hydroxylé situé entiposp de I'amide résonant a
dn 3,92 M, 1H)/dc 67,5.

— le signal du proton du groupement OH du grouperhgdtoxymeéthine repéré &
4,58 d, J=5,5 Hz; 1H).

RVAVESEg

N-H H-3 H-6 H-4 H-5
| 1y i | |
J |
1“53‘3,‘ Ml.l] !3".5 13‘&04 12'.5 12‘.0 11‘.5 11'.{1 10‘.5 ‘m‘u ’r"j /’\“B;f:;/ 9.‘0 B‘.S B‘il_ ::7‘5 7‘.0 5;5:32;‘ G‘G 5‘5 :lpmI
Y% L v
H?O DMSO-ts (Cljz)n CHg
| | |
\\ J H-2" |!
| Ik y |

3-OH H-3" I m
B ) | T

T T T T T T T T T 1
45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 ppm

Figure 111-20 : Spectre RMN'H du compose (500 MHz, DMSO-g)

42



Le spectre RMN®C montre également la présence des deux carbodgesonctions

amide et acide carboxylique a 169,2 et 169,5 ppm.

——131.13
——120.90
——118.03

COOH CONH C-2 C-1

CH-4 CH-
CH-6 CH-3

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 ppm

CH-3

r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
95 90 85 80 75 70 85 60 55 50 45 40 35 30 25 20 18 10 5 ppm

Figure 111-21 : Spectre RMNC DEPT du compos2 (125 MHz, DMSOd)

Le spectre de masse a haute résolutionEGIRS) enregistré en mode négatif
(Figure 111-22), montre un pic d’ion pseudomolédtda[M-H] & m/z 488,3736, soit une
masse moléculaire égale a 489 uma et correspordame formule brute en3f5:NO,4
(calc. GoHsoNOy4, 488,3745). La difference de 14 uma par rapporcamposel, laisse
suggérer que la structure du comp@sge differe de celle d& que par la présence d'un
groupement méthyléne supplémentaire au niveau dedime grasse. Cette derniére est donc
de structure HNCO-CHCHOH-(CH,)19-CH3z au lieu de HNCO-CHCHOH-(CH,)1s-CHg3

pour le composé.

Intens. | -MS, 0.0-1.0min #(2-107))
X10°4
1.54

1.09 488.3736

- 24519505 3‘!6.?476 384.9353 L Ll
0.0~ ek T T 1 — T —T—T— —r——r
160 2'539 360 400 500 600 700 800 900 miz

Figure IlI-22 : Spectre HRESIMS (mode négatif) du compdsé
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La présence d'un groupement méthyléne |supntaire sur la chaine latérale
comparativement au compodé est confirmée par le spectre MS/MS (Figure I1)-2Rii
montre un fragment&/z= 177 [M-312]Eorrespondant a la perte de [§6H,):0CH,0OH].

Intens 4 i NMO0S338 d: -MS2(488.2)
5000§ 489.0

1
4000

3000 M - 312]

<

20007 4775

1
]

10007
1

4260
33 %3692 l |
; ;

200 300 400 500 500 700 800 900 mez

ol

Figure 111-23 : Spectre MS-MS du compog2é

Toutes ces données spectrales (Table@) dbnfirmées par analyses HSQC, HMBC et
COSY H-H ainsi que la valeur négative du pouvotataire f]p?* —3 (C=0,28 g/100ml,
MeOH) déterminée aprés hydrolyse alcaline compama@ec les données de la littérature
[76,77], ont permis d’établir sans ambiguité poar dlouveau compos&)(la structure

H :

2 N+ A . CH2>\
4 < g CHs

19
0 OH
5
.
6

COOH

nouvelle suivante :

Acide N-(R)-3'-hydroxytricosanoylanthranilique

Tableau I11-2 : Déplacements chimiques des signaux observés en FRMiX"C

Positions dc oy m(Jen Hz)
1 125,3 -

2 140,9 -

3 118,0 8,44 d (8,0)
4 129,5 7,19t (8,0)
5 120,9 6,88t (8,0)
6 131,1 7,94 d (8,0)
1 169,2 -

2' 46,7 2,31 m

3 67,5 3,92 m

4 37,1 ~1,3
OH-3' - 4,58 d (5,5)
(CH2)n1 31,3-22,1 1,1-14m
CHjs 13,9 0,851t (7,0)
-HN- - 14,46 s
COOH 169,5 -
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[11.5.3. Elucidation structurale du composé 3

N
N
ZT
N
©
(@]
o
ST
(@]
I
w

Acide N-(R)-3'-hydroxytétracosanoylanthranilique

Le compos& se présente également, comme les compbxis?, sous forme d’'une

poudre amorphe blanche. Toutes les données sgactimlce composé obtenues aprés analyse
des spectres RMNH (Figure 111-24), *C (Figure 11-25) et confirmées par expériences

HSQC, HMBC et COSY H-H, se sont avérées totalenuaritiques a celles des compogés

et2.

N-H
|
14‘.5M 14‘0 13‘.5 1:‘)‘0 11‘5 TZI.(I 11‘5 11‘0 !0‘5 10‘[) 9‘5 Q‘U
| N\
le‘o DMSO-d;
! ‘ H-2
Il .
3'-OH H-3 | H Iy
Jﬁz I L_MJ Lr‘w/l I
4‘5 4‘0 ]!5 3‘.!] 2‘5 [ ) ZIO
)24 I o

Figure 111-24 : Spectre RMN'H du compos®& (500 MHz, DMSO#k)
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Figure 111-25 : Spectre RMNC DEPT du composé (125 MHz, DMSOe)

La difféerence se situerait donc au nivedai la longueur des groupements ;CH

aliphatiques comme il a été constaté pour les cedpb et 2. Ceci est confirmé par

spectrométrie de masse qui permet de relever uifretice de 14 uma par rapport au

composé&, suggérant ainsi la présence d’'un groupement regtbysupplémentaire au niveau
de la chaine latérale. En effet, le spectre HRES(WM§ure IlI-26) obtenu en mode négatif
présente un pic d’ion pseudomoléculaire [M_-Iél}n/2502,3892, soit une masse moléculaire

égale 503 uma et correspondant a une formule Byke:NO, (calc. GiHs:NO4, 502,3902).

Intens.|
X105 |

0.84

0.6

248.95693 16'19463 384 ’?353

502.3892

-MS, 0.0-1.0min #(2-107)

588.8957

200 300 400
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Figure I11-26 : Spectre HRESIMS (mode négatif) du comp8sé
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La présence de deux méthylenes suppléimentau niveau de la chaine latérale par
rapport au composé et d'un seul comparativement au compdséest confirmée par le
spectre MS/MS (Figure [1I-27) qui exhibe un fragmam/z= 177 [M-BZGTcorrespondant a
la perte de I'enchainement [GIEH,)2:CH,OH].

Intens. | NIMO05340.d: -M52(502.1)

10&.
*1s]

[M - 326] i

~I
-3
a

A

0.51

sl 240.7 | -
' 200 300 " a0 0 s00 0 e 700 800 900 mk

Figure [lI-27 : Spectre MS-MS du compo8é

Toutes ces données spectrales (Tablea) Hinsi que la valeur négative du pouvoir
rotatoire f]p*% — 8 (C=0,30 g/100ml, MeOH) déterminée aprés hysdm alcaline et
comparaison avec les données de la littérature/TT6ont permis de proposer pour le

nouveau composgla structure nouvelle suivante :

1 >CooH

Acide N-(R)-3'-hydroxytétracosanoylanthranilique

Tableau I11-3 : Déplacements chimiques des signaux observés éw Rivet*C

Positions  d¢ oy m(Jin Hz)
1 125,2 -

2 140,9 -

3 118,1 8,44 d (8,0)
4 129,6 7,20t (8,0)
5 120,9 6,89t (8,0)
6 131,1 7,94 d (8,0)
1 169,2 -

2' 46,7 2,31 m

3 67,5 3,92m

4' 37,1 ~1.3

OH-3 - 4,60 d (5,5)
(CH2)n-1 31,3-22,1 1,1-1,4m
CHs 14,0 0,851t (7,0)
-HN- - 14,33 s
COOH 169,6 -
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[11.5.4. Elucidation structurale du composé 4

3 H :
2 NWCW)\
4 CH3
16
o
° 1
6

COOH

Acide N-icosanoylanthranilique

Le composé se présente aussi sous forme d’'une poudre ambighehe. Son spectre
de masse ESI, enregistré en modes négatif (Fige28)l et positif (Figure 111-29), exhibe des
pics d’ions pseudomoléculairesndz = 430 [M-H]_ et 454 [M+Na] respectivement. Ces
derniers qui impliquent une masse moléculaire égal81 uma correspondant a une formule
brute en G/H4sNO;3, permet de suggérer que le compésst également un dérivé de 'acide
anthranilique a structure voisine des trois méitgmbkecondaires discutés précédemment.

Intens.
x106]

1.07 4304

0.5

D‘D- T T T \L L.l “ T T ISSI‘]‘T‘ T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z

Figure 1lI-28 : Spectre de masse ESI (mode négatif) du comhosé

Intens. |
X103
1.0

0.8

454.4

. 13061
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Figure 11I-29 : Spectre de masse ESI (mode positif) du comgosé

Cette similitude est confirmée par le $sEeRMN *H enregistré dans CDg(Figure IlI-
30) qui permet de reconnaitre quasiment tous lgsasix des protons observés pour les
composeéd, 2 et 3. On identifie les quatre protons aromatiques RHx3(78,d, J = 7,5 Hz),
H-4 (64 7,61,t, J = 7,5 Hz), H-5 &, 7,13,t, J = 7,5 Hz) et H-6&,8,13,d, J = 7,5 Hz). On
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reconnait également les signaux des protons dedme lipidique, a savoir les protons H-2'
(2H, 6y 2,47,t, J = 7,0 Hz), les protons de la chaine Caliphatique ainsi que ceux du
groupement méthyle (3Hyy 0,90,t, J = 6,5 Hz). La différence notable consiste en la
disparition des signaux correspondant aux protangrdupement hydroxyméthine en C-3',
H-3' 0y 3,91) et OH-3' et I'apparition d’un nouveau signdiintégration 2 H résonant sous
forme de quintuplet)= 7,0 Hz) &y 1,77, permettant de suggérer que le groupementHEHO
3' a laissé la place a un groupement,@H La valeur de déplacement chimique et la

multiplicité des signaux des protons constituanigoeupement, vont dans le sens de cette

hypothese.
y [N W NV
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| ! I | !
[ [}
ok !
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Figure 111-31 : Spectre RMN'H du composé
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Le spectre RMN?C enJ modulé (Figure 111-32) qui permet de reconnaitreqleasi-
totalité des signaux observés pour les compbsst 3, montre également la disparition du
signal du carbone C-34 67,5) du groupement CHOH-3'.
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Figure 111-32 : Spectre RMNC DEPT du composé (125 MHz, CDC})
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Figure 111-33 : Spectre RMI\iL3C DEPT du composg
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La corrélation observée sur le spectre 83Klgure 111-34) entre le nouveau signal des
protons résonant &, 1,77 Quint, J = 7,0 Hz; 2H) et un carbone repéré a 25,8 ppm imaliq

gu’ils font partie d’'un groupement méthylénique £H
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Figure IlI-34 : Spectre HSQC mettant en évidence le nouveau groeqe@it) (composeéd)

Le spectre COSY H-H (Figure 111-35), mantla présence d'un systeme de spins
impliquant les protons du groupement £ situé erx de 'amide et résonantdy 2,47 €, J
= 7,0 Hz; 2H), les protons du nouveau groupemerg i€sbnant @4 1,77 quint, J= 7,0 Hz;
2H) et les protons des autres groupementsdliphatiques sortantd, 1,2-1,4. Cette analyse
traduit la présence effective d’'un méthylene,Ha la place du groupement hydroxymeéthine
CHOH-3..

ho ey

[l

N-H H-3 H-6 H-4| H-5 ‘ Hf /

‘ i

_,_J‘x I I S JLL . JL___-—J'L"J! ‘W}-H

J - [§
— ) e
- ‘1 A Lo
—— / . <
. L.

j Pl

T — T T T T — T T T
10 8 5 4 2 F2 [ppm]

Figure I1I-35 : Spectre COSY H-H du compo44500 MHz, CDCY})

La présence d'un groupement Cldn position C-3' au lieu du groupement
hydroxymeéthine (composds 2 et 3), est également confirmée par les corrélationgmiées
en HMBC (Figure 111-36) entre les protons de ceuprement § 1,77) et les deux carbones
sortant &¢ 172,7 (CONH) et 38,9 (C-2").
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Figure 111-36 : Spectre HMBC du compog&(CDCl)

L’ensemble de ces données spectrales éaalll-4) établi par analyses COSY H-H,
HMBC et HSQC, la spectrométrie de masse qui a edai déterminer la longueur de la
chaine aliphatique, en plus des données de |aalitiée, nous autorise a proposer pour le

composét la structure suivante :

N
w
N
2T
zé
O
— ’\.)I
077—/
(@]
T
w

" >cooH

Acide N-icosanoylanthranilique

Ce composé a été isolé antérieurement d’'une aspere du gen@nonis O. natrix [78].

Tableau I1I-4 : Déplacements chimiques des signaux observés v Rivet*C

Positions dc oy m(Jen Hz)
1 113,9 -

2 142,4 -

3 120,8 8,78 d(7,5)

4 135,9 7,61t (7,5)

5 122.8 7,13t (7,5)

6 131,9 8,13 d (7,5)

1 172,7 -

2 38,9 2,47t (7,0)

3 25,8 1,77 quint(7,0)
(CH2)16 32,2-229 1,2-14m

CHs 14,4 0,90t (6,5)
-HN- - 10,95s

COOH 171,5 -
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[11.5.5. Elucidation structurale du composé 5

HO

Quercétine 3-a-rhamnopyranoside (quercitrine)

Le compos® visible en UV (254 nm), se présente sous formea’poudre jaune
soluble dans le méthanol. Sa couleur jaune apratyssn CCM et révélation a l'acide

sulfurique oriente vers un composé a structureofiaidique.

Son spectre de masse ESI enregistré enesnoégatif (Figure IlI-37) et positif
(Figure 111-38), montre respectivement des picoil pseudomoléculairesniiz= 447 [M-

H]_ et 471 [M+Na], soit une masse moléculaire égale a 448 uma pomdant a une
formule brute en &H2001;.
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Figure 1lI-37 : Spectre de masse H&lode négatif) du compo&é
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Figure 11I-38 : Spectre de masse H&lode positifdu compos&
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Le spectre RMNH (Figure 111-39) du composB enregistré dans GIDD montre des

signaux &y 6,20-7,34 de protons aromatiques. De plus, I'ols@m d’'un signal doublet de
proton anomeére &y 5,35 (1H,J = 1,5 Hz) et de signaux sortant entre 3,35 et $ 22,

indique la présence d’une unité osidique. Ceci pémie suggérer que le compdsést un

flavonoide glycosylé.

protons osidiques

|

e
‘L‘LV
H( (3 ==

1
| ‘

40 35

3.0 25 20 15 1 05 ppm

Figure 111-39 : Spectre RMN'H du composé& (500 MHz, CROD)

Une

analyse approfondie du spectre REN (Figure 111-40) met en évidence la

présence de deux signaux de deux protons aromatafye6,20 (1H,d, J = 1,7 Hz) et 6,37
(AH, d, J = 1,7 Hz), attribués respectivement aux protons et-@H-8 du cycle A d'un
flavonoide substitué en C-5 et C-7. Sur le speefpparaissent également trois signauy a
7,34 (1H,d, J = 2,0 Hz), 7,31 (1Hdd, J = 8,3 Hz,J = 2,0 Hz) et 6,91(1H,d, J = 8,3 Hz)
formant un systeme ABX et attribués respectivenagmt protons H-2', H-6' et H-5' du cycle

B du flavonoide.

——8.04

T
8.0

T
ppm

Figure 111-40 : Spectre RMNH de la partie génine du compds&CD;0D)
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Il apparait ainsi que notre composeé edtawonoide substitué en C-5, C-7, C-3' et C-4".
Ce dernier est porteur d'une unité osidique domedte a établir la nature et le point de

branchement.

Le spectre RMNC enJ modulé (Figure I1I-41) confirme la nature flavonijge du
composeé a travers les signaux correspondant aatbowes quaternairesc(106,0-179,8)
dont un groupement carbonyl&-(179,8 ppm) et cinq CH aromatique&c 94,8-122,9).Les

signaux restant sont attribués aux carbones deé'osidique §c 72-103,6).

CH arom_étiques

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 ppm

U I LA A

‘u " . T

T T T T T T T T T T T 1
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 18 10 5 ppm

Figure 11141 : Spectre RMNC DEPT du composg (125 MHz, CROD)

CH aromatiques carbones osidiques

L’identification de la génine a un flavdnplus précisément a la quercétine, a été établie
sur la base de la valeur de déplacement chimicese daractéristique du carbone C-2 de
'ordre de 159 ppm, déduite par analyse HMBC (Fegilir42) qui montre les corrélations
entre les protons H-2'/H-6" du cycle B et ce caebdme signal carbone observé£136,3 est

attribué au carbone C-3.

Par ailleurs, la comparaison de ces danspectrales avec celles de la littérature laisse
suggérer que le groupement OH en C-3 du flavontddsstitué. En effet, il est établi que les
carbones C-3 et C-2 sont a 137,2 et 147,9 ppm cegpment si le carbone C-3 est porteur
d’'un OH libre, et a 135,2, 158,7 ppm dans le cagraoe [79,80]. Ceci est confirmé par
expérience HMBC (Figure IlI-42) qui montre clairemhela corrélation entre le proton
anomere de l'unité osidique sortari$5,35 (1H,J = 1,5 Hz) et le carbone C-3 de la génine.
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Figure 1lI-42 : Spectre HMBC de la partie génine du comm$€D;0D)

Le spectre COSY H-H (Figure I11-43) pernt&tentifier I'unité osidique a travers les

taches de corrélations entre :

— le proton anomérique H-13( 5,35,d, J = 1,5 Hz) et le proton H-2" résonant a 4,22
ppm (1H,dd, J= 3,2, 1,5 Hz).

— le proton H-2" et le proton H-3" résonant a Jpm,n (1H,dd, J= 9,5, 3,3 Hz).

— le proton H-3" et le proton H-4" résonant a 3pk (1H,t, J=9,5 Hz).

— le proton H-4" et le proton H-5" résonant a Jypéh (1H,m).

- le proton H-5" et les protons de groupement méthiyb" résonant a 0,94 ppm (3,
J=6,1Hz).

L’ensemble de ces correlations indiquel giagit d’'un rhamnose de configuratien

(Jrr2= 1,5 Hz).

6"
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¥ = |-
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Figure 111-43 : Spectre COSY H-H de la partie osidique du compfo&eD;0D)
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L’analyse du spectre HSQC permet de carigetr les carbones méthine du squelette

guercétine (Figure IlI-44) et tous les carbonestdumnose (Figure I11-45).
Pour le squelette quercétine, on obsavedbuplages entre :

— le proton H-6 § 6,20) et le carbone C-6 résonarmt3®9,9.
- le proton H-8 § 6,37) et le carbone C-8 résonarmi3®4,8.
— le proton H-2'§4 7,34) et le carbone C-2' résonamta17,0.
— le proton H-5'§4 6,91) et le carbone C-5' résonarmtal 16,5.
— le proton H-6'§4 7,31) et le carbone C-6' résonarmta22,9.

Pour la partie osidique, on observe tagtages entre :

— le proton H-1"§4 5,35) et le carbone C-1" résonaitd 03,6.
— le proton H-2"§ 4,22) et le carbone C-2" résonanta/ 2.

— le proton H-3"§4 3,75) et le carbone C-3" résonamnta 2,3.
— le proton H-4"§ 3,35) et le carbone C-4" résonamnta 3,4.
— le proton H-5"§4 3,42) et le carbone C-5" résonanta2,1.
— les protons H-6"3; 0,94) et le carbone C-6" résonatd7,8.
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Figure IlI-44 : Spectre HSQC de la partie génine du compao&ED;0D)
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Figure 11I-45 : Spectre HSQC de la partie osidique du compo$ED;0D)
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L’expérience HMBC (Figures IlI-46 a llI-A&ermet de caractériser les carbones du
squelette quercétine par I'observation de leur meen det 3. Cette expérience montre les
couplages entre :

— Les protons H-6/H-8 et un carbone oxygéné résoaait 166,1 (C-7) ainsi qu’'un
carbone quaternairedg 106 (C-10).

— Le proton H-6 et un carbone résonantd 63,4 (C-5).

— Le proton H-8 et un carbone résonantd 58,7 (C-9).

— Le proton H-6 et un carbone résonait ®4,8 (C-8).

— Le proton H-8 et un carbone résonaidt 9,9 (C-6).

— Les protons H-2'/H-6" et un carbone résonaiy £59,4 (C-2).

— Les protons H-2'/H-5'/H-6" et un carbone résonait £49,9 (C-4".

— Les protons H-2'/H-5' et les carbones résonagtla6,6 (C-3') et 123,1 (C-1").

Figure 1lI-46 : Corrélations HMBC observées pour le compp§gartie génine)
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Figure IlI-47 : Spectre HMBC partiel du compoSépartie génine)
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Figure 111-48 : Spectre HMBC partiel du compoSépartie génine)

L’analyse combinée des spectres COSY HSQC et HMBC permet d’assigner tous

les signaux des carbones de la molécule (Figu#9lll
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Figure 111-49 : Spectre RMN-C DEPT du composg (125 MHz, CROD)

L’ensemble de ces données spectrales aahll-5) établies par RMNH, RMN *3C,
HMBC, COSY H-H et HSQC, ainsi que la comparaisorcales données de la littérature,

permettent a proposer pour le compbé structure suivante :

59



HO

Quercétine 3-a-rhamnopyranoside (quercitrine)
Ce composé a été isolé antérieurementlalgeprs especes de la famille Fabaceae
commeLotuscorniculatus[81], Ceratonia siliqua[82], Daniellia oliveri [83]. Il est cité pour

la premiére fois dans le ger@monis

Tableau IlI-5 : Déplacements chimiques des signaux observés dw ikt °C

Positions d¢c oy m(Jen Hz)
2 159,4 -

3 136,3 -

4 179,8 -

5 163,4 -

6 99,9 6,20d (1,7)

7 166,1 -

8 94,8 6,37d (1,7)

9 158,7 -

10 106,0 -

1 123,1 -

2' 117,0 7,34d (2,0)

3 146,6 -

4' 149,9 -

5' 116,5 6,91d (8,3)

6' 122,9 7,31dd (8,3, 2,0)
1" 103,6 5,35d (1,5)

2" 72,0 4,22dd (3,2, 1,5)
3" 72,3 3,75dd (9,5, 3,3)
4" 73,4 3,35t (9,5)

5" 72,1 3,42m

6" 17,8 0,94d (6,1)
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[11.5.6. Elucidation structurale du composé 6

HO

Kaempférol 30-a-rhamnopyranoside (afzeline)

Le composé6 visible en UV (254 nm) se présente, comme le cE@py,
sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méth&a couleur jaune apres analyse CCM

et réveélation a I'acide sulfurique oriente verscomposé a structure flavonoidique.

Son spectre de masse ESI enregistré enesnoégatif (Figure 111-50) et positif
(Figure 11I-51), montre respectivement des pic®il pseudomoléculairesniz= 431 [M-
H] et 455 [M+Na], soit une masse moléculaire égale a 432 uma, spumelant & une

formule brute en &H>¢010.
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Figure IlI-50 : Spectre de masse H&lode négatif) du compo&é
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Figure llI-51 : Spectre de masse H8lode positif) du compos
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Le spectre RMNH (Figure 111-52) du composé enregistré dans GIDD montre des
signaux de protons aromatiques résonaby &,20-7,77. De plus, I'observation d’'un signal
doublet de proton anomered@a 5,38 (1H,J = 1,6 Hz) et de signaux sortant entre 3,33 et 4,22
ppm, indique la présence d’'une unité osidique. @eanet de suggérer que ce composé est

egalement un flavonoide glycosylé.

protons aromatiques proton anomegre
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Figure 111-52 : Spectre RMNH du composé (500 MHz, CROD)

Le spectre RMNH (Figure I11-53) montre également la présence dexdprotons
aromatiques &y 6,20 (1H,d, J= 2,0 Hz) et 6,38 (1H], J = 2,0 Hz), attribués respectivement
aux protons H-6 et H-8 du cycle A d'un flavonoidgbstitué en C-5 et C-7. Le spectre
montre également deux signauxf6,94 et 7,77 d’intégration 2H chacun, et ayanh&me
constante de couplagé £ 8,8 Hz), attribués respectivement aux protons/H-8' et H-2'/H-

6' du cycle B.

H-2, H-6' H-3, H-S H-6
| H-8 J
‘ I | !
Q{D BIE ﬂfﬂ T{S 7.'0 S‘.5 ﬂ.‘ﬂ 5!5 ;)pm

Figure 111-53 : Spectre RMN'H de la partie génine du compd@&ECD;0D)
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L’identification de la génine a un flavade substitué en C-5, C-7 et C-4' est confirmée
par le spectre RMN®C enJ modulé (Figure 111-54) qui exhibe des signaux csp@ndant &
neuf carbones quaternaires (L06,0-179,7) dont un groupement carbongle179,7) et six
CH aromatiquesdgc 94,8-132,0). Les autres signaux correspondentcadxones de l'unité

osidique.

132.08
129.461
103.65

122
—117
——— 116.57

carbones quaternaires

T ] |

CH aromatiques

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 ppm

—
-} Cbe—

CH aromatiques  carbones osidiques

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 95 90 85 80 75 70 &5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 111-54 : Spectre RMN-C DEPT du composé (125 MHz, CROD)

Les valeurs de déplacement chimique atis aux carbones C-2:(159,4) et C-3d¢
136,0), comparables a celles observées dans lducesmposé, indique clairement que le
composeéb est également un flavonol, plus précisément le kd@ml porteur d’'une unité
osidique en position C-3. Ceci est confirmé parymeaHMBC (Figure 11I-55) qui met en
évidence les corrélations entre les protons H-8'/Hu cycle B et le carbone C-2 d’'une part,
et entre le proton anomere de l'unité osidiqueasufiy 5,38 (1H,d, J = 1,6 Hz) et le carbone

C-3 de la génine.
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Figure IlI-55 : Spectre HMBC de la partie génine du comp®$€D;0D)

L'unité osidique est identifiee au moyen léxpérience COSY H-H (Figure 11I-56). A
partir du proton anomere H-1" résonant a 5,38 ggmJ) = 1,6 Hz), il est observé les
couplages H-1"/H-2"3(; 4,22,dd, J = 3,2, 1,7 Hz), H-2"/H-3"&%; 3,71,dd, J = 9,2, 3,3 Hz),
H-3"/H-4" @y 3,35,nd), H-4"/H-5" 64 3,36,nd) et enfin H-5"/CH-6" (64 0,93, 3H,d,J=5,7
Hz). Ces corrélations traduisent la présence déoxghexose. Les valeurs de constantes de

couplage permettent d’identifier rhamnose de camégona (Ji-»= 1,6 Hz).
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Figure I1I-56 : Spectre COSY H-H de la partie osidique du comgo&eD;0D)

Le spectre HSQC (Figure 111-57) permetadeactériser les carbones CH du squelette
kaempférol : C-63¢c 99,9), C-8§c 94,8), C-3' et C-55¢ 116,6), C-2' et C-65¢ 132,0).
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Figure IlI-57 : Spectre HSQC de la partie génine du comgo€eD;0D)

Le spectre HSQC (Figure 111-58) permettulibuer les déplacements chimiques des
carbones du rhamnose : C-&¢ (L03,6), C-2"{c 72,0), C-3" §c 72,2), C-4" §c 73,3), C-5"
(6c 72,1) et C-6"dc 17,8).

70

-——— —
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80

Figure 111-58 : Spectre HSQC de la partie osidique du comBo$eD;0D)

L'expérience HMBC (Figures IlI-59 a lll-pbermet de caractériser les carbones du

squelette kaempférol a travers les corrélationeent

Les protons H-6/H-8 et deux carbones, 'un oxyg@ampe&ré &c 166,0 (C-7) et 'autre

quaternaire ac 106,0 (C-10).

— Le proton H-6 et deux carbones, I'un quaternairkaatre CH sortant respectivement
adc 163,3 (C-5) ebc 94,8 (C-8).

— Le proton H-8 et deux carbones résonant a 1589) @-99,9 ppm (C-6).

— Les protons H-2'/H-6' et les carbones quaternagpsrés ac 159,4 (C-2) et 161,7
(C-4).

— Les protons H-3'/H-5' et les carbones quatern&ré5@c 122,7) et C-4'qc 161,7).
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Figure 11I-59 : Corrélations HMBC observées pour le compd§gartie génine)
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Figure I11-60 : Spectre HMBC partiel du compo6épartie génine)
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Figure IlI-61 : Spectre HMBC partiel du compo6épartie génine)
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L’analyse combinée des spectres COSY H$QC et HMBC a permis d’assigner tous
les signaux des carbones de la molécule (Figw@2))l

133 .0
129.61

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

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 ppm

c-6 C-8 c-a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 111-62 : Spectre RMN-C DEPT du composé (125 MHz, CROD)

L’ensemble de ces données spectrales é@aHll-6) établi par RMN'H, RMN *3C,
HMBC, COSY H-H et HSQC, ainsi que la comparaisorcales données de la littérature,

permettent a proposer sans ambiguité pour le cadpdes structure suivante :

Kaempférol 30-a-rhamnopyranoside (afzeline)
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Ce composé connu sous le nom de afzelé@ anitialement isolé dafzelia africana
(Fabaceae) [84]. Il a été rencontré dans d’autspeaes de la famille Fabaceae comme
Calliandra haematocephal$85], Bauhinia malabarica[86], Millettia barteri [87]. Il est

identifié pour la premiere fois dans le gefingonis

Le tableau suivant reproduit tous les dépments chimiques des protons et carbones

qui constituent le compose.

Tableau I11-6 : Déplacements chimiques des signaux observés ex Rivet 1°C

Positions dc oy m(Jen Hz)
2 159,4 -

3 136,0 -

4 179,7 -

5 163,3 -

6 99,9 6,20d (2,0)

7 166,0 -

8 94,8 6,38d (2,0)

9 158,7 -

10 106,0 -

1 122,7 -

2' 132,0 7,77d (8,8)

3 116,6 6,94d (8,8)

4' 161,7 -

5' 116,6 6,94d (8,8)

6' 132,0 7,77d (8,8)

1" 103,6 5,38d (1,6)

2" 72,0 4,22dd (3,2, 1,7)
3" 72,2 3,71dd (9,2, 3,3)
4" 73,3 3,35nd

5" 72,1 3,36nd

6" 17,8 0,93d (5,7)

68



[11.5.7. Elucidation structurale du composeé 7

5,4'-dihydroxy-7,3'-dimethoxyflavone [wene)

Le composé&, visible en UV (254 nm), se présente comme lespus@ss et 6 décrits
précédemment, sous forme d’'une poudre jaune. Skewojaune aprés analyse CCM et
révélation a I'acide sulfurique renseigne sur saneaflavonoidique. Son spectre de masse
ESI enregistré en mode négatif (Figure 11-63), tn@mn pic d’ion pseudomoléculairendz
= 313 [M-H] , soit une masse moléculaire égale & 314 uma pameant a une formule brute
en G7H140e.

Intens. - i 7—‘
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Figure 11I-63 : Spectre de masse H&lode négatif) du compogé

Son spectre RMM (Figure 111-64) enregistré dans le mélange CECD;OD permet
de retrouver globalement les signaux des protoria dénine du compoge En effet, il est

observé :

— deux signaux &y 6,32 (1H,d, J = 2,0 Hz) et 6,51 (1Hd, J = 2,0 Hz) attribués
respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle éndlavonoide substitué en C-5 et
C-7.

— trois sighaux ay 7,34 (1H,d, J= 2,2 Hz), 6,93 (1Hd, J= 8,4 Hz) et 7,43(1H, dd, J
= 8,4 Hz, J = 2,2 Hz), formant un systeme ABX, attribués reigement aux protons
H-2', H-5' et H-6' du cycle B du flavonoide.
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La différence réside en I'apparition dsignal singulet supplémentaire d’intégration 1H
résonant ay 6,54 (1H,s) attribuable au proton H-3 d’'une flavone.

Le spectre montre également la présenckede singulets d'intégration 3H chacuda

3,95 et 3,86, correspondant a deux groupementsom@ds.

H-3

‘“—JU‘

40
I i

T T T T T T 1
30 25 20 1.5 1.0 05 ppm

Figure 111-64 : Spectre RMN'H du composé (500 MHz, CDC} + CD;0D)

Le spectre RMN°C enJ modulé (Figure 111-65) montre les signaux corresfamt &
neuf carbones quaternairég (L05,7-183,1) dont un groupement carbonytel83,1), six CH
aromatiquesdc 93,1-121,2). Le signal du carbone résonady 04,1 est trés caractéristique

du carbone C-3 d’'une flavone. Les deux signauxadieanes résonantdg 56,2 et 56,4 atteste

de la présence de deux groupements @CH
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Figure 111-65 : Spectre RMN-C DEPT du composeé (125 MHz, CDC} + CD;OD)
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L’expérience de corrélation COSY H-H (Figull-66) montre les corrélations attendues
entre les protons H-6/H-8 du cycle A et met aussé@dence un systeme de spins constitué
par les protons H-5', H-6' et H-2' du cycle B.

“H“
64  F1[ppm]
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I}
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74 72 7.0 6.8 (X3 64 F2[ppm]

Figure 111-66 : Spectre COSY H-H du compo3¢CDCl; + CD;0OD)

L’analyse du spectre HSQC (Figure llI-6d) composé7 confirme son caractere
flavonique du composeé a travers la correlation @:36,545)/C-3 ©¢c 104,1). Elle permet de
caractériser les autres carbones CH: G698,6), C-8 §c 93,1), C-2' §c 109,6), C-5' §c
116,0) et C-6'dc 121,2).
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Figure IlI-67 : Spectre HSQC du compog¢CDCl; + CD;OD)

L'expérience HMBC (Figures III-68 a llI-Y@& permis d’identifier tous les carbones
guaternaires du compogéa travers les différents couplages longue distdgee C-2 ©c
165,4), C-4 §c 183,1), C-5§c 161,9), C-7 & 166,1), C-9 §c 158,3), C-104¢ 105,7), C-1'
(6c122,9), C-3'§c 148,4), C-4'§c 150,9).
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La position des groupements méthoxylesCen et C-3' (Figures 111-66 a 111-68) est
confirmée par les corrélations O¢EBH, 64 3,86,5)/ C-7 0c 166,1) et OCH (3H, d4 3,95,9)/
C-3' 0c148,4).

Figure 111-68 : Corrélations HMBC observées pour le compbsé
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Figure 111-69 : Spectre HMBC partiel du compogéCDCl; + CD;0D)
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Figure 1lI-70 : Spectre HMBC partiel du compogéCDCl; + CD;0D)
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L’analyse combinée des spectres COSY HHEQC et HMBC permet d’assigner tous
les signaux des carbones de la molécule (Figw#EL)I

1B3.07
——122.86
—121.18
——116.03
——109.58
— 105,72
—— 104.13]

C-6'C-5' C-2'C-3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
215 210 205 200 195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 ppmM

C6 3

95 90 85 80 75 70 65 60

T 1
50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 11-71 : Spectre RMNC DEPT du compose (125 MHz, CDC} + CD;0D)

3'-OMe
&1 7-OMe

Toutes ces données spectrales (Tabledl) établies par RMNH, RMN **C, HMBC,
COSY H-H et HSQC, ainsi que par comparaison aveddmnées de la littérature, permettent

de proposer pour le composéa structure suivante :

5,4'-dihydroxy-7,3'-dimethoxyflavone (velutine)

Ce composé connu sous le nom de velutiée aencontrée dans certaines especes de
genreOnonis: O. natrix, O. spinosa, O. tridentatH 8].
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Tableau Il1-7 : Déplacements chimiques des signaux observés dw Rkt °C

Positions dc oy m(Jen Hz)
2 165,4 -

3 104,1 6,54s

4 183,1 -

5 161,9 -

6 98,6 6,32d (2,0)

7 166,1 -

8 93,1 6,51d (2,0)

9 158,3 -

10 105,7 -

1 122,9 -

2' 109,6 7,34d (2,2)

3 148,4 -

4' 150,9 -

5' 116,0 6,93d (8,4)

6' 121,2 7,43dd (8,4, 2,2)
7-OMe 56,2 3,86s

3'-OMe 56,4 3,95s

[11.5.8. Elucidation structurale du composé 8

5,4'-dihydroxy-7-methoxyflavone (genkwanine)

Le compos@, visible en UV (254 nm), se présente comme lespos@sb, 6 et 7
décrits précédemment, sous forme d'une poudre ja@ae couleur jaune obtenue aprés
analyse CCM et révélation a I'acide sulfurique g¢aégalement pour un composé a structure

flavonoidique.
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Son spectre de masse ESI enregistré ere médatif (Figure 1lI-72), montre un pic
d’ion pseudomoléculaire &/z= 283 [M-H], soit une masse moléculaire égale & 284 uma
correspondant a une formule brute ggHz,Os.
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Figure IlI-72 : Spectre de masse ESI (mode négatif) du composé

Le spectre RMNH du compos@ (Figure 111-73) présente des similitudes strudesa
avec celui du composgé En effet, nous retrouvons les signaux des protmosatiques H-6
et H-8 du cycle A résonant respectivemebt &,37 (1Hd, J=2,3 Hz) et 6,77 (1H],J=2,3
Hz), le signal caractéristique du proton H-3 duawoflavone &y 6,85 (1H,s), deux autres
signaux d’intégration 2H chacundg 6,93 et 7,96 et ayant la méme constante de caaiflag
= 8,8 Hz) attribués respectivement aux protons/H-38' et H-2'/H-6' du cycle B. Enfin, il est
observé également un signal singulet d’intégratBh a 64 3,86, correspondant a un
groupement méthoxyle. Ceci permet de suggérerejaerhposd est une flavone substituée
en C-5, C-7 et C-4".
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Figure 111-73 : Spectre RMN'H du compos® (500 MHz, DMSOsk)

75



L’analyse conjointe des spectres HSQC &IBEB du composé8 ainsi que la
comparaison avec les données établies pour le cEmfphgpermettent d’attribuer tous les

signaux des carbones de la molécule (Figure 111-74)

181,95
——174.561
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Figure 11-74 : Spectre RMNC DEPT du compos@ (125 MHz, DMSOd)

C-6

La position du groupement méthoxyle en Gi7 été déterminée grace a la
corrélation observée sur le spectre HMBC (Figur@®) entre les protons de ce dernier

(64 3,86) et le carbone C-34165,1).

H-2'/H-6' H_3.,H_5.HF_8 H-6 7-0MeJ
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Figure IlI-75 : Spectre HMBC partiel du compo8&DMSO-ds)

76



Toutes ces données spectrales (Table®) dinsi que la comparaison avec les données

de la littérature, permettent a proposer pour tausé8 la structure suivante :

5,4'-dihydroxy-7-méthoxyflavone (genkwanine)

Ce composé, connu sous le nom de genkeaaigté antérieurement isolé de plusieurs
especes du genf@nonis On citeraO. fruticosa O. rotundifoliaet O. spinosa[18]. Il a été
rencontré également dans d’autres espéces de iltef&abaceae comm@ophora interrupta
et Genista quadrifloraMunby[88,89].

Tableau I11-8 : Déplacements chimiques des signaux observés dw ikt °C

Positions d¢c oy m(Jen Hz)
2 164,1 -

3 103,0 6,85s

4 181,9 -

5 161,2 -

6 97,9 6,37d (2,3)
7 165,1 -

8 92,7 6,77d (2,3)
9 157,2 -

10 104,7 -

1 121,0 -

2' 128,6 7,96d (8,8)
3 115,9 6,93d (8,8)
4' 161,3 -

5' 115,9 6,93d (8,8)
6' 128,6 7,96d (8,8)
7-OMe 56,1 3,86s

77



[11.5.9. Elucidation structurale du composé 9

7-hydroxy-4'-methoxyisoflavone (formononétine)

Le composé visible en UV (254 nm), se présente sous formea’poudre blanche.
Son spectre de masse ESI enregistré en mode néfgaitiire I1I-76), montre un pic d’ion
pseudomoléculaire a/z = 267 [M-H]_, soit une masse moléculaire égale a 268 uma,

correspondant a une formule brute ggHz,O..
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Figure IlI-76 : Spectre de masse H&lode négatif) du compo&é

Le spectre RMN'H (Figure Il-77) du composé@ enregistré dans le mélange
CDCI5/CD3;0D présente :

— unsingulet &y 7,93, tres caractéristique du proton H-2 d’unl@saine.

— deux signaux d’intégration 2H chacur®,a6,93 et 7,43, et ayant la méme constante
de couplageJe 8,8 Hz), attribués respectivement aux protons/H-3' et H-2'/H-6'
du cycle B.

— trois signaux formant un systeme ABX et résonabt 8,05 (1H, d, J = 8,8 Hz),
6,89 (1H,dd, J= 8,8, 2,3 Hz) et 6,81 (1Hi, J = 2,3 Hz), attribuables respectivement
aux protons H-5, H-6 et H-8 du cycle A substituéCen.

— un signal singulet &4 3,81 d’intégration 3H attestant de la présence diwupement

meéthoxyle.
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Figure 111-77 : Spectre RMN'H du compos® (500 MHz, CDC} + CD;0D)

L’identification du compos®@ a une isoflavone est confirmée par le spectre HMBC

(Figure 111-78) qui montre la corrélation entre pgoton H-2 ady 7,93 et un carbone

guaternaire oxygéned 158,8) attribué a C-9 du fait de ses corrélatewvec les protons H-5
et H-8 du cycle A.

Par ailleurs, le signal attribué au pratbb (04 8,05,d, J = 8,8 Hz) est confirmée par sa

corrélation HMBC avec le carbonyleda 177,3 (C-4), attestant que le systeme ABX estbel

bien le fait des protons H-5/H-6/H-8 et que le cawdo C-7 est porteur d’'un substituant.
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H-5

T
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150 F1 [ppm]

180 170 160

190

Figures 111-78 : Spectre HMBC patrtiel du compo8€CDCl; + CD;0D)
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Le spectre HMBC (Figure 11I-79) montre Egyaent les corrélations entre les quatre
protons du cycle B et un carbone gquaternaire oxygésonant ac 159,9 (C-4'). Ce dernier
corrélant avec les protons du groupement méthdgyl&,81) indique que ce groupement est

positionné en C-4".

H-2'/H-6' H-3'/H-5' 4'-OMe
- |
i
\‘ M ) L
B
i
C-44 " ¢ Lg
] . [
B "
R T

Figure 11I-79 : Spectre HMBC partiel du compo8€CDCl; + CD;0D)

L’analyse combinée des spectres HSQC etBBMpermet de déterminer les

déplacements chimiques de tous les carbones delé&uhe (Figure 111-80).
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Figure 111-80 : Spectre RMN"*C DEPT du compos@

T 1
5 ppm
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Toutes ces données spectrales (Table&) Hinsi que la comparaison avec les données

de la littérature permettent d’attribuer sans amibéggpour ce composé, la structure suivante:

7-hydroxy-4'-methoxyisoflavone (formononétine)

Ce composeé appelé formononétine, a étorere dans deux espéces du gédmenis:
O. spinoseet O. speciosd19,20]. Il a été rencontré également dans cersagspéces de la
famille Fabaceae comnt&aragana tanguticat Andira inermis[90,91].

Tableau 111-9 : Déplacements chimiques des signaux observédvit i et*°C

Positions d¢c oy m(Jen Hz)
2 153,2 7,93s

3 1249 -

4 177,3 -

5 128,0 8,05d (8,8)

6 115,8 6,89dd (8,8, 2,3)
7 163,3 -

8 102,8 6,81d (2,3)

9 158,8 -

10 117,6 -

1 124,7 -

2' 130,6 7,43d (8,8)

3 114,3 6,93d (8,8)

4' 159,9 -

5' 114,3 6,93d (8,8)

6' 130,6 7,43d (8,8)
4'-OMe 55,6 3,81s
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[11.5.10. Elucidation structurale du composé 10

4'-methoxyisoflavone D-B-D-glucopyranoside (ononine)

Le composélQ, visible en UV (254 nm), se présente comme le am@®,
sous forme d’'une poudre blanche. Son spectre desemaS| (Figure 111-81), enregistré en
mode positif, montre un pic d’'ion pseudomoléculaimm/z= 453 [M+Na], soit une masse

moléculaire égale a 430 uma, correspondant a unaufe brute en &H,,0.

Intens M3

x104]
57
4532

1 883.4
] 2952 3512 5955 661.3
il L . L i | | ! o

t T T T
200 400 600 800 1000 m/z

Figure 111-81 : Spectre de masse ESI (mode positif) du comf6sé

Le spectre RMRH (Figure 111-82) du compos#0 enregistré dans le GDD, présente
beaucoup de similitudes avec celui du comp®séEn effet, on observe les signaux
caractéristiques des protons Hé2 8,24, 1H,s), H-3'/H-5' ¢y 7,00, 2H,d, J= 8,8 Hz), H-2/
H-6' 0w 7,49, 2Hd, J= 8,8 Hz), H-5 &4 8,15, 1H,d, J= 8,8 Hz), H-6 {4 7,22, 1Hdd, J =
8,8 Hz,J = 2,3 Hz), H-8 §4 7,26, 1H,d, J = 2,3 Hz), en plus du signal des protons
méthoxyliques d4 3,83, 3H,s). La différence notable réside en l'apparition signaux
supplémentaires dans la zone entre 3,41 et 3,93gppian signal de proton anomériquéa

5,11 (1H,d, 7,0 Hz), indiguant la présence d’'une unité osidiq
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Figure 111-82 : Spectre RMNH du compos&0 (500 MHz, CQOD)

Le spectre RMN dtfC (Figure 111-83) montre clairement tous les signaes carbones
de lisoflavone discutée précédemment. Il confirégalement la présence d'une unité
osidique a travers les signaux sortant dans la atbaet de 62,6 a 101,9 ppm ainsi que celui

correspondant au carbone anomeére résonani@l1,9 ppm (C-1").

——131.53
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Figure 111-83 : Spectre RMN"C DEPT du compos&0 (125 MHz, CROD)
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Le spectre COSY H-H (Figure 111-84) pernt&tentifier I'unité osidique a travers les
taches de corrélation H-18( 5,11, 1H,d, 7,0 Hz)/H-2" §4 3,52, 1H,t, 9,0 Hz). H-2"/H-3"
(64 3,50, 1H,t, 9,0 Hz), H-3"/H-4" &4 3,42, 1H,t, 9,0 Hz), H-4"/H-5" § 3,56, 1H,m),
H-5"/H-6"b ¢n 3,71, 1H,dd, J = 12,8, 5,7 Hz), H-6"b/H-6"a 3,93, 1H,dd, J =12,3, 2,4

Hz). Ces données permettent d’identifier un gluaeseonfiguratior (Jq1-- p2-= 7,0 Hz).

H3"

H1 | 6 hen M2
- 6" - g '
) 450y
N " i j"‘"'w '-..-!‘I'w‘l '"'Jr“.f“ A~
A
o T
—_— @ rs
-
3
:_,g‘rs e
} o ew
- e
J} @ )
: ——
5.0 4.5 4.0 35 3.0 F2 [ppm]

Figure 111-84 : Spectre COSY H-H de la partie osidique du comddse

Le spectre HSQC (Figure 111-85) permettulibuer les déplacements chimiques des
carbones du glucose : C-5¢(101,9), C-2"&c 74,9), C-3"§c 78,0), C-4" §c 71,4), C-5" §c
78,6), C-6" §c 62,6).
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Figure 111-85 : Spectre HSQC de la partie osidique du comi@sé

84



Le spectre HMBC (Figure 111-86) montre =rélations entre :

— le proton anomere H-1" du glucose et le carborié (€C63,7 ppm), indiquant que le
sucre est positionné en C-7.
— les protons du groupement méthoxyle et le carbodé (C61,4 ppm), confirmant que

le groupe méthoxyle est localisé en C-4'.

H-2 H-2'/ﬂ-_68' H-3'/H-5' 4-OMe

H-5 M 11 |

| W. H 1\ J ‘

I | Il LA

| h | il on " M U g

| ; ;g‘
c2— ||| ‘ ' 8

|
c9 “ ( -8
o 8
c7- EL

c-44—“ |

-—————F T[T
8 7 [ 5 4 3 F2[ppm]

Figure 111-86 : Spectre HMBC partiel du compoé (CD;0OD)

=
180

Toutes ces données spectrales (Tabled)létablies par RMNH, RMN *°C, HMBC,
COSY H-H, HSQC ainsi que la comparaison avec lesées de la littérature, permettent a

proposer sans ambiguité pour le compldéda structure suivante :

4'-methoxyisoflavone D-B-D-glucopyranoside (ononine)

Ce composé appelé ononine a été iderddiés certaines espéces du ge@rmnis
commeO. arvensiset O. spinosasubsp leiospermd92,93]. Il a été isolé dans espéces de la
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famille Fabaceae comm@aragana arborescenf®4], Maackia amurensi$95], Thermopsis

alterniflora [96].

Tableau 10: Déplacements chimiques des signaux observés exi Rivet °C

Positions d¢c oy m(Jen Hz)

2 155,4 8,24s

3 126,1 -

4 178,1 -

5 128,5 8,15d (8,8)

6 117,2 7,22dd (8,8, 2,3)

7 163,7 -

8 105,1 7,26d (2,3)

9 159,4 -

10 120,4 -

1 125,5 -

2' 1315 7,49d (8,8)

3 115,0 7,00d (8,8)

4 161,4 -

5' 115,0 7,00d (8,8)

6' 1315 7,49d (8,8)

4'-OMe 55,9 3,83s

1" 101,9 5,11d (7,0)

2" 74,9 3,52t (9,0)

3" 78,0 3,50t (9,0)

4" 71,4 3,42t (9,0)

5" 78,6 3,56m

6" 62,6 3,71dd (12,8, 5,7)
3,93dd (12,3, 2,4)
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CONCLUSION



Conclusion

Le travail de recherche qui m’'a été cordiour but principal la connaissance de la
composition chimigue de I'espe€nonispusilla, plante locale poussant dans la région des
Aures et appartenant a la famille Fabaceae (Légnsai). Cette connaissance passe
evidemment par I'extraction et l'identification degtabolites que recélerait cette plante dont
le genre est connu pour sa richesse en divers oléegbsecondaires d'intérét biologique
comme les dérivés de I'acide anthranilique, lesvdérdu résorcinol, les pétocarpanes sans

oublier les flavonoides et autres isocoumarines.

Cette étude qui a porté sur I'extrait at®td’éthyle des parties aériennesQi®onis
pusilla, a permis d’isoler 10 composés naturels dont nléisvés de I'acide anthranilique se

sont averés nouveaux. Ces composes se reparessent

= quatre dérivés de I'acide anthranilique :

o0 acideN-(R)-3'-hydroxydocosanoylanthraniliqug) (nouveau)
acideN-(R)-3'-hydroxytricosanoylanthraniliqu@) (nouveau)
acideN-(R)-3'-hydroxytétracosanoylanthraniliqu® (nouveau)

o O O

acideN-icosanoylanthraniliquetj
= six flavonoides :

quercitrine §)

afzeline 6)

velutine {7)

genkwanine §)

formononéting9)

O O O O o O

ononine 10)

L'isolement et la purification de ces nitktes secondaires ont été effectués par
I'utilisation de différentes méthodes chromatogigpbs (VLC, CC, CCE et HPLC) sur
divers supports (silice normale, silice RP-18, Bolide SC6, Sephadex LH-20).

Leur détermination structurale a été s&ali grace a la combinaison des différentes
méthodes spectroscopiques incluant la RMN D t°C J-modulé), la RMN 2D (COSY H-
H, HSQC et HMBC), la spectrométrie de masse, latspscopie UV et IR, en plus de la
mesure du pouvoir rotatoire et la comparaison &®&données de la littérature.
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La configuration absolue des trois nouxeakérivés de l'acide anthraniliqgue a été
établie par la comparaison de la valeur du pouratiatoire de l'acide gras obtenu apres
hydrolyse alcaline, avec les données de la littéeat

La composition chimique de I'espéce étudisieen parfait accord avec celle des plantes
du genreOnonis. Elle confirme la prépondérance de flavonoides ceman genkwanine,
velutine et ononine rencontrés dans bon nombrepdaEs du genre comni& spinosa O.
speciosaand O. natrix. Les dérivés de I'acide anthranilique sont égal@nees présents car
ils ont été également mis en évidence dans beautespeces du genfenonis On citeraO.

natrix et O. viscesa

Il est important de signaler que c’estdaande fois qu'il a été relevé la présence de la
présence de dérives de l'acide anthranilique hydésx sur la chaine lipidique, plus
précisément erg de la fonction amide. Cependant, la premiére ioitah’établit pas la

configuration absolue de I'unique molécule isolée.

Au vu des intéressantes propriétés biologggdes dérivés de I'acide anthranilique, des

tests biologiques sur nos trois dérivés nouveaunk esovisages.

Les structures des produits isolés de Ees@nonispusilla sont représentées ci-apres.

> Dérivés de I'acide anthranilique

H
CH2>\ N CH2>\
CH CH
3 19 3
o) OH
C

OOH COOH
D )
H
N CH2>\ CH2>\
o OH
COOH COOH
3
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» Flavonoides
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CHAPITRE IV

PARTIEEXPERIMENTALE



IV.1. Matériel et méthodes

IV.1.1. Récolte du matériel végétal

La plante a été récoltée au mois de malatmée 2009, dans la région de Batna.
L’identification botanique a été réalisée par leofBsseur Bachir OUDJEHIH, du
Département d’Agronomie de I'Institut des Scienv@térinaires et Agronomiques relevant

de I'Université de Batna.

IV.1.2. Techniques analytiques de séparation
IV.1.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Ces analyses sont réalisées essentielteengohase normale avec des plaques de silice
Kieselgel 60 bs4 sur feuille d’aluminium (Merck). Le développemetds plagues s’effectue
dans des cuves en verre contenant I'éluant apgroba phase mobile est constituée d’'un
mélange binaire ou tertiaire de solvants selogpe tle séparation souhaitée.

Certaines analyses ont été effectuéedasepinverse avec des plaques de silice RP-18
sur feuille daluminium (Merck). Les systémes delvants utilisés sont constitués

principalement de mélanges méthanol/eau.

Apres développement, les plaques ont lBséreées a la lumiere du jour, et sous lampe
UV a 254 et 366 nm avant révélation par I'aciddwsidue, puis chauffées avec un seche-

cheveux jusqu’a apparition de taches de diverseieors en fonction du type de composés.

IV.1.3. Techniques préparatives de séparation
IV.1.3.1. Chromatographie sur couche épaisse (CCE)

Ce type de séparation est utilisé surpiiagues en verre recouvertes de silice (Silicagel
60 Fs4 Merck). L'échantillon a séparer est solubilisénglde solvant adéquat et ensuite
déposé sur la plaque a l'aide d’'une micropipeti développement a été effectué dans des

Cuves en verre.

IV.1.3.2. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide es technique rapide et peu colteuse, utilisée
pour une séparation grossier des extraits bruttte Gechnique a été effectuée en phase

inverse (silice RP-18) dans un entonnoir cylindeidjiiirant sur verre fritté n° 4.
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IV.1.3.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Les chromatographies sur colonnes ouveng<stté réalisées avec plusieurs types de
phases stationnaires dans des colonnes en vertrilleaet le diametre de la colonne sont
choisis en fonction de la quantité d’échantilloseparer.

Les phases stationnaires utilisées ontlétgel de silice 60 (230-400 Mesh), polyamide
SC6 et le sephadex LH-20. La quantité de phasestaire a été adaptée a la quantité et a la
nature de I'’échantillon a séparer. Le choix dedimms d’élution, le suivi de la séparation et

le rassemblement final des fractions sont effectués$a base d’analyses par CCM.

IV.1.3.4. Chromatographie liquide semi-préparativea haute pression

La chromatographie liquide semi-préparative a haotession est une technique
largement répandue pour les étapes finales deiqatitin. Dans ce présent travail, cette
technique a été employée afin de séparer et puleiecomposes, 2 et 3. La séparation a été
réalisée en phase inverse sur une colonne (XTdPra8R 19 x 250 mm, pm) éluée par un
mélange de solvant MeCN,8 en mode gradient et avec un débit fixé a 25 ml/mi

IV.1.4. Méthodes physicochimiques
IV.1.4.1. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse HRESI ont été stm&gien mode négatif sur un spectromeétre
BrukerMicrOTOF.

Les spectres de masse ESI et MS/MS onerdtggistrés en modes positifs et négatifs
sur un spectromeétre Bruker Esquire-LC.
IV.1.4.2. Spectrométrie de RMN

Les spectres de résonance magnétiqueamgcient été enregistrés sur un appareil de
type Bruker Avance Il & 500 MHz (RMRH) et 125 MHz (RMN'®C), Les échantillons ont
été solubilisés dans les solvants deutérés ILLOD et DMSO€6.

IV.1.4.3. Spectrométrie UV

Les spectres UV des composes isolés @negtegistrées dans MeOH a l'aide d’'un

spectrophotométre UV M{Safas.
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IV.1.4.4. Spectrométrie IR

Les spectres infra-rouge ont été réalmésmoyen d'un spectrophotometre Bruker

Tensor 27 FT-IR sur des pastilles de KBr.

IV.1.4.5. Pouvoir rotatoire

La mesure du pouvoir rotatoire des acides gbtenus apres hydrolyse alcaline des
composeéd, 2 et3 a été realisée dans MeOH sur un polarimétre Pé&rkirer 341. La source
de lumiere utilisée est la raie D du sodium (589 dians une cuve de 10 cm et de volume

1 ml & température ambiante.

IV.2. Extraction

Les parties aériennes seche®denis pusilla(lm = 800 g)ont été broyées et mises a
maceérer dans un mélange EtOKIH(70/30) durant 48h sous agitation. Cette maaradst
répétée deux fois (2 x 8 I) avec un renouvellendengolvant. Apreés filtration et concentration
sous vide a température de 35 °C, I'extrait aquesidilué avec 500 ml d'eau distillée puis
soumise a une extraction liquide-liquide successem avec |'éther de pétrole, l'acétate
d'éthyle et len-butanol. Les trois phases organiques récupérégséohées avec du D,
anhydre puis filtrées et concentrées a sec pounatd® 25 g de I'extrait éthéropétrolique, 20
g de I'extrait d’acétate d’éthyle et 28,5 g de trai butanolique.

IV.3. Etude de I'extrait d’acétate d’éthyle
IV.3.1. Fractionnement

7 grammes de I'extrait d’acétate d’éthglet été soumis a un fractionnement grossier au
moyen d’'une chromatographie liquide sous vide (Vu@l)sant comme phase stationnaire le
gel de silice RP-18 (50 g). L’élution est réaligggr le mélange eau/méthanol a différents
gradients (80/20, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100). DPastions de 100 ml ont été collectées a
chaque fois et examinées par chromatographie sitheomince (CCM) pour étre par la suite

regroupées en 10 fractions.

Le fractionnement de I'extrait d’acétatéthyle des parties aériennes@gnonis pusilla

est récapitulé dans le tableau suivant (Tableal)lV-
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Eluant colonne Fractions Poids en mg
80-20
80-20 F1 15
80-20
60-40 F2 20
60-40 F3 44
60-40
F4 50
60-40
Eau/Méthano 40-60
F5 130
40-60
40-60
F6 120
40-60
20-80
20-80 F7 1460
20-80
20-80
F8 146
100
100
Méthanol F9 2820
100
100 F10 640

Tableau IV-1 : Fractrionnement de I'extrait d’acétate d’éthyle.

IV.3.2. Purification
IV.3.2.1. Purification de la fraction F9

La fraction9 (2,8 g) a été chromatographiée sur colonne de gel de licphase
normale, éluée par un mélange CEH&EOH (100/0 — 80/20). Des fractions de 10 ml dst é
recueillies et examinées par CCM pour étre finalgmegroupées en 18 sous-fractions (sF1 a

sF18). Le tableau suivant (Tableau IVe@3semble les différentes sous-fractions obtenues.
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Eluant colonne Sous-fractions Poids en mg
100-0 sF1 360
99-1 skF2 280
sF3 137
sF4 72
97-3 sF5 40
sF6 69
sF7 80
sF8 94
sF9 61
CHCly/MeOH 95-5
sF10 70
sF11 34
sF12 150
93-7
sF13 25
sF14 134
90-10 sF15 222
sF16 119
sF17 30
80-20
sF18 18

Tableau V-2 : Rassemblement des sous fractions de F9

La sous-fraction 13 (25 mg) a subi une s#mm en phase inverse sur une colonne
HPLC semipréparativeavec un gradient 10/ MeCN (80/20 — 00/100) et un débit fixé a 25
ml/min, elle a permis d’obtenir les trois compod4e@R = 9,920 min, m = 3 mgR (IR =
10,193 min, m = 3,4 mgt3 (tR = 10,647 min, m = 3,6 mg).

La sous-fraction 2 (280 mg) a été reprigeusie colonne de gel de silice normale, éluée
par le hexane/acétate d’éthyle (100/00 — 60/40nzed’obtenir le composé (3,4 mg).
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Les sous-fractions 3 (137 mg) et 5 (40 wigf) donné des précipités dans Ck@ui
sont les deux compos846 mg) et9 (13,6 mg) respectivement.

La sous-fraction 17 (30 mg) a subi uneiffmation sur colonne de Sephadex LH-20
dans le méthanol, permis d’obtenir le compb8¢4 mg).

IV.3.2.2. Purification de la fraction F6

La fraction 6 (120 mg) a été chromatogréphsur colonne depolyamide SC6,
€luée par un mélangéoluene/MeOH (100/00 — 70/30). Ceci a permis d'olit® sous-

fractions (Tableau IV-3).

Eluant colonne Sous-fractions Poids en mg
100-0 sF'1 6,3
sF'2 11,4
99-1
sF'3 3,8
sF'4 4
99-3
Toluene/MeOH sF'5 8,4
95-5 sF'6 10,5
90-10 sF'7 11,2
80-20 sF'8 10
70-30 sF'9 19

Tableau V-3 : Rassemblement des sous fractions de F6

La derniere sous-fraction 9 (19 mg) a sbémise a une purification

sur plaque

préparative de gel silice normale, éluée par GHUOH (4:1) pour donner le composé

(4,4 mg).

IV.3.2.3. Purification de la fraction F7

La fraction 7 (1,46 g) a subi une sépamasor colonne deolyamideéluée par un
mélangeToluene/MeOH (100/00 — 70/30), permettant d'obtdir sous-fractions (sF"1 a

SF"16).
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Eluant colonne Sous-fractions Poids en mg
sF"1 27
100-0 sF"2 120
sF"3 208
sF"4 159
sF"5 131
99-1
sF"6 37
sF"7 40
97-3 sF"8 149
Toluene/MeOH
95-5 sF"9 105
sF"10 38
93-7
sF"11 71
90-10 sF"12 47
sF"13 62
80-20
sF"14 20
sF"15 86
70-30
sF"16 32

Tableau 1V-4 : Rassemblement des sous fractions de F7

La sous-fraction 14 (20 mg) a été purif@ée colonne de Sephadex LH-20 dans le
méthanol, pour donner le compd€,8 mgQ).

La précipitation dans MeOH de la sousticec 3 (208 mg) a permis d'obtenir le
composé/ (6 mg).

IV.3.3. Hydrolyse alcaline des composés 1, 2 et 3

Afin de déterminer la configuration absoldes trois acides anthraniliques nouveaux,
ils sont soumis a une hydrolyse alcaline dans digiens éthanoliqgues de KOH (20 %). Les
meélanges sont mis sous agitation pendant 5 heares uhe température ambiante. Le pH a
éte ajusté a 2-3 par I'addition de HCI (1N). Letusons sont extraites a I'acétate d’éthyle.

Les phases organiques sont séchées si8Qyauis filtrées. L'évaporation a sec du solvant a
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permis de récupérer les acides gras correspondantemparaison des pouvoirs rotatoire de
ces derniers avec les données de la littératuramgtede déduire qu’ils sont tous de
configuration R).

IV.4. Composés isolés de I'espe@mnonis pusilla

) H '
Composé 1 3 No . 2 CHz)
2 3 ~
4 CH3
18
Aspect : Poudre amorphe blanche . o OH
1 “COOH

Nom : AcideN-(R)-3'-hydroxydocosanoylanthranilique 6
Formule : GgH49NO4

HRESIMS :m/z= 474,3602 [M-H] (calc. GgH4sNO,, 474,3589)
MS/MS :m/z= 177 [M-298]

RMN *H et**C : Voir tableau I11-1

) H .
Composeé 2 3 LN 2 . en %
4 CH3
19

Aspect : Poudre amorphe blanche 5 0 OH
Nom : AcideN-(R)-3'-hydroxytricosanoylanthranilique 6

Formule : GoHs:NO4

HRESIMS :m/z= 488,3736 [M-H] (calc. GoHsgNO,, 488,3745)

MS/MS :m/z= 177 [M -312]

RMN *H et*C : Voir tableau I11-2

~ H .
Composé 3 A N1 A, CHZ)\
4 CH3
o} OH
Aspect : Poudre amorphe blanche 5
1 “COOH

Nom : AcideN-(R)-3'-hydroxytétracosanoylanthranilique
Formule : GiH53NO4

HRESIMS :m/z= 502,3892 [M-H] (calc. GiHs:NO,, 502,3902)
MS/MS :m/z= 177 [M-326]

RMN *H et'*C : Voir tableau 111-3
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Composé 4

Aspect : Poudre amorphe blanche
Nom : AcideN-icosanoylanthranilique
Formule : G7H4sNO3

ESI :m/z= 430 [M-H] , 454 [M+Na]
RMN *H et™*C : Voir tableau I1I-4

Composé 5

Aspect : Poudre jaune

Nom : Quercitrine

Formule : GiH20011

ESI :m/z= 447 [M-H] , 471 [M+Na]
RMN *H et™C : Voir tableau I11-5

Composé 6

Aspect : Poudre jaune

Nom : Afzeline

Formule : GiH20010

ESI :m/z= 431 [M-H] , 455 [M+Na]
RMN *H et**C : Voir tableau I11-6

Composé 7

Aspect : Poudre jaune

Nom : Velutine

Formule : G7/H1406

ESI :m/z= 313 [M-H]

RMN *H et*C : Voir tableau I11-7
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Composé 8

Aspect : Poudre jaune

Nom : Genkwanine

Formule : GeH1205

ESI:m/z= 283 [M-H]

RMN *H et**C : Voir tableau 111-8

Composé 9

Aspect : Poudre blanche

Nom : Formononétine

Formule : GeH1204

ESI:m/z= 267 [M-H]

RMN *H et*3C : Voir tableau I11-9

Composé 10

Aspect : Poudre blanche
Nom : Ononine

Formule : G,H2,09
ESI:m/z= 453 [M-H]
RMN *H et*3C : Voir tableau 111-10
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Résumé

Ce travail de recherche est consacréadéphytochimique de I'espe@monispusilla,
plante locale poussant dans la région de Batnappartenant a la famille Fabaceae

(Leguminosae).

Cette étude qui a porté essentiellemariiestrait acétate d’éthyle des parties aériennes
de la plante en question, a permis d’isoler padi&égrentes méthodes chromatographiques
(VLC, CC, CCE et HPLC) de 10 métabolites secondat@nstitués de 4 dérivés de l'acide
anthranilique dont trois se sont avéerés nouveaéxXleionoides.

L'identification de ces métabolites se@iras a été réalisée grace a la combinaison des
différentes méthodes spectroscopiques incluant REIN'H, *C J-modulé) et 2D (COSY H-
H, HSQC et HMBC), la spectrométrie de masse, latspscopie UV et IR, en plus de la
mesure du pouvoir rotatoire et la comparaison &®&données de la littérature.

La composition chimique de I'espéce étadiegettant en évidence la présence de dérivés
de lI'acide anthranilique et de flavonoides, esparfait accord avec celle des plantes du genre

Ononis
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