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Introduction

Les produits de la nature ont toujours été utilisés en medecine traditionnelle, et cela depuis
I’antiquité, pour le traitement de nombreuses maladies et affections. Depuis, les diverses méthodes
d’investigation chimiques mises en ceuvre ont permis d’obtenir une vaste gamme de métabolites
secondaires bioactifs provenant des deux sources, marine et terrestre. Un nombre important de ces
métabolites constitue encore un facteur essentiel dans I’industrie pharmaceutique. Si les efforts de
recherche et de développement de médicaments d’origine naturelle se sont quelque peu essoufflés,
il n’en demeure pas moins que les produits naturels continuent de fournir une diversité structurale
de tout premier ordre, offrant ainsi des opportunités certaines a la chimie combinatoire standard
pour découvrir principalement des agents méedicamenteux de faible masse moléculaire [1]. Si ’on
tient compte du fait qu’une petite partie (moins de 10 %) de la biodiversité a été évaluée
biologiquement, beaucoup de composés naturels dotés d’activités biologiques potentielles attendent

leur découverte, permettant de mieux cerner cette diversité chimique naturelle toujours surprenante.

Les plantes sont connues pour leurs vertus thérapeutiques, depuis des millénaires. Elles se
sont adaptées a leur environnement en produisant divers métabolites secondaires pour faire face aux
agressions externes dues aux bactéries, insectes, champignons ainsi qu’aux conditions climatiques.
Leurs propriétés ethnopharmacologiques ont servi comme source primaire pour la découverte de
médicaments. Selon ’OMS, 80 % de la population mondiale a encore recours a des traitements a
base de plantes, faisant partie de ce qu’on appelle "médecine traditionnelle" [2]. Les connaissances
associées a cette derniere ont encouragé d’autres recherches sur les plantes médicinales comme
source de médicaments potentiels. Elles ont conduit a I’isolement de nombreux produits naturels qui

sont devenus des produits pharmaceutiques bien connus.

Les polyphénols font justement partie de ces métabolites secondaires produits par les plantes
pour se prémunir des attaques d’organismes externes. Il a été établi que les polyphénols
alimentaires (acide caféique, acide vanillique, génisteine, taxifoline, catéchine, quercétine,
rutine...... ) jouent un réle important dans la santé humaine. En effet, une consommation élevée de
fruits, legumes, riches en polyphénols, abaisse remarquablement le risque de contracter de
nombreuses maladies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, les inflammations
chroniques et autres maladies dégénératives [3, 4]. Ces maladies, selon des études récentes, sont
liées au stress oxydatif des especes réactives de 1’oxygene et I’azote. Phytochimiquement, les
polyphénols sont les responsables principaux des activités antioxydantes totales des fruits, plus que
la vitamine C. llIs se sont avérés comme des antioxydants puissants capables de neutraliser les

radicaux libres, en donnant un électron ou un atome d’hydrogeéne.



Introduction

Les plantes appartenant a la famille Cistaceae qui, a I’instar de la flore méditerranéenne,
constituent une ressource végetale qui n’a cessé, depuis des siecles, d’étre utilisée par les
populations autochtones pour leurs propriétés médicinales, sont trés pourvues en COmMpOsés
polyphénoliques. Ces derniers sont constitués essentiellement de flavonoides de types flavonol,
flavanol et flavone, d’ou notre intérét a étudier chimiquement deux plantes Cistaceae appartenant au
genre Fumana, F. montana Pomel et F. thymifolia (L.) Spach ex Webb (Cistaceae). Le but évident
est d’élargir nos connaissances quant a la composition chimique des plantes de la famille Cistaceae
qui compte environ 200 espéces réparties en 8 genres (Cistus, Fumana, Halimium, Helianthemum,
Tuberaria, Crocanthemum, Hudsonia et Lechea) [5]. Notre intérét, tout aussi évident, se justifie
¢galement par le fait que ces deux plantes n’ont fait I’objet d’aucune étude chimique antérieure
conséquente. La seule étude mentionnée reporte une caractérisation chimique par Chromatographie
en Phase Gazeuse (CPG) des huiles essentielles issues des parties aériennes de I’espéce Fumana
thymifolia [6].

Notre travail de recherche sera présenté globalement en cing chapitres :

Le premier chapitre sera consacré a une étude bibliographique incluant la présentation de la
famille Cistaceae, les multiples usages traditionnels des plantes de cette famille, leurs propriétés
biologiques ainsi que les principaux résultats phytochimiques antérieurs réalisés sur les genres les

plus étudiés, a savoir Cistus, Halimium et Helianthemum.

Le deuxiéme chapitre présentera les composés phénoliques, leur définition, leur

classification, leur biosynthése ainsi que leur intérét thérapeutique.

L’interprétation et la discussion des résultats phytochimiques personnels obtenus dans le
cadre de cette étude réalisée sur les deux espéces, Fumana montana et Fumana thymifolia, seront

exposées dans les troisieme et quatriéme chapitres.

Enfin le cinquiéme chapitre est réservé a la description des protocoles expérimentaux ainsi

que les méthodes d’analyse structurale utilisées au cours de cette investigation chimique.



Chapitre I

Efudes anférieures



CHAPITRE | Etudes antérieures

1.1. Présentation de la famille Cistaceae

Les plantes de la famille Cistaceae sont en genéral des arbustes, sous-arbrisseaux et
plus rarement des plantes herbacées. Elles peuvent étre vivaces ou annuelles et sont
caractéristiques des milieux secs et ensoleillés [7]. Selon Beatriz Guzman [5], cette famille
compte environ 200 especes reparties en 8 genres que sont Cistus, Fumana, Halimium,
Helianthemum, Tuberaria, Crocanthemum, Hudsonia et Lechea. Les espéces qui caractérisent
tous ces genres sont principalement localisées dans les zones tempérées du nord,
particulierement dans la région méditerranéenne (Tableau 1.1). En effet, toutes les espéces
relevant des cing premiers genres mentionnés ci-dessus, sont distribuées presque
exclusivement dans le bassin méditerranéen. Les espéces constituant les trois derniers genres

cités se rencontrent dans les régions temperées de I'Amérique [8, 9] (Figure 1.1).

Tableau I.1. Distribution geographique des huit taxons des Cistaceae

T Nombre Localisation Références
axon .
d’espéces

-Europe centrale et méridionale, Russie,

Asie centrale, Afrique du Nord [5], [13], [14],
Helianthemum ~ 110 ] o ]
(Algérie, Maroc, Tunisie, Lybie,...), [15]
Amérique
) - Régions méditerranéennes, Afrique [10], [11], [5],
Cistus ~21
du Nord. [12]
Crocanthemum - Cotes atlantiques d’Amérique
~ 20 o : [5], [21]
(Californie et Mexique)
Lechea ~ 17 -Amérique du Nord [5], [21]
Tuberaria = 12 -Régions méditerranéennes occidentales  [5], [22], [23],
Xolantha et méridionales du Nord [24]

-Europe méridionale, régions
Fumana ~9 o . [13], [16], [17]
méditerranéennes

o -Europe méridionale, Afrique du Nord,
Halimium ~8 o - ) _ [5], [18], [19]
région méditerranéenne occidentale.

Hudsonia ~2 - Ameérique du Nord. [5], [20], [21]
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Figure 1.1. Répartition géographique des plantes Cistaceae
1.2. Caractéristiques botaniques

La petite famille Cistaceae est considérée comme 1’une des plus difficiles a étudier du
point de vue botanique. Elle tire son nom du mot grec "Kisthos" qui signifie capsule [25, 26].
Les plantes de cette famille sont généralement a fleurs réguliéres, bisexuées, solitaires ou
arrangées en cymes. Elles présentent généralement 5 sépales dont deux plus réduits et 5
pétales. Les étamines sont nombreuses. L’ovaire est composé de 5 a 10 carpelles comprenant
2 ou plusieurs ovules. Les feuilles sont opposées, simples, stipulées et portent dans de
nombreux cas des glandes sécrétrices d’huiles volatiles (Cistus et Helianthemum) ou des poils
glanduleux [25, 27].

«ltg o 6 -

Figure. 1.2. Différents rameaux floriferes des espéces Cistaceae
1.3. Position systématique

Les plantes Cistaceae forment une famille de plantes dicotylédones. Cette famille a

souvent été considérée comme voisine des Vioalaceae. De nombreux reclassements au niveau


https://maryvonnepellay.files.wordpress.com/2011/01/cistace1.jpg
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de I’ordre ont été réalisés : Bixales (Takhtajan 1987), Violales (Cronquist 1988), Malvales
(Dahlgren 1989), Violales (Thorne 1992) et Cistale (Takhtajan 1997), suite a des
modifications basees sur des criteres morphologiques et anatomiques qui se sont avéres
complexes. Cependant, des analyses moléculaires récentes basées sur des séquences d’ADN

ont permis de classer la famille Cistaceae dans 1’ordre des Malvales [5].

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Malvales
Famille Cistaceae

1.4. Propriétés médicinales et intérét biologique des plantes Cistaceae

1.4.1. Vertus médicinales

Les plantes Cistaceae, particulierement celles appartenant au genre Cistus et constituées
de petits arbustes poussant a 1’état sauvage en Méditerranée occidentale (Portugal, Espagne,
Sud de la France, Italie, Algérie, Maroc), sont fréquemment employées en médecine
traditionnelle pour leurs divers effets : analgésique, antimicrobien, antitumoral, antiviral, anti-

inflammatoire, antifongique, gastroprotecteur et antioxydant [29, 30, 31].

L’espece Cistus ladaniferus L., plus connue sous le nom Ciste a gomme, sécréte du
labdanum qui est une sorte de gomme-résine produite par les glandes oléiferes présentes au
niveau des feuilles, rameaux et des sommités fleuries de la plante. Cette résine extraite par
immersion du Ciste dans de 1’eau chaude carbonatée, est un produit noiratre possédant une
odeur ambreée et une saveur amére. Le labdanum est utilisé comme médicament stimulant,

astringent et hémostatique [32].

La méme plante est largement utilisee en thérapeutique traditionnelle pour guérir un
bon nombre de maladies. Dans la région d’Al Haouz-Rhamna (Maroc), la poudre des graines
associée avec celle de la nigelle (Nigella sativa) est employée pour traiter le diabéte [33]. Elle
est aussi utilisée a grande échelle par les populations locales du nord du Maroc comme anti-
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acide, antidiarrhéique et antispasmodique [34]. En Espagne, les infusions de ses feuilles et
fleurs sont employées comme remeéde pour soulager les maux gastriques, 1I’inflammation et

nettoyer les blessures [35].

En Algérie, les feuilles de C. albidus L. sont consommées sous forme de tisane, en
infusion dans du thé, comme digestif [36]. Cette plante est aussi utilisée contre les maux
d'intestins [36].

Cistus creticus L. (Syn. C. incanus ou C. villosus), espéce tres répandue sur le pourtour
du bassin méditerranéen, est un arbrisseau mesurant environ un meétre. La décoction de ses

feuilles agit contre les coliques [37].

En Turquie, ’espéce C. salvifolius L. est utilisée contre les hémorragies et
la bronchite [37].

L’espéce Helianthemum glomeratum est utilisée au Mexique pour le traitement de

la diarrhée et la dysenterie [38].

Dans la médecine populaire libyenne, Helianthemum kahiricum est utilisée

traditionnellement pour soigner l'ulcere gastrique [39].

1.4.2. Activités biologiques

Les extraits aqueux des feuilles de C. ladanifer et C. populifolius, contenant les tanins
ellagiques ont montré un pouvoir antioxydant, antimicrobien et une activité cytotoxique
contre des cellules cancéreuses humaines [40].

Angela Rubio-Moraga et ses collaborateurs ont confirmé le pouvoir antioxydant et
antimicrobien chez les Cistaceae par une recente étude biologique effectuée sur onze taxons
du genre Helianthemum. Une forte relation a été trouvee entre les profils polyphénoliques des
différents extraits (aqueux et méthanolique) des feuilles de chaque taxon et les activités anti-
oxydante et antibactérienne. En effet, les espéces H. alypoides, H. cinereum subsp.
rotundifolium, H. hirtum, H. asperum, et H. marifolium subsp. marifolium sont
caractérisees par la présence des dérivés des acides galliques et ellagiques ainsi que les tanins

ellagiques. Le profil polyphénolique de H. apenninum subsp. cavanillesianum, H. syriacum
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et H. polygonoides est constitué principalement de flavonoides. Par ailleurs, les espéeces
Helianthemum cinereum, Helianthemum alypoides et Helianthemum marifolium ont
présenté des activités de piégeage de radicaux libres et antimicrobiennes importantes [41].

Les investigations pharmacologiques réalisées sur I’extrait méthanolique de I’espéce
H. glomeratum ont montré des propriétés antigiardiales, suite a des tests réalises sur des
souris infectées par le parasite intestinal Giardia lamblia [38].

I.5. Propriétés non médicinales
Les plantes Cistaceae sont également cultivées et utilisées comme plantes

ornementales.

Les graines pilées de la plupart des Cistes sont consommées dans les campagnes

marocaines, comme amuse-gueule et en cuisine comme chapelure pour les gateaux [37].

Les cendres des fruits de C. albidus L. mélangées aux fruits de Juniperus phoenica

sont utilisées comme moyen de tatouage [37].

Certains genres Cistaceae (Fumana, Tuberaria et Helianthemum) peuvent présenter
des associations symbiotiques mycorhiziennes avec les truffes (Terfez et Tuber) [31], tandis
que beaucoup de ces especes jouent un réle important en tant que plantes pionniéres dans les

zones perturbées et la stabilisation des sols contre 1’érosion [20].

1.6. Principaux métabolites secondaires des plantes Cistaceae

Les investigations phytochimiques effectuées sur un nombre important d’especes de la
famille Cistaceae, ont concerné essentiellement les genres Cistus, Halimium et
Helianthemum. Elles ont globalemlent mis en évidence la présence de diterpénes, de

polyphénols (flavonoides) et les huiles essentielles.

1.6.1. Flavonoides
Les flavonoides isolés ou mis en évidence dans les plantes Cistaceae sont constitués
essentiellement de flavonols O-méthoxylés et/ou O-glycosylés, flavanols et flavones. Bien

que des génines de type myricétine, apigénine, lutéoline, gossypétine, herbacétine et
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isorhamnétine ont été isolées, la présence de flavonoides dérivés du kaempférol et quercétine

est particuliérement remarquable dans cette famille.

1.6.1.1. Flavonols et Flavones

Le genre Cistus est caractéristique de la région mediterranéenne. La comparaison
chimique des résines fraichement récoltées de différentes especes de ce genre telles que
Cistus ladanifer, C. palinhae, C. albanicus, et C. parviflorus, effectuée par Peter Proksch et
Paul-Gerhard Gilz, a permis de définir les flavonoides O-méthoxylés comme marqueurs
chimio-taxonomiques [42, 43]. On citera entre autres : kaempférol 3-méthyl ether, quercétine
3,7,3'-triméthyl éther, myricétine 3,7,3',4'-tetraméthyl éther, gossypétine 3,8,3',4'-tetraméthyl

Tableau 1.2. Distribution des Flavonols et Flavones dans le genre Cistus

Structure Espece Réf.
1 Kaempferol C. laurifolius "
2 Quercétine
4 Isorhamnétine C. ladanifer 46
5 Lutéoline
C. laurifolius 44
6 Apigénine
7 Jaranol
C. palinhae 47
8 Genkwanine
C. palinhae 47
9 Kaempférol 3-méthyl éther C. albanicus,
43
C. parviflorus
C. laurifolius 44
10 | Kaempférol 3,7-diméthyl éther
C. parviflorus
C. albanicus
11 | Kaempférol 3,4’-diméthyl éther
C. parviflorus 43

12 | Kaempférol 7-méthyl éther
C. parviflorus
13 | Kaempférol 4’-méthyl éther
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14 | Kaempférol 3,7,4'-triméthyl éther
15 | Lutéoline 7-méthyl éther
16 | Apigénine 7-méthyl éther
17 | Quercétine 3-méthyl éther
18 | Quercétine 7-méthyl éther
19 | Quercétine 5-méthyl éther
20 | Quercétine 3'-méthyl éther
C. laurifolius
21 | Quercétine 3,7-diméthyl éther
22 | Quercétine 7,3'-diméthyl éther
23 | Quercétine 3,4'-diméthyl éther
24 | Quercétine 5,3'-diméthyl éther
25 | Quercétine 3,5,3'-triméthyl éther
26 | Quercétine 3,3'-diméthyl éther C. laurifolius
27 | Quercétine 3,7,3'-triméthyl éther C. parviflorus
28 | Myricétine 3,7,3',4'-tetraméthyl éther C. parviflorus
29 | Myricétine 3,7,4',5'-tetraméthyl éther C. monspeliensis
30 | Gossypétine 3,8,3',4'-tetraméthyl éther C. parviflorus
31 | Gossypétine 3,7,8,3',4'-pentaméthyl éther
32 | Gossypétine 3,8,3'-triméthyl éther
33 | Herbacétine 3,7,8,4'-tetraméthyl éther
34 | Herbacétine 3,8,4'-triméthyl éther
35 | Herbacétine 3,8-pentaméthyl éther C. albanicus
36 | Quercétagetine 3,6,3'-triméthyl éther
37 | Quercétagetine 3,6-diméthyl éther
38 | 6-hydroxy kaempférol 3,6,4'-triméthyl éther
39 | 6-hydroxy kaempférol 3,6-diméthyl éther
40 | Myricétine-3-O-rutinoside
41 | Myricétine-3-O-glucoside

44

44
43
43
45
43

43
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42 | Quercetine-3-O-sophoroside
43 | Quercétine-3-O-galactoside-7-rhamnoside
44 | Quercétine-3-O-rutinoside C. ladanifer 46
45 | Querceétine-3-O-xylosyl (1—6) glucoside
46 | Querceétine-3-O-glucoside
47 | Querceétine-3-O-rhamnosyl (1—2) galactoside
48 | Kaempférol-3-O-glucoside
49 | Kaempférol-3-O-rutinoside
50 | Isorhamnétine-3-O-glucoside
51 | Isorhamnétine-3-O-xylosyl (1—6) glucoside
52 | Apigenine-6-C-glucoside
48
53 | Apigenine-6-C-rutinoside
N° R, R, R; R4
H H
OH H
OH OH
OH H
H H
RO
N° R R, Rs R, Rs Re
4 OH OH OCH, H H H
7 OCH, OH H H H CHs,
8 H OH H H H CH;,
9 OCH; OH H H H H
10 OCH; OH H H H CH;
11 OCH; OCH; H H H H
12 OH OH H H H CH;,
13 OH OCH; H H H H
14 OCH; OCH; H H H CH;
15 H OH OH H H CH;

10
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16 H OH H H H CHa
17 OCH;, OH OH H H H
18 OH OH OH H H CH;
19 OH OH OH H CH; H
20 OH OH OCH; H H H
21 OCH; OH OH H H CH;
22 OH OH OCHs; H H CH;
23 OCH; OCH; OH H H H
24 OH OH OCHj H CH; H
25 OCH; OH OCH3 H H CHs
26 OCHg; OH OCHs; H H H
27 OCHjs OH OCH; H H CH;
28 OCH; OCH; OCHs3 OH H CH;
29 OCH; OCH; OH OCH; H CH;

RZ

Rl
N° R, R, R3 R4 Rs
30 H OH OCH3 OCH; OCH;
31 H OCHj; OCH; OCH; OCHjs
32 H OH OCH; OCHs; OH
33 H OCHj; OCH; H OCHjs
34 H H OCH;
35 H H OH
36 OCH;, OCH; OH
37 OCHj; OH OH
38 OCH;, H OCHjs
39 OCH;, H OH
N° R R, R3 R4 Rs
40  Rhal 6Glc OH OH OH
41 Glc OH OH OH
42 Glec L_2Glc OH OH H H
43 Gal OH OH H Rha

11
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44  Rhal_6Glc OH OH H H
45 Xyll _6Glc OH OH H H
46 Glc OH OH H H
47 Rhal_2Gal OH OH H H
48 Glc OH H H H
49  Rhal 6Glc OH H H H
50 Gle OH OCH; H H
51 Xyll _¢Glc OH OCH; H H

N° R
52 Glc
53 Rhal 6Glc

1.6.1.2. Flavan-3-ols et proanthocyanidines

Les études phytochimiques réalisées par Frank Petereit et ses collaborateurs, dans

leurs recherches systématiques des polyphénols des cistes, ont permis I’isolement et

I’identification de flavonoides de types flavan-3-0l et proanthocyanidine (Tableau

1.3).

Tableau 1.3. Distribution des flavan-3-ols et proanthocyanidines dans le genre Cistus

54
55
56
57
58

59

60
61
62
63

Structure
Epicatéchine-(4p—6)-catéchine
Epigallocatéchine-3-O-gallate-(4p—6)-gallocatéchine
Epigallocatéchine-(4—8)-catéchine
Epigallocatéchine-(4—8)-gallocatéchine
Epigallocatéchine-3-O-gallate-(4p—8)-gallocatéchine
Gallocatechine-(4a—8)-gallocatéchine-(4a—8)-

gallocatéchine

Catéchine

Gallocatéchine
Catéchine-3-O-a-L-rhamnoside

Gallocatéchine-3-O-gallate

Espece

C. incanus

12

Réf.

49

50
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64 || Epicatéchine-(4p—8)-catéchine
65 || Catéchine-(40—8)-catéchine
66 || Gallocatéchine-(4a—6)-gallocatéchine
67 || Gallocatéchine-(4a—8)-gallocatéchine
68 || Gallocatéchine-(4a—8)-catéchine
69 || Catéchine-(4a—8)-gallocatéchine
70 || Gallocatéchine-(4a—8)-gallocatéchine-(4a—8)-catéchine
71 || Epicatéchine
72 || Epigallocatéchine
73 || Epicatéchine-3-O-gallate
74 || Epigallocatéchine-3-O-gallate
: S C. salvifolius
75 || Epigallocatéchine-3-O-(4-hydroxybenzoate) 51
76 || Epigallocatéchine-(4p—8)-épigallocatéchine
77 || Epigallocatéchine-3-O-gallate-(4p—8)-épigallocatéchine
78 || Epigallocatéchine-(4p—8)-épigallocatéchine-3-O-gallate
79 || Epigallocatéchine-(4p—6)-épigallocatéchine-3-O-gallate
N° R R,
60 H H
61 H OH
62 Rha H
63 Galloyl OH
N° R R,
71 H H
72 H OH
“/OR, 73 Galloyl H
OH 74 Galloyl OH
75 (4-hydroxy)-benzoyl OH

13
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OH
HO

[NRRRR

OH

N° R, R, R;

56 H H OH

57 OH H OH

58 OH Galloyl OH

64 H H H
N° R
59 OH
70 H

OH
HO

N° R: R>
65 H H
67 OH OH
68 OH H
69 H OH
OH
OH

N° R, R,
76 H H
77 galloyl H
78 H galloyl
OH
OH
OH
OH
OH
(0]
OH
R
: OH
= o .
OH

OH

OH

14



CHAPITRE | Etudes antérieures

55 OH Galloyl H

1.6.2. Diterpénes

Les diterpenes constituent un groupe de substances naturelles tres important au sein
des espéces relevant de la famille Cistaceae. Les investigations phytochimiques réalisées,
particulierement sur les plantes de genres Cistus et Halimium, ont permis I’isolement de
composés diterpéniques a squelette labdane (source de la gomme labdanum), halimane,
valparane et tormésane (Tableau 1.4). Leurs structures moléculaires ont été établies grace aux

méthodes d’analyse spectroscopiques et chimiques.

Tableau 1.4. Diterpénes isolés des plantes des genres Cistus et Halimium.

N° Structure Espece Réf.
80 | (5,8,9,10R)-labd-13(E)-én-8,15-diol

81 | (5,8,9,10R)-labd-7,13(E)-dién-15-ol

82 | (5,8,9,10R)-labd-7,13(E)-dien-15-yl acétate

83 | 8,13-époxylabd-14-éne C. incanus 52
84 | 13-épi-8,13-époxylabd-14-ene

85 | labd-14-én-8,13-diol

86 | 13-épi-sclareol

15
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87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

8-hydroxy-15-B-phényl propionoxy-labdane
8-hydroxy-15-acétoxy-labdane

8,15-labdanediol

8-épi-15-labdanediol

8-labden-15-ol

8(17)-labdén-15-ol

6-0x0-7-labden-15-ol

6p-hydroxy-8(17)-labden-15-ol
(5R,8R,9S,10S)-méthyl-2-ox0-3-cis-cléroden-15-oate
Acide (5S,8R,9R,10S,13S)-2-0x0-3-cléroden-15-oique
Acide (13E)-labd-7,13-dién-15-yl malonique

Acide malonique (13E)-labd-7,13-dién-15-yl-méthyl diester

di-((13E)-labd-13-ene, 8a-0l-15-yl) malonate
di-((13E)-labd-7,13-dién-15-yl) malonate

Acide cativique

Acide labdénique

Acide labdanolique

Acide cistadienique

Acide cistenolique
15,18-diacétoxy-3-en-cis-clérodane
15-acétoxy-3-en-cis-clérodan-18-ol

Acide 15-acétoxy-cis-clerodan-3-én-18-oique
15-acétoxy-cis-clérodan-3-én-18-al
15-hydroxy-cis-clérodan-3-én-18-al

Méthyl 2a,3p-dihydroxy-4(18)-neo-clérodén-15-oate
Méthyl 6B,8-dihydroxy-ent-13(E)-labdén-15-oate
Acide salmantique

Salmantidol

C. palinhae

C. creticus

C.
symphytifolius

C.

monspeliensis

C. populifolius

C. laurifolius

16

47

53

54

55

56

57
58

59
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115
116
117
118
119
120
121

122

123
124
125
126
127
128
129
130
131

132

133
134
135
136

Méthyl 15-Z-cinnamoyloxy-7-labden-17-oate

Acide acétoxyhydrohalimique

Acide hydrohalimique

Méthyl 15-acétoxy-1(10)-ent-halimén-18-oate

Méthyl 15-cinnamoyloxy-1(10)-ent-halimen-18-oate

Méthyl 15-hydroxy-2-oxo-1(10)-ent-halimen-18-oate
Méthyl-(13S,14S)-époxy-15-hydroxy-1(10)-ent-halimén-18-oate
Méthyl-(13R,14R)-epoxy-15-hydroxy-1(10)-ent-halimeén-18-
oate
Méthyl-14S,15-dihydroxy-1(10),13(16)-ent-halimadién-18-oate
Méthyl-14R,15-dihydroxy-1(10),13(16)-ent-halimadien-18-oate
(4S)-2p-acetoxyvalparol-15-en-2-one

Valpara-3,15-dien-2-ol

3a-hydroxyvalpara-4,15-dién-2-one
2B-acétoxyvalparol-8(14)-én-3-one
2p-acétoxyvalpara-4,15-dien-3p3-ol

Valparene

Valpara-2,15-dién-1,4-dione

3a0,4a-époxyvalpar-15-én-2-one

Tormésol

8,15-diacétoxy-7(20),16-tormésadien-11-ol

Covilanone

Fregenedadiol

H. verticillatum

H. viscosum

17

60

61

62

63

64

65

66
67
68
69
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N° R, R, Rs N° R R,
87 Me OH CH,OCO(CH,),CsHs 92 CH,OH H
88 Me OH CH,OAC 94 CH,0OH OH
89 Me OH CH,OH
9 OH Me CH,OH

CH,0COCH,CO,R
N° R
97 H
98 Me

18
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NS

il

“OH

99

CH,0COCH,CO,CH; :

HO

R,

N° R, R,

106 CH,OCOCH; CH,OCOCHj;
107 CH,OH CH,OCOCHjs
108 CO,H CH,OCOCHjs
109 CHO CH,0OCOCH;
110 CHO CH,OH

HoOH

IIw;U

19
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CH,0COCH=CHC{H;

CO,Me R, NG = R, R:

16 H H OAc

. 117 Me H OH

115 " COR, 118 Me H OAc
119 Me H  OCOCH=CHCeHs

120 Me =0 OH

20
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133 134

CH,0Ac

AcO .

N

136

1.6.3. Composés volatils

La composition générale des huiles essentielles extraites de quelques plantes Cistaceae
est un mélange de terpénes (monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes labdaniques) et leurs
dérivés esters [70]. Les études les plus représentatives sont celles qui ont été menées par D.
Angelopoulou et al. (2001) et C. Robles et S. Garzino (2000), sur deux cistes qui sont C.
parviflorus, C. monspeliensis et sur les parties aériennes de 1’espéce Helianthemum kahiricum
[72]. Les principaux composants des huiles essentielles de ces especes sont reportés dans le
tableau 1.4.

Tableau 1.4. Composants majoritaires des huiles essentielles de quelques plantes
Cistaceae

N° Structure Espece Réf.
137 | Carvacrol

138 | cis-a-ambrinol

139 | a-humuléne C. parviflorus 70
140 | o-cadinéne

141 | Oxyde de caryophylléne

21
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142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

cedr-8(15)-ene-9-a-ol

Nezukol
labd-13(E)én-8-a-15-yl acétate
Benzoate de benzyle
dihydro-p-inone

a-cadinol C.monspeliensis -

Nonacosane

Acide myristique

Camphre

Eugénol

E-B-ionone H. kahiricum 72
Géranyl acétone

Garnésyl acétone

OH |

|_.OH )
z A

137 138 139 140

H
H >
/'///
H/l:
0— H
T 141 142 143
O
146

22



CHAPITRE | Etudes antérieures

150 151
O
A o
149
148
0 0 N N
w )
152 | 154
153 0

1.6.4. Autres classes de métabolites secondaires
D’autres classes de composés ont été identifiées dans diverses espéces Cistaceae
(Tableau 1.5).

Tableau 1.5 : Autres métabolites secondaires isolés de plantes de la famille Cistaceae

Molécules Plantes Ref.
HO
HO OCH,
OH|
OH OH
C. laurifolius 58

1-O-méthyl-épi-inositol 155

H,CH,CO
HOQ O —»(p,0n
OH

OH

B-D-glucopyranosyloxyéthane 156

23
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0]

A0S

4-B-D-glucopyranosiloxyacétophénone 157

0
HO CH,OH
OH

OH

OH

0 0
HO HO CH,OH
OH

OH
1,3-dihydroxy-5-B-D-glucopyranosiloxybenzéne 158

\ 0
OH 0
o HO CH,OH
OH

OH

Roséoside 159

Scopolétine 160

OH

HO C. palinhae

(-)-Betulgénole 161

OH OH
0 -
HO o) C. salvifolius
HO
OH

(-)-Rhododendrine 162

44

47

51

24
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OH

o

OH
OH

a-D-(+)-Glucose 163
CHzO% OH

1)
CH,OH

OH
B-D-(-)-Fructose 164

on PH
o
HO
OH
0
HO O
O CH,OH
OH
D-(+)-Raffinose 165
OH
HO O
0 CH,OH
OH
D-(+)-Saccharose 166
OCH,4
OH
O.
Rllllll .-|IR2
\\\\“ O
HO

OCH;
1-O-acétyl prinsépiol R; =0OCOCH; R, =0OH 167
la-hydroxy pinorésinol  R; =OH, R, =0OH 168

C. ladanifer 73

Helianthemum

sessiliflorum

25
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HO

OH

(+)-cycloolivil 169

OH

o

Acide p-coumarique 170

o) OH

HO OH
OH

Acide gallique 171
OH

Acide ellagique 172

) 75
Tuberaria

lignosa

26
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Composés phénoliques

11.1. Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques (polyphénols) sont des métabolites secondaires des
végétaux. lls sont largement présents dans tous les organes de la plante [76]. L'élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une
autre fonction chimique (éther, méthylique, ester,...) [77]. Les composés phénoliques

posseédent une grande diversité structurale et sont classés en flavonoides et non flavonoides

[78].

Les principales classes de composés phénoliques sont regroupées dans le tableau 11.1.

Tableau I1.1: Principales classes de composés phénoliques

Squelette carboné Classe Exemple
Non flavonoides
Cs Phénols simples Catéchol
Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoique
oy Acides hydroxycinnamiques Acides caféique et férulique
Coumarines Scopolétine, esculétine
Ce-Cy Naphtoquinones Juglone
Cs-C,-Cq Stilbénes Resvératrol
(C6-Ca) Lignanes Pinorésinol
(Ce-Ca)n Lignines Matairésinol
(Ce-C5-Co)n Tanins condensés prodelphinidine
(Cs-Con Tanins hydrolysables Castalagine
Flavonoides
Flavonoides
» Flavonols Kaempférol, quercétine
> Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine
Cs-C3-Cs

» Flavanols
» Flavanones

Isoflavonoides

Catéchine, épicatéchine
Naringénine

Daidzéine

27
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11.2. Phénols simples

Les phénols simples comme le catéchol, le guaiacol et autre phloroglucinol
forment une série de composés possédant un ou plusieurs groupements hydroxyles liés
a un noyau aromatique. Ils sont plutdt rares dans la nature a I’exception de
I’hydroquinone rencontrée dans plusieurs familles de plantes, notamment Ericaceae et

Rosaceae et le plus souvent a 1’état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son

monométhyléther [77].

OH OCH; HO OH
OH OH
OH
Catéchol Guaiacol Phloroglucinol
HO@—OH HOOOGM
Hydroquinone Arbutoside

11.3. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques possédant un groupement

carboxyle. Ces composés regroupent les acides benzoiques et hydroxycinnamiques. Les

acides benzoiques sont formés a partir de I’acide cinnamique et possédent une structure en

C6-C1, tandis que les acides hydroxycinnamiques dérivent de 1’acide p-coumarique, lui méme

formé a partir de ’acide cinnamique.

11.3.1. Classification

On distingue deux classes appartenant a cette catégorie. Les dérivés de I’acide

benzoique et les dérivés de I’acide cinnamique.

O O

OH OH

Acide benzoique Acide cinnamique

28
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I1.3.1.1. Acides phénoliques dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénoliques en C6-C1, dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés
communs aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside [79]. Ces

composes sont issus de la dégradation de la chaine latérale des composés cinnamiques.

R1 R, Rs Ry
Acide p-hydroxy benzoique H H OH H
COOH Acide protocatéchique H OH OH H
R, Acide vanillique H OH OH OCH;
Acide gallique H OH OH OH
R; R, Acide syringique H OCH; OH OCH;
R; Acide salicylique OH H H H
Acide gentisique OH H H OH

11.3.1.2. Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique

Les acides hydroxycinnamiques sont principalement composés des acides p-coumarique,
caféique, férulique et sinapique [76]. On les trouve a 1’état libre ou combiné (esters, amide,

glucosides). lls acylent fréquemment les métabolites les plus divers [77].

R R,
R, ~. ~COOH Acide p-coumarique H H
Acide caféique H OH
HO Acide férulique H OCHj,
R, Acide sinapique OCH; OCH;,

11.4. Biogénése des phénols simples et acides phénols

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies d’aromagenese, la voie de

I’acide shikimique et de lI'acétate.

La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate, joue un réle critique pour controler
le métabolisme de la voie du phénylpropanoide (Figure I1.1) [80].
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COOH :
COOH OH
ij\ Acide L-arogénique
- COOH
HOY ‘ )K COOH
> oH COOH
. o O
Acide shikimique Acide chorlsmlque \

R =H Phénylalanine
R =OH Tyrosine
R
R =H Acide phénylpyruvique
R =OH Acide p-hydroxyphénylpyruvique

COOH

CeCs
Phénylpropane

R
R =H Acide cinnamique
R =OH Acide p-hydroxycinnamique

Figure 11.1: Biogénese des phénylpropanes C6-C3 (voie shikimique)

Les composés de type C6-C1 (dérivés de I’acide benzoique), sont issus d’une
dégradation de la chaine latérale des acides cinnamiques correspondants (certains composes
de type C6-C2 proviennent des cinnamates). La decarboxylation des acides benzoiques

permet d’obtenir les composeés phénoliques simples (Figure 11.2) [77].
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COSCoA COSCoA COSCoA

Raccourcissement de la chaine latérale

CO,H CO,H COH Hoo CO,H OH OH
—_— - —_— —_— —_
-CO,
OH o OH O réduction Gy OGle

Figure 11.2: Biogénése des phénols simples et acides phénols
I1.5. Flavonoides

11.5.1. Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes, définis comme étant des
pigments rencontrés dans la plupart des végétaux responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. La coloration due a la présence de flavonoides est généralement
la coloration jaune. Cette classe de métabolites posséde une origine biosynthétiqgue commune.
De ce fait, ils partagent tous le méme élément structural de base, a savoir 1’enchainement 2-
phénylchromane (Figure 11.3). Ces molécules sont le plus souvent sous forme
d’hétérosides [77].

Figure 11.3: 2-phénylchromane
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Ces polyphénols pourraient avoir un role dans certains processus d’oxydo-réduction,
de croissance, de respiration et dans la morphogénése des plantes. En outre, il est démontré

que leur forte absorption dans I’UV protége les plantes des rayonnements nocifs [81].
11.5.2. Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré d’oxydation
du cycle pyranique. En général, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en positions 3, 5, 7,
3, 4', 5" et/ou 6. Un ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont frequemment méthylés,
acetylés, prénylés ou sulfatés. Ils peuvent étre présents sous forme C- ou O-glycosylés [77].

La Figure 11.4 illustre les principales classes de flavonoides.

Flavonols Dihydroflavonols
5 7 3 14 |5
Kaempférol | OH | OH OH 5 7 3 |4
Myricétine | OH | OH | OH | OH | OH Taxifoline |OH | OH | OH | OH
Quercétine | OH | OH | OH | OH Fusetine OH | OH | OH

O \\\©43'
5 .
5
O
Flavones Flavanones
5 7 3' 4' 5 7 3! 4!
Apigénine | OH | OH OH Hespérétine | OH | OH | OH | OMe
Chrysine | OH | OH Naringénine | OH | OH OH
Lutéoline |OH |OH | OH | OH
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Flavanols

Catéchine OH|OH | OH | OH
Gallocatéchine | OH | OH | OH | OH | OH

Isoflavones
5 7 4’
Daidzeine OH | OH
Génistéine OH | OH | OH

Anthocyanes

5 7 3 |4 |5
Cyanidine OH |OH | OH | OH
Delphinidine | OH | OH | OH | OH | OH

Chalcones

2 |4 |6 | 4
Davidigénine | OH | OH OH
Asebogénine | OH | OMe | OH | OH

Aurones
6 7 3’ 4
Leptosidine | OH | OMe | OH | OH
Maritimétine | OH | OH | OH | OH

Figure 11.4: Structures des différents squelettes flavonoidiques

11.5.3. Biosynthése des flavonoides

La biosynthese des flavonoides débute par la formation de thioester d’acide 3,5,7-

trioxoctanoique a travers plusieurs étapes d’addition de 1’acétyl-SCoA et le malonyl-SCoA.

La réaction entre ce précurseur et le p-hydroxycinnamyl-SCoA permet de former une

chalcone (Figure I1.5). En présence d’une isomérase, cette dernicre est en équilibre avec une

(2S)-flavanone. Cette chalcone est également le précurseur de toutes

de flavonoides [77].

les classes
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Q Q (@] (@) O
CH,-5Coa _HOO-CH,-CO-SCoA M HOO-CH,-CO-SCoA /U\M
—\‘ SCoA SCon
HSCoA HSCoA
o o 09 o O 0 O
/U\)K/U\ HOO-CH,-CO-SCoA /[K)W]\
SCoA ’\‘ SCoA CoA-S / ol
HSCoA >—’ :
O
2 HSCoA + H,0
OH OH
C o
HO O HO (ONG
O | FNS CI R O
= |
HO OH
OH O OH O
Flavone Flavanone Chalcone OH
IFS
F;H AS

HO l (@)
O |O HO
OH OH

Isoflavone

OH O
Dihydroflavonol Aurone

DFR

OH
OH OH
Flavan-3,4-diol OH Flavonol
OH
Flavan-3-ol
ANS
OH
HO % O Polymérisation
9
= OH
Proanthocyanines
OH

(Tannins condensés)
Anthocyane

Figure 11.5: Biosyntheése des flavonoides

ClI: chalcone isomérase ; F3H: flavanone 3-hydroxylase ; IFS: isoflavone synthase ;
DFR: dihydroflavonol reductase ; FS: flavonol synthase ; ANS: anthocyanin synthase ;
FNS: flavone synthase ; AS: aurone synthase.
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11.5.4. Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides (polyphénols) possedent diverses propriétés biologiques,
notamment anti-oxydantes, vasculoprotectrices, anti-hépatotoxiques, anti-allergiques, anti-

inflammatoires, anti-ulcéreuses et antitumorales [82].

Le pouvoir anti-oxydant des flavonoides dépend essentiellement de la disposition des
groupements fonctionnels au niveau des cycles A, B et C. En effet, le degré de substitution
par les groupements hydroxyles, peut avoir une influence majeure sur les différents
mécanismes de cette activité comme le piégeage des radicaux libres ainsi que sur leur capacité

de chélation des ions métalliques [83, 84].

De nombreux aglycones comme la quercétine et 1’apigénine sont réputés pour leur
activité hépato-protectrice [85]. La cyanidine-3-O-B-glucoside (C3G) (Figure 11.6) réduit la

peroxydation lipidique et protege contre le développement de la stéatose hépatique [86].

Figure 11.6: Cyanidine-3-O-B-glucoside

Les flavonoides sont synthétisés par les plantes pour se défendre, d’ou leur pouvoir
antimicrobien envers un large éventail de micro-organismes. Différentes classes de
flavonoides sont responsables de cette activité comme les flavones, flavonols, isoflavones et

flavanones [87].

Une alimentation (fruits et Iégumes) contenant les flavonoides, joue un rdle important

dans la prévention contre le cancer de la prostate, du poumon, de I’estomac et du sein [88].
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CHAPITRE 111 Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel

I11.1. Etude phytochimique de I’espéce Fumana montana Pomel
111.1.1. Rappel botanique

L’espéce Fumana montana Pomel (Figure 111.1), est un chaméphyte pouvant étre
rampant ou redressé. Elle ne dépasse pas 25 cm de haut et posséde des tiges minces a poils
glanduleux étalés de 0,1 a 0,2 mm. Les fleurs sont éparses sur les tiges. Les feuilles axillantes
ne sont pas modifiées et sont quelquefois simplement réduites. Les pédoncules floraux sont un
peu plus longs que la feuille qui les axille. 1ls sont glanduleux, étalés et arqués a I'extrémité.
La capsule est largement déhiscente, tombant apreés la dissémination des graines, laissant le

pédoncule sur la plante [89].

Pédoncule a poils
glanduleux

/ A\
[ T A
|
T e
/1 4 g
[ / ‘-‘ /\l}\ 4")«.‘
b !y\L |‘ \a
Poils glanduleux ,

du pédoncule

Rameaux floriferes

Figure 111.1: Espece Fumana montana

Comme toutes les espéces du genre Fumana, ce taxon se rencontre dans les endroits
calcaires et secs, le plus souvent sur des affleurements rocheux. Il est largement représenté
dans la quasi-totalité des pays du bassin méditerranéen a I'exception de la partie orientale et

est particuliérement présent au Maroc, en Algérie et en Tunisie [89].

L’espéce Fumana montana, connue également sous le nom de Fumana ericoides (Cav.)
Gand, n’a fait ’objet d’aucune investigation chimique. La seule étude réalisée est d’ordre
biologique. Cette derniere a mis en évidence une activité larvicide envers les culex

quinguefasciatus Say [90].
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111.1.2. Résultats et discussion
111.1.2.1. Extraction

950 g de la plante entiere de Fumana montana Pomel, préalablement séchés et broyés
sont mis a macérer deux fois dans un mélange méthanol/eau (80:20) pendant 48 h a
température ambiante. Apres filtration et évaporation non a sec, la phase aqueuse (600 ml) est
soumise a une extraction liquide-liquide en utilisant quatre solvants organiques a polarité
croissante (€éther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol). L’évaporation a
sec des différents solvants a permis d’obtenir 3,5 g de ’extrait éthropétrolique, 4,8 g de
I’extrait dichlorométhane, 11 g de I’extrait acétate d’éthyle et 41 g de 1’extrait n-butanolique.

Le protocole de cette extraction est résumé dans le schéma ci-apres (Figure 111.2).

Matériel végétal
(950 9)
- Macération (2 x 10 1)

Marcs < dans MeOH/H,O (80/20)
- Filtration et concentration

A 4
Extrait aqueux
600 ml

- Séchage sur Na,SO, - Extraction par EP (400 ml x 3)
- Filtration et évaporation . Dé i
[ Extrait EP L p Décantation

35¢ J v
Phase aqueuse

i Se_(ihag_e sur Na,SO; - Extraction par CH,Cl, (400 ml x 3)
[ Extrait CH,Cl, ] - Filtration et évaporation - Décantation

48¢ f v
Phase aqueuse

- Séchage sur Na,SO, - Extraction par AcOEt (400 ml x 3)
[ Extrait AcOEt ] - Filtration et évaporation - Décantation
119 J: el
Phase aqueuse
- Séchage sur Na,SO, - Extraction par n-BuOH (400 ml x 3)
Extrait n-BuOH ] - Filtration et évaporation - Décantation
[ 41g J:

A 4

Phase aqueuse

Figure 111.2: Schéma d’extraction de la plante Fumana montana
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111.1.2.2. Séparation et purification

Les profils CCM des extraits obtenus révelent la richesse des extraits acétate d’éthyle
et n-butanol en métabolites secondaires, comparativement aux autres extraits. L’analyse de
ces deux extraits par CCM, apres révélation a la lumiére UV et par une solution acide, a
montré une grande richesse en composés phénoliques, d’ou notre choix de les soumettre a une
investigation chimique.

Ainsi 7 g des extraits acétate d’éthyle et butanolique ont été initialement fractionnés
par une chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de silice greffée RP-18. L’¢élution
réalisée dans un mélange eau-méthanol a différents gradients (80-20 a 0-100) a permis de
récolter douze fractions Fi-F1, pour ’extrait acétate d’éthyle et cing pour 1’extrait butanolique.
Quatre fractions du premier extrait et deux du second, jugées intéressantes chimiquement
sont soumises a une étude chimique en vue de déterminer leur métabolisme secondaire.

Apres séparation et purification de ces différentes fractions par I’emploi de divers
procédés chromatographiques et recristallisation, 14 composés purs dont trois se sont averés
nouveaux ont été isolés de I’extrait acétate d’éthyle (Figure I11.3) et trois de I’extrait

butanolique (Figure 111.4).

7 g de I’extrait
AcOEt

VLC RP-18
Systeme d’élution H,O /MeOH (80/20 a 0/100 )

F4
207 mg

F2
519 mg

CC Polyamide CC Polyamide CC Polyamide CC Polyamide
Tol/MeOH Tol/MeOH Tol/MeOH Tol/MeOH
h 4
) Y.V v v 3
(CCE RP-18 ristallis- | CC Sephadex C polyami o 7
CC Sephadex H.0 /MeOH R:lfl“:“’”'& McOHp L;ﬂiﬂyg‘:[de Recristalli- | CC CC Sio,
e CCE RP-18 . MSOH “ sation Sephadex | CHCI,/MeOH
H,Cl, MeOH : (6-4) McOH MeOH
H,0/MeOH (7-3)
Comp 17 Comp 5
10 mg Comp 1 10 mg C;’ﬁ';ﬁ ¢ i
10 mg
Comp 13 Comp 14 Comp 8 Comp 3 Comp 7 Comp 2
6 mg S5mg S5mg 3mg 2mg 37 mg
Comp 15 Comp 10
Comp 16 6 mg Comp 9
4mg
7 mg 4mg

Figure I11. 3: Isolement des composés purs a partir de I’extrait acétate d’éthyle
de F. montana
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7 g de I’extrait n-BuOH

VLC RP-18
Systéme d’élution H,O / MeOH (80/20 a 0/100)

F3
e
CC_} fl’fhl/i’a(l;ﬂlilde CC Polyamide
ouive Tol/MeOH
Y
F2A
F3A
CCE RP-18 .
CC Polyamide
H,0/MeOH CCE RP-18
(6-4) H,0/MeOH
)
Comp 4
4mg

Comp 12 Comp 11
2 mg 3 mg

Figure 111.4. Schéma d’isolement des composés polaires de I’extrait n-BuOH
de F. montana

111.1.2.3. Détermination structurale des composeés isolés

La détermination structurale des composés isolés, a partir des extraits acétate d’éthyle et
butanolique de Fumana montana Pomel, a été réalisée au moyen des diverses techniques
spectroscopiques : RMN 1D et 2D (COSY H-H, HSQC J-modulé, HMBC, NOESY), UV,
spectrométrie de masse haute résolution HR-ESI. Ces techniques complétées par la mesure du
pouvoir rotatoire et la comparaison avec les données de la littérature, ont permis de

déterminer sans ambiguité la structure des composés phénoliques représentes ci-apres.

OH

O
>—Q70H oH
(@] OH O OH
970 OH O !

OCHj,

3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) 3,4'-diméthoxy-7-0-B-(6"-galloylgluco-
quercétine (1) (Nouveau) pyranoside) quercétine (2) (Nouveau)

39



CHAPITRE 111 Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel

OH
0
oo
ol OH OH
SO
"0 OH O |
OCH;
OH O
3-méthoxy-7-0O-B-(6"-galloylglucopyranoside) 3-0-B-(6"-galloylglucopyranoside)
kaempférol (3) (Nouveau) quercétine (4)

3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside 3.,4'-diméthoxy-7-0-B-glucopyranoside
quercétine (5) quercétine (6)

3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside Isoquercétrine (8)
kaempférol (7)

(-)-Gallocatéchine (11) (-)-Epigallocatéchine (12)
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OH
OH
HO
@) OH
OH OH
d (@]
OH
OH o)
Iriflophénone-2-O-B-glucoside (13) (-)-Rhododendrine (14)
o]
0 o]
: I HO OH HO
OH OCH,
HO HO HO
OH OH
Acide para-hydroxybenzoique Acide gallique Gallate de méthyle
(15) (16) (17)

111.1.2.3.1. Elucidation structurale du composé 1

3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

Ce composé se présente sous forme d’une poudre de couleur jaune brillant soluble
dans le méthanol et donnant une coloration verte apres révelation par une solution acide et
chauffage. Sa fluorescence noire violette sous lampe UV a 365 nm est caractéristique d’une
flavone ou d’un flavonol substitué en 3 (3-OR) [91].

Cette hypothese structurale est confirmée sur le spectre UV (Figure I11.5) enregistré
dans le méthanol, par la présence de deux bandes d’absorption maximale a 358 nm (bande I)
et 258 nm (bande I1). Le déplacement bathochromique (AL =+ 80 nm) de la bande I observé
apres addition du chlorure d’aluminium (AICIl3) & la solution méthanolique, indique la

présence d’un groupement hydroxyle en position 5.
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Figure I11.5: Spectre UV du composeé 1

Les spectres de masse ESI du composé 1, enregistrés en modes positif (Figure 111.6) et

négatif (Figure II1.7), présentent respectivement des pics d’ions pseudomoléculaires a

m/z = 653 [M+Na]" et 629 [M-H]’, soit une masse moléculaire de 630 uma correspondant a

une formule brute en CygH6016. Cette derniére est confirmée par la présence d’un pic d’ion

pseudomoléculaire observé sur le spectre de masse a haute résolution HR-ESIMS (Figure
|||8), am/z= 653,1122 (Ca|C. CogH26015Na, 653,1113)

Intenss.“_ NM024185.d: +MS
x10°1 [MNal "
3] 653.2
2
1
] 3173 718.2
4] . i : i § T ‘
200 400 600 800 1000  miz
Figure 111.6: Spectre de masse ESI* du composé 1
Intens. NM004184.d: -MS|
xT10§; [M-HJ
. 629.0
101
051
i 664.7
' 200 400 600 ' 800 ' 1000 ‘ 1200 Y

Figure 111.7: Spectre de masse ESI” du composé 1
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Intens.{ = — — +MS, 00.04min]
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20001
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10007
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8001
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200 ;
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Figure 111.8: Spectre de masse HR-ESI du composé 1

Le spectre RMN 'H (Figure 111.9) de ce composé, enregistré & 500 MHz dans un
mélange CDCIl3/MeOD, montre un profil typique d’un flavonoide glycosylé avec la présence
de signaux de protons aromatiques résonant entre 6,40 et 7,70 ppm et osidiques sortant dans
I’intervalle 3,50-5,20 ppm. Le signal du proton anomere (H-1") qui suggére 1’existence d’une
seule unité osidique, est repéré a 5,10 ppm (1H, d, J = 7,8). Le méme spectre indique

clairement la présence d’un signal de groupement méthoxyle résonant a 3,80 ppm.

Protons aromatiques

‘ MeOD+CDCI3 PROTON

OMe ==

Protons osidigues

| = |
R [
_r_lL___L._a:.J— I o\ e -'JW,J J
?I.S ?:0 5:5 BI.O 5:5 pl|:|mI 4:5 4I.U' 3:5 3:0
| !||_ [ | I | | I .| [} I 1 _| I 1 | .| |_ |
g BlE EOBEE g & [ & 5l

]

Figure 111.9: Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3+MeOD) du composé 1

Le spectre RMN *3C J-modulé (Figure 111.10) montre la présence d’un nombre
important de signaux. Les signaux résonant entre 95 et 180 ppm sont caractéristiques de
carbones aromatiques du flavonoide. On identifie aussi un carbone du groupement méthoxyle

détecté a 60,8 ppm, deux carbonyles a 6c 180,2 et 168,4 correspondant respectivement au
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signal du carbone C-4 d’un flavonoide et a celui d’un carbonyle d’ester. Ce dernier
suggérerait la présence d’un groupement acylant. Par ailleurs, il est aussi observé des signaux
correspondant aux carbones quaternaires et C-H aromatiques : & 164,4 (C), 162,7 (C), 158,7
(C), 157,9 (C), 150,0 (C), 146,4 (C), 146,3 (C), 139,8 (C), 139,8 (C), 122,7 (C), 122,5 (C),
121,2 (C), 116,7 (CH), 116,5 (CH), 110,2 (CH),107,7 (C), 100,6 (CH), 95,8 (CH). Les six
signaux CH résonant entre 64 et 101 ppm sont attribuables aux carbones de 1’unité osidique

(Figure 111.10).

168
— 164
162,77
— 158,74
- 157.8

. Carbones quaternaires aromatiques
C4 co |
| |I I

T 0 ‘
| I ‘ | || | | ! - J
CH aromatigues 'I:r:: :—(

CH |anomeére

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 210 205 200 195 190 185 180 475 4T0 165 460 4155 4150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm

oo
"

CH aromatique Carbones osidiques “5‘: OMe

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
a5 a0 85 a0 5 To [5] 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figure 111.10: Spectre RMN *C J-modulé (250 MHz, CDCl3+MeOD) du composé 1

A TDissue de cette premicre analyse, il apparait donc que le composé 1 est un
flavonoide de nature flavone ou flavonol substitué en OH-3 constituant la partie aglycone,
porteur d’une unité osidique et d’un groupement acyle de nature aromatique comme le

montrent les spectres RMN *H et *C.

L’¢lucidation structurale consistera donc a identifier I’aglycone, la partie osidique et le

groupement acyle ainsi que leur point de branchement au niveau de la molécule.
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Identification de la partie aglycone

L’identification de 1’aglycone est initiée par analyse du spectre RMN 'H
(Figure 111.11) qui exhibe des signaux résonant a 6y 7,60 (1H, d, J = 2,2 Hz), 64 6,85 (1H, d, J
= 8,5 Hz) et 6y 7,40 (1H, dd, J = 8,5; 2,2 Hz), caractéristiques des protons H-2', H-5' et H-6'
du cycle B disubstitué du flavonoide. Les deux doublets résonant a oy 6,47 et oy 6,66,
d’intégration 1H chacun avec la méme valeur de constantes de couplage (2,2 Hz), sont

attribuables aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

Figure 111.11: Spectre RMN *H de la partie aglycone du composé 1
Ceci est confirmé par 1’analyse des couplages homonucléaires observés sur le spectre

COSY H-H (Figure II1.12), ou I’on observe les couplages entre les protons :

¢ H-6 et H-8, H-2' et H-6'. Leur valeur J = 2,2 Hz correspond a un couplage méta.
¢ H-5"et H-6'. La valeur (J = 8,5 Hz) traduit un couplage ortho.

FA [ppr]

65

T
T

T T T
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Figure 111.12: Spectre COSY H-H de la partie aglycone du compose 1
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A partir des protons cités précédemment, 1’expérience HSQC J-modulé (Figure 111.13)
permet d’identifier les carbones C-2' (6¢c 116,7), C-5' (6¢ 116,5), C-6' (8¢ 122,5), C-6 (oc
100,6) et C-8 (6¢ 95,8).
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Figure 111.13: Spectre HSQC de la partie aglycone du composé 1

L’expérience HMBC (Figure I11.14) montre clairement une corrélation entre les
protons H-2'/ H-6' du cycle B et un carbone quaternaire résonant a d¢c 157,9, correspondant au
carbone C-2 de I’aglycone. Cette valeur de déplacement chimique est en faveur d’un flavonol

substitué en position 3. Le signal carbone observé a 6c 139,8 est attribuable au carbone C-3.

Toutes ces données spectrales ainsi que la valeur des déplacements chimiques des
carbones C-2 et C-3 comparées avec celles de la littérature, laissent suggérer que la génine est
un flavonol nommé quercétine, substituée en 3 [92, 93] par un groupement méthoxyle. Ceci
est confirme par expérience HMBC (Figure 111.14) qui montre clairement un couplage
hétéronucléaire longue distance entre les protons (3H, s, 4 3,80) de ce dernier et le carbone
C-3 (8¢ 139,8).

46



CHAPITRE 111 Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel
H2 Hg iy Ohfe
l 1 ’
’ ! '1 l | 1 h
I M n./r \_J " l._..ul UI.JJIL.»L__ _
c-3_| @ OMe/C-3 =
— ] iy -

L]

T T
Fz [ppm]

Figure 111.14: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé 1

Cette localisation est confirmée par le spectre de corrélation NOESY ou une tache de

corrélation entre les protons O-CHs et H-2" du noyau B est observée (Figure I11.15).
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Figure 111.15: Spectre NOESY du groupement méthoxyle du composé 1
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L’analyse du spectre HMBC (Figures 111.16 et 111.17) permet également de visualiser

les couplages longue distance entre :

¢ les protons H-2'/H-6" et un carbone quaternaire oxygéné C-4' (d¢ 150,0).
¢ le proton H-5' et deux carbones quaternaires C-3' (6¢c 146,4) et C-1' (8¢ 122,7).
¢ les protons H-6/ H-8 du cycle A et les carbones quaternaires C-10 (¢ 107,7) et
C-7 (3¢ 164,4).
¢ le proton H-6 et le carbone oxygéné C-5 (d¢c 162,7).
¢ le proton H-8 et un carbone quaternaire résonant a d¢ 158,7, ne pouvant étre que le
carbone C-9.
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§ £
| 9 I ] ¢ -
S— @ . g é ?H_s';c_s' I
I — H2IC4 @ 5 L8
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] ; v H6/C10 | o I
] * o —— ) : e e [ s
. a . | _ 8 aH_@c_s i
. - : H8/C-7 i
—1 | & 0 8 - L -8
H-5'C-1' : :
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Figure 111.16: Spectre HMBC de la partie aglycone du composé 1

Figure 111.17: Corrélations HMBC de la partie aglycone
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Ainsi la partie aglycone du compose 1 est identifiée sans ambiglité comme étant la

quercétine 3-O-méthoxylée.

Partie osidique

L’unité osidique a été identifiée par analyse COSY H-H (Figure 111.18) qui montre
clairement la présence d’un systéme de spinS a sept protons d’un hexose. En effet, partant du
signal de proton anomérique H-1" sortant a 5,10 ppm (1H, d, J = 7,8 Hz) cité précédemment,
on relie a travers leurs taches de corrélation, les protons H-2" (3,54 ppm, t, J = 7,8 Hz), H-3"
(3,55 ppm, t, J = 7,8 Hz), H-4" (3,53 ppm, t, J = 7,8 Hz), H-5" (3,82 ppm, m) et enfin les 2
protons H-6" (4,65 ppm, dd, J =12,0; 2,2 Hz, H-6"a ; 4,41 ppm, dd, J = 12,0; 5,6 Hz, H-6"b).
Les grandes valeurs de constantes de couplage permettent d’identifier un glucose de

configuration B (J;~»» = 7,8 Hz).

A signaler que le déblindage important de signaux de protons H-6"a et H-6"b laisse

suggérer que le groupement acylant de nature aromatique, estérifie I’hexose en C-6.

II I H-s'l ) |
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Figure 111.18: Spectre COSY H-H de la partie osidique du composeé 1
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L’analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure II1.19) permet d’identifier sans
ambiguité les carbones du sucre: C-1" (101,2 ppm), C-2" (74,5 ppm), C-3" (77,8 ppm), C-4"
(71,1 ppm), C-5" (76,0 ppm) et C-6" (64,4 ppm).

Ha"
|i | "
i HE" 4 w1
1 HE"a  H§h It TR
L_Jl g f ik e I ) i p 4
[ I | L Ty R L I BN
3 FE
L & L &
B 3
- :
— v L g @ [g
EIMcan [
-
N Lo -
0 s .
— HE"CS"  HEWCE v -
| o ]
— O ey
&
— @ Gm.:"c.:" i . .
— HEICE" @ I .
= e o
T T T T T
a5 e 15 0 F2 [ppm] 55 F2 [ppm]

Figure 111.19: Spectre HSQC J-modulé de la partie osidique du compose 1

Le point de branchement du sucre est détermine par expérience HMBC (Figure 111.20)
qui exhibe une corrélation entre le proton anomere H-1" (84 5,10) du B-D-glucose et le
carbone C-7 (8¢ 164,4) de I’aglycone. Ceci est également confirmé par expérience NOESY
qui montre un effet NOE entre le proton H-6 (¢ 6,47) et le proton anomérique H-1" (Figure

111.21).
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Figure 111.20: Spectre HMBC de la partie osidique du composé 1
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Figure 111.21: Spectre NOESY de la partie osidique du composé 1

Partie acyle
L’analyse des spectres HSQC et RMN 'H (Figure 111.22) révéle la présence d’un

signal de deux protons aromatiques magnétiquement équivalents résonant a oy 7,03. Ces
derniers ne présentent aucun couplage sur le spectre COSY H-H. Leur corrélation directe
avec deux carbones sortant a oc 110,2, attestant de la présence d’un noyau aromatique

symétrique, permet de suggérer 1’existence d’un groupement galloyle.
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Figure 111.22: Spectre RMN *H et HSQC exhibant les protons galloyliques du composé 1
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Le spectre HMBC (Figures 111.23 et 111.24) confirme bien la présence supplémentaire
d’un noyau aromatique 1,3,4,5-tetrasubstitué, et cela par 1’observation des couplages
hétéronucléaires longue distance entre les protons H-2""/H-6"" (6, 7,03) et :

¢ trois carbones aromatiques quaternaires oxygenés dont deux carbones équivalents
résonant respectivement a 6c 139,8 (C-4"") et 146,3 (C-3"'/ C-5").

¢ un carbone aromatique quaternaire repéré a 121,2 ppm correspondant au carbone
C-1".

¢ le carbonyle d’ester résonant a 6c 168.,4.
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Figure 111.23: Spectre HMBC de la partie acyle du composé 1

A T’issue de cette analyse et en tenant compte de la masse moléculaire de ce composé
égale a 630 uma et les unités structurales déja identifiées, ce groupement est déterminé
comme étant un galloyle estérifiant donc, comme il a été décrit précédemment, le glucose en
C-6.

Figure 111.24: Corrélations HMBC observées pour le groupement galloyle
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Le spectre HMBC (Figure 111.25) qui montre une tache de corrélation entre les protons
H-6"a (oy 4,65) et H-6"b (6y 4,41) du glucose et le carbone C-7"" (6¢c 168,4) du galloyle,
confirme bien que la fonction alcool primaire en C-6" du sucre est estérifiée par le

groupement galloyle.
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Figure 111.25: Corrélations HMBC des protons H,-6"" du composé 1

L’ensemble de ces données ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire [o]p = — 115,4° (C
= 0,77 g/100 ml, MeOH) permettent d’identifier le composé 1 au 3-méthoxy-7-O-B-(6"-
galloylglucopyranoside) quercétine. A notre connaissance, ce composé n’avait jamais été

décrit auparavant.
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dans le

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

tableau ci-dessous.

Tableau 111.1: Déplacements chimiques RMN *'H et *C du composé 1 dans MeOD-

CDCls

Position oy m(JenHz) dc
Aglycone

2 - 157,9
3 - 139,8
4 - 180,2
5 - 162,7
6 6,47 d (2,2) 100,6
7 - 164,4
8 6,66 d (2,2) 95,8
9 - 158,7
10 - 107,7
1 - 1227
2’ 7,60d (2,2) 116,7
3 - 146,4
4' - 150
5 6,85 d (8,5) 116,5
6’ 7,40 dd (8,5; 2,2) 122,5
3-OMe 3,80 s 60,8
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,10 d (7,8) 101,2
2" 3,541 (7,8) 74,5
3" 3,551t (7,8) 77,8
4" 3,63t (7,8) 7,1
S 3,82m 76
6"a 4,65 dd (12,0; 2,2) 64,4
6"b 4,41 dd (12,0; 5,6)

Galloyl

1" - 121,2
2" 7.03s 110,2
3" - 146,3
4" . 139,8
5" - 146,3
6" 7.03s 110,2
I 168,4
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111.1.2.3.2. Elucidation structurale du composé 2

3,4’-diméthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

Le composé 2 est obtenu sous forme d’une poudre marron soluble dans le méthanol. La
fluorescence noire violette sous la lumi¢re UV a la longueur d’onde 365 nm laisse supposer

qu’il s’agit d’une flavone ou d’un flavonol substitué¢ en OH-3.

Le spectre UV-Visible (Figure 111.26) de ce composé enregistré dans le méthanol montre
deux bandes d'absorption maximales a 352 nm (bande 1) et 268 nm (bande II), similaires a
celles observées pour le composé 1 discuté précédemment. Ces absorptions sont
caractéristiques d'un systeme insaturé des flavonoides. L’addition de AICl; provoquant un

déplacement bathochromique de la bande I, indique la présence d’un OH libre en 5.
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Figure 111.26: Spectre UV du composé 2
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Le spectre de masse ESI du composé 2 (Figure I11.27) enregistré en mode négatif
exhibe un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 643 [M-H]", soit une masse moléculaire de 644

uma, correspondant a la formule brute C3oH250 .

Intens, NMO04181.d: -MS
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Figure 111.27: Spectre de masse ESI"du composé 2

Le spectre de masse a haute résolution HR-ESIMS (Figure 111.28) du composé 2
présente un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 667,1271 (calc. C3oH2s016Na, 667,1270).
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Figure 111.28: Spectre de masse HR-ESI du composé 2

Son spectre RMN *H (Figure 111.29), enregistré dans un mélange MeOD-CDCls, est

trés voisin de celui du compose 1. Il permet de reconnaitre entre autres:

¢ les deux protons H-6 et H-8 du cycle A résonant a oy 6,45 (d, J = 2 Hz) et 6,64

(d, J = 2 Hz) respectivement.
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¢ les protons H-2', H-5' et H-6' caractéristiques du cycle B repérés respectivement a 7,59
(d,J=2,2Hz), 6,92 (d, J =8,5) et 7,39 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz).

¢ le proton anomere H-1" sortant a oy 5,08 (d, J= 7.5) et les deux protons géminés
H,-6" [0y 4,36 (dd, J = 12 ; 6,2 Hz), H-6"b et 64 4,71 (dd, J = 12 ; 2 Hz), H-6"a] du
-D-glucose.

¢ les deux protons aromatiques magnétiquement équivalents H-2"/H-6"" a 7,03 ppm,
suggerant la présence du groupement galloyle.

¢ le groupement méthoxyle OMe-3 [y 3,78 (3H, s)].

L’observation sur le spectre proton d’un signal singulet d’intégration 3H a 3,93 ppm,
atteste la présence d’un second groupement méthoxyle comparativement au composé 1.
La différence de masse de I’ordre de 14 uma entre les composés 1 (M = 630) et 2 (M = 644)
confirme ce constat.
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Figure 111.29: Spectre RMN ‘H (500 MHz, CDCl;+MeOD) du composé 2

L’analyse conjuguée des spectres COSY H-H, HMBC et HSQC montre clairement la
totale similitude de 1’aglycone pour les deux composés 1 et 2. En effet le spectre RMN *C
(Figure 111.30) montre les signaux des carbones résonant a d¢ 180,1 (C-4), 164.3 (C-7), 162,6
(C-5), 157,8 (C-9), 158,2 (C-2), 151,6 (C-4"), 147,1 (C-3"), 139,9 (C-3), 123,7 (C-1"), 112.,2
(C-5", 122,1 (C-6"), 116,2 (C-2"), 107,7 (C-10), 100,7 (C-6) et 95,6 (C-8). Le déplacement
chimique du signal de carbone C-5’ du cycle B de ce composé de 1’ordre 112,2 ppm indique
gue le nouveau groupement méthoxyle OCHg; (84 3,78/ 8¢ 56,5) est porté par le carbone C-4’
(6¢ 151,6) du méme cycle.
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Figure 111.30: Spectre RMN **C J-modulé du composé 2

Les points de branchement du glucose et de 1’unité galloyle ainsi que la position du
premier groupement méthoxyle OCHjs [d4 3,78 (3H, s)] sur la génine assignés par expérience
HMBC (Figures I11.31 et 111.32) se sont avérés similaires a ceux observés pour le composé 1.
La méme expérience HMBC permet également de confirmer la position du second
groupement méthoxyle en C-4' (6¢c 151,6) de la génine, et cela a travers une corrélation entre
ce dernier et les protons OCHj3 [d4 3,93 (3H, S)].

Figure 111.31: Corrélations HMBC pertinentes observées pour le composé 2
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Figure 111.32: Spectre HMBC du composé 2

Cette localisation est également confirmée par analyse du spectre NOESY (Figure
111.33), qui montre une corrélation entre les protons de ce groupement et le proton H-5" (34
6,92).
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Figure 111.33: Spectre NOESY du composé 2

Tous les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau I11.2) assignés
conjointement par les expériences COSY H-H, HSQC, et la valeur du pouvoir rotatoire
([a]p = - 121,7°, C = 1,18 g/100 ml dans MeOH) permettent d’attribuer au composé 2 la

nouvelle structure 3,4'-diméthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine.
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OH

Tableau 111.2: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 2 dans MeOD-

CDCls

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 158,2
3 - 139,9
4 - 180,1
5 - 162,6
6 6,45d (2) 100,7
7 - 164,3
8 6,64 d (2) 95,6
9 - 157,8
10 - 107,7
1’ - 123,7
2! 7,59d (2,2) 116,2
3 - 147,1
4' - 151,6
5' 6,92d (8,5) 112,2
6’ 7,39.dd (8,5; 2,2) 122,1
3-OMe 3,785 60,8
4'-OMe 3,935 56,5
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,08 d (7,5) 101,2
2" 3,531(8,8) 74,5
3" 3,54 m 75,6
4" 3,511(8,8) 71,4
5" 3,83 m 77,6
6"a 4,71dd (12, 2) 64,5
6"b 4,36 dd (12, 6,2)

Galloyl

1" - 121,1
2" 7,03s 110,1
3" - 146,2
4" - 139,7
5" - 146,2
0" 7,035 110,1
7" - 168,3
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111.1.2.3.3. Elucidation structurale du composé 3

3-méthoxy-7-O-p-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol

Le composé 3 se présente sous forme d’une poudre marron soluble dans le méthanol. Il
est visible sous la lumiére UV a 254 et 365 nm (il donne une fluorescence noire violette a la
longueur d’onde 365 nm). Son spectre UV enregistré dans le méthanol (Figure 111.34) montre

des absorptions maximales a 266 (bande II) et 344 nm (bande 1), caractéristiques d’un

flavonoide de type flavone ou flavonol substitué en 3 (3-OR).

JoED 000 22RO 500 2750 CO0 IVGO0 MO0 SIS0 4000 4250 4500 47RO SO000 S350 5500 SIEO

sro0
60
nm

Figure 111.34: Spectre UV du composé 3

Le spectre de masse ESI (Figure 111.35) de ce composé, enregistré en mode positi

f,

montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 637 [M+Na]", correspondant a une masse

moléculaire de 614 uma et une formule brute en CogH»601s.
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Figure 111.35 : Spectre de masse ESI* du composé 3

Cette formule brute est confirmée par la masse calculée (cal. Cy9Hzs015Na,
m/z = 637,1164) obtenue a partir de son spectre de masse a haute résolution HR-ESI (Figure

111.36) qui indique un pic @ m/z = 637,1165.
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Figure 111.36: Spectre de masse HR-ESI du composé 3

Son spectre RMN *H (Figure 111.37) présente beaucoup de similitudes avec celui du
composé 1 précédemment identifié, notamment au niveau des parties osidique et acyle, avec
la présence d’un B-D-glucose [H-1" (&4 5,12, d, J = 7,6 Hz)] et un groupement galloyle [o4
7,03 (s, 2H, H-2"', H-6"")]. La différence notable se situe au niveau de ’aglycone, et cela par

I’apparition (Figure 111.37) de deux doublets déblindés s’intégrant pour deux protons chacun
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résonant a oy 6,87 (2H, d, J = 8,9 Hz) et 7,86 (2H, d, J = 8,9 Hz), attribuables respectivement
aux protons H-3'/H-5" et H-2'/H-6' du cycle B parasubstitué en position 4’. Ceci permet de
suggérer la présence d’un kaempférol 3-O-méthoxyle comme partie aglycone. Les deux
signaux a oy 6,47 (1H, d, J =2,1 Hz) et 6,70 (1H, d, J = 2,1 Hz) formant un systeme AX, sont

attribuables respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A de ce kaempférol.

I OMe-3 =24 ‘

H2"|H§" I
I I
1| Protons osidigues
]
HIHS 0 -|_
2HE | | [
I !‘ H8 H¢ I }'
1 1 I-
| 1) )
. t 1 i P
_jMAL - L/ ol A
6!|] 5!5 I O 4?5 O -lfﬂ e 3?5 L \ ﬂfl]
|E| A |:| |:| |'s| H |§||:| Il R I W W B ™

Figure 111.37: Spectre RMN *H (500 MHz, CD;0D) du composé 3

L’expérience COSY H-H en apporte la confirmation (Figure 111.38).
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Figure 111.38: Spectre COSY H-H de I’aglycone du compose 3
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L’expérience HSQC (Figure 111.39) a permis d’identifier les carbones C-6 (5¢ 100,8),
C-8 (5¢ 95,6), C-2"/ C-6' (8¢ 131,7) et C-3'/ C-5' (¢ 116,6).
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Figure 111.39: Spectre HSQC de I’aglycone du composé 3

Le spectre HMBC (Figure 111.40) montre les corrélations entre :

0 les protons H-3'/H-5" du cycle B et deux carbones quaternaires résonant a d¢ 122,5 et
161,9 attribuables respectivement aux carbones C-1" et C-4’ oxygéné.

¢ les protons H-2'/H-6' et deux carbones quaternaires oxygénés a oc 159,0 et 161,9
s’accordant aux carbones C-2 et C-4' respectivement.

¢ le proton H-8 et deux carbones quaternaires a dc 107,9 et 158,1 attribuables
respectivement aux carbones C-10 et C-9 oxygéne.

¢ le proton H-6 et deux carbones quaternaires oxygenes a dc 162,9 et 164,5, ne pouvant
étres que les carbones C-5 et C-7.
Sur le méme spectre HMBC, on peut observer également les couplages H-6/C-8,

H-8/C-6, H-3'/C-5', H-5'/C-3', H-2'/C-6' et H-6'/C-2'.
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LUl

Figure 111.40 : Spectre HMBC du composé 3

L’analyse conjointe des spectres HSQC, HMBC et COSY H-H confirme effectivement

la similitude de la partie osidique (B-D-glucose) et le groupement galloyle du composé 3 ainsi

que leurs points de branchement en tout point identiques avec ceux du compose 1. En effet,

I’expérience HMBC (Figure I11.41) montre des corrélations entre le proton anomere du p-D-

glucose H-1" résonant a 5,12 ppm et le carbone C-7 (164,5 ppm) de la génine, les protons
H-6"a (6y 4,71)/H-6"b (64 4,36) du sucre et le carbone C-7"" (168,4 ppm) du galloyle.

o D e LA

H-1"/C-7

Ho6"a T8 b/C_ T P;

T T T T T T T —T T T T T T — T T T
L & 4 3 FZ ippm]

Figure 111.41: Spectre HMBC illustrant la position du sucre et le groupement galloyle
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La localisation du groupement méthoxyle en C-3 de I’aglycone est confirmée par
expérience NOESY (Figures 111.42 et 111.43) et cela par ’observation d’une tache de
corrélation entre les protonsde ce groupement repérés a 3,80 ppm et les protons
H-6'/H-2' (64 7,86) du cycle B.

OH

Figure 111.42: Corrélations NOESY localisant la position du méthoxyle (composeé 3)

Y P P s ' N

Figure 111.43: Spectre NOESY du composé 3

En se basant sur ces données spectroscopiques, ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire
([a]p = - 62, C = 2,583 g/ 100 ml, MeOH), le composé 3 est identifié sans ambiguité au
3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol. Ce composé n’a fait 1’objet

d’aucune citation antérieure.

66



CHAPITRE 111

Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel

Tableau 111.3: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 3 dans MeOD

OCH

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 159,0
3 - 139,8
4 - 180,3
5 - 162,9
6 6,47 d (2,1) 100,8
7 - 164,5
8 6,70d (2,1) 95,6
9 - 158,1
10 - 107,9
I - 122,5
2’ 7,86 d (8,9) 131,7
3 6,87 d (8,9) 116,6
4' - 161,9
5' 6,87 d (8,9) 116,6
6’ 7,86 d (8,9) 131,7
3-OMe 3,80s 60,7
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,08 d (7,6) 101,2
2" 3,531(8,8) 75,0
3" 3,54m 78,0
4" 3491(8,8) 71,7
5" 3,856 m 76,0
6"a 4,71dd (12, 2,1) 64,6
6"b 4,36 dd (12, 6,2)

Galloyl

1" - 1214
2" 7,02 110,2
3" - 146,5
4" - 139,8
5" - 146,5
6" 7,02s 110,2
7" - 168,4
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111.1.2.3.4. Elucidation structurale du composé 4

Tellimoside

Le spectre de masse ESI du composé 4, enregistré en mode négatif (Figure 111.44),
présente un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 615 [M-H]". Ceci correspond a une masse

moléculaire de 616 uma et une formule brute en CogH24016.

Intens.{
x109

1.5
g [M-H]”
] 615.2
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03 255.3
] [ 529.5
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Figure 111.44: Spectre de masse ESI" du composé 4

Les spectres RMN *H et **C (Figures 111.45 et 111.46) du composé 4, supportés par les
expériences COSY H-H, HMBC et HSQC, sont globalement similaires a ceux du composé 1.
En effet, on identifie aisément :

¢ la méme aglycone de type quercétine a travers les signaux caractéristiques du cycle A

(H-6 [81 6,18 (d, J = 2,5 Hz)/5¢ 100,1], H-8 [81 6,34 (d, J = 2,5 Hz)/5¢ 94,9]), et du

cycle B (H-2' [84 7,53 (d, J = 2,5 Hz)/d¢ 117,3 ], H-5' [814 6,71 (d, J = 8,7 Hz)/d¢

116,1], H-6' [814 7,55 (dd, J = 8,7 ; 2,5 Hz)/¢ 123,7).

¢ la méme unité osidique, en I’occurrence un B-D-glucose acylé en C-6 par un

groupement galloyle a travers les signaux caractéristiques suivants : CH-1" [oy 5,21

(d, J = 7,5 Hz)/5¢ 104,3], CH-2" [81 3,50 (dd, J = 7,5 ; 8,9 Hz)/5¢ 76,0], CH-3" [34

3,44 (t, J = 8,9 Hz)/5c 78,2], CH-4" [8y 3,42 (m)/d¢c 71,7], CH-5" [8n 3,45 (m)/dc
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75,8], CH,-6"a [61/4,32 (dd, J = 11,9 ; 5 Hz)/5¢ 64,5], CH2-6"b [0 4,26 (dd, J = 11,9 ;
2,2 Hz)/5c 64,5] et CH-2""/CH-6"" [01 6,94 (2H, s)/5¢ 110,3].

i Protons osidiques
Bz | 5 I
S T m i r!!-
-J' | !| j | A
| | L - i
A . - __a__.i___g.tl; L__MAMM M 1
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Figure 111.45: Spectre RMN *H enregistré dans MeOD du composé 4

Cette analyse appuyée par celle des spectres COSY H-H, HSQC et HMBC, permet

d’attribuer tous les carbones du composé 4.
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Figure 111.46: Spectre RMN **C du composé 4
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La différence remarquable entre les composés 1 et 4 s’illustre, sur les deux spectres,
par la disparition du groupement méthoxyle (64 3,80, dc 60,8) observée pour le composé 1.

Ceci est confirmé par différence de masse de 14 uma entre ces deux COmposes.
Il reste maintenant a localiser la position des unités glucosyle et galloyle sur la génine.

Ceci est confirmé par expérience HMBC (Figure 111.47) qui montre une corrélation en
3Jc.n entre le proton anomére H-1" du glucose (8 5,21) et le carbone C-3 (8¢ 135,5) de la
génine. La méme expérience HMBC permet de confirmer le site de fixation de 1’unité galloyle
en C-6" du glucose, a travers les couplages entre les protons H,-6" (4,26 et 4,32 ppm) du

glucose et le carbone C-7"" (168,4 ppm) du groupement galloyle.
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Figure 111.47: Spectre HMBC du composeé 4

Toutes les données spectrales de ce compose ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire
([a]o = - 54, C = 0,3, MeOH) indiquent que le composé 4 est identique au 3-O-B-(6"-
galloylglucopyranoside) quercétine. Ce flavonol glycosylé, connu sous le nom de Tellimoside
et isolé antérieurement a partir de différentes especes comme Tellima grandiflora
(Saxifragaceae) [94] et Ailanthus altissima (Simaroubaceae) [95], est décrit pour la premiere
fois dans la famille Cistaceae.
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OH

OH

OH

Le tableau ci-aprés reproduit tous les déplacements chimiques des protons et carbones

du compose 4.

Tableau 111.4: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 4 dans MeOD

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 159,5
3 - 135,5
4 - 179,5
5 - 163,1
6 6,18 d (2,5) 100,1
7 - 166,1
8 6,34 d (2,5) 95,0
9 - 158,5
10 - 105,7
1 - 123,2
2 7,53d (2,5) 117,3
3’ - 1459
4’ - 150,0
5 6,71d (8,7) 116,1
6’ 7,55 dd (8,7; 2,5) 123,7
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,21d (7,5) 104,4
2" 3,50 dd (7,5; 8,9) 76,0
3" 3,441 (8,9) 78,2
4" 3,42 m 71,7
5" 3,45 m 75,8
6"a 4,32dd (11,9 5) 64,5
6"b 4,26 dd (11,9; 2,2)

Galloyl

1" - 1214
2" 6,94 s 110,3
3" - 146,4
4" - 139,9
5" - 146,4
6" 6,94 s 110,3
7" - 168,3
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111.1.2.3.5. Elucidation structurale du composé 5

Hq—|0 OH

OH O
3-méthoxy-7-O-g-glucopyranoside quercétine

Le spectre de masse enregistré en modes positif (Figure 111.48) et négatif (Figure
111.49), présente respectivement des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 501 [M-Na]" et
476,9 [M-H]’, correspondant a une structure en Cy,H,,017, soit une masse moléculaire égale a
478.

\nlen%' NMO04186.d: +MS]
" MNa
5013

4]

3_

2]

x 979.4

24262986 653.3
0- T E bt T = T T T T \‘ T T T
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figure 111.48: Spectre de masse ESI” du composé 5

Intens. NM004188.d: -MS
x108 :
[M-H]
0.8 476.9
0.6
0.4+

0.2

629.0 954.9

0.0 . . ; : . : . , .
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figure 111.49: Spectre de masse ESI" du composé 5
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Les spectres RMN 'H (Figure 111.50) et *C (Figure 111.51), enregistrés dans le
DMSO-ds et appuyes par les analyses HMBC et HSQC, sont tres voisin de ceux du composé 1

(Figures II1.52 et I11.53), notamment au niveau de la génine et I’unité osidique.

Il apparait que leur différence se caractérise par la disparition du groupement galloyle
dans le cas du composé 5. On citera I’absence de signaux caractéristiques [(dy 7,03 (H-2"'/H-
6") dc 110,2), d¢c 168,4 (C-7'"), ¢ 121,2 (C-1"), ¢ 146,3 (C-3"/C-5") et d¢ 139,8 (C-4'")]
observeés pour le composé 1. La différence de 152 uma, entre les masses des deux composés

déduite de leurs spectres de masse, est un argument supplémentaire.
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Figure 111.50: Spectre RMN *H du composé 5
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Figure 111.51: Spectre RMN *H du composé 1
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Figure 111.53: Spectre RMN **C J-modulé du composé 1
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L’analyse des spectres COSY H-H et HSQC (Figure 111.54) de la partie osidique

permet d’assigner tous les déplacements chimiques des protons et carbones de I’unité osidique

identifiée au B-D-glucose a travers les valeurs de constantes de couplage.
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Figure 111.54: Spectres COSY H-H et HSQC de la partie osidique du composé 5

Le blindage des signaux de protons H-6"a (6 3,70) et H-6"b (dn 3,46)

comparativement aux déplacements chimiques (64 4,65 et 4,41) des mémes protons du

composé 1, illustre bien la présence d’un hydroxyle libre en C-6 du glucose. Ceci est conforté

également par le blindage du signal du carbone C-6 résonant a 60,6 ppm au lieu de 64,4 ppm

pour le composé 1.

Les points de branchement de 1’unité glucosyle et du groupement méthoxyle sont

déterminés par expérience HMBC qui met en évidence les corrélations entre le proton

anomere H-1" (64 5,08) et le carbone C-7 (6¢ 162,9) de la génine d’une part, les protons

méthoxyliques (o4 3,80) et le carbone C-3 (8¢ 137,8) d’autre part.
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Toutes les données spectrales (Tableau I11.5) ainsi que la valeur du pouvoir rotatoire

([a]p = -56°, C = 0,266 ; MeOH) permettent de proposer, sans ambiguité, pour le composé 5

la structure suivante: 3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine, rencontré antérieurement

dans I’espece Achillea nobilis appartenant a la famille Asteraceae [96]. Ce composé est isolé

pour la premiére fois de la famille Cistaceae.

H;%O O |

OH O

OCH;

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

du compose 5.

Tableau 111.5: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 5 dans DMSO-ds

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 156,3
3 - 137,8
4 - 178,1
5 - 160,9
6 6,43d(2,1) 99,2
7 - 162,9
8 6,77d (2,1) 94,5
9 - 155,9
10 - 105,8
1’ - 120,4
2! 7,57d(2,2) 1155
3’ - 145,4
4’ - 149,3
5 6,90 d (8,5) 115,7
6’ 7,46 dd (8,5; 2,2) 120,7
3-OMe 3,80s 59,7
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,08d(7,7) 99,2
2" 3,25dd (9,1;7,7) 73,1
3" 3,30 m 76,4
4" 3,18 m 69,5
5" 3,42m 77,2
6"a 3,70 dd (12,1; 2,2) 60,6
6"b 3,46 dd (12,1; 5,6)
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111.1.2.3.6. Elucidation structurale du composé 6

3,4'-diméthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine

Le spectre de masse ESI" du composé 6 (Figure III.55), révéle un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z 491 [M-H]’, soit une masse moléculaire de 492 uma qui correspond

a une formule brute en C3H»4015.

Intens. ] NM004171.d: -MS
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Figure 111.55: Spectre de masse ESI" du composé 6

L’analyse conjointe des spectres RMN *H, 3C, COSY H-H, HSQC et HMBC ainsi
que la comparaison avec les données de la littérature [96], indiquent clairement que
le composé 6 est de méme structure que les composes 1, 2 et 5 identifiés précédemment,
c’est-a-dire a squelette quercétine porteur du B-D-glucose en C-7 et du méthoxyle en C-3. En
effet, on identifie sur les spectres proton et carbone (Figures 111.56 et 111.57) les
signaux correspondant aux:

O protons et carbones caractéristiques d’une génine de type quercétine : H-6 [oy 6,44

(d, J = 1,9 Hz)/3¢c 99,2], H-8 [61 6,78 (d, J = 1,9 Hz)/6¢c 94,5], H-2' [d4 7,50-7,60

(m)/d¢c 115,1], H-5" [64 7,12 (d, J = 9,3 Hz)/5¢ 111,9], et H-6" [84 7,50-7,60 (m)/5¢

120,4].

¢ six protons et carbones du B-D-glucose: CH-1" [6y 5,08 (d, J = 7,8 Hz)/6¢ 99,8], CH-
2" [8n 3,20-3,30 (m)/d¢ 73,1], CH-3" [y 3,20-3,30 (m)/d¢c 76,4], CH-4" [3, 3,16 (t, J
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= 8,8 Hz)/6¢ 69,5], CH-5" [64 3,40-3,50 (m)/d¢ 77,1], CH2-6"a [on 3,69 (dd, J = 10 ;

4,1 Hz)/5¢ 60,6], CH2-6"b [61 3,40-3,50 (m)/6¢ 60,6].

¢ trois protons et carbone du groupement méthoxyle substituant la génine en C-3: OCHjs

[51 3,80 (3H, 5)/5¢59,8].

Cette analyse a abouti également a identifier un autre groupement méthoxyle OCHj3 [64
3,86 (3H, s)/d¢ 55,7], positionné en C-4' du cycle B de cet aglycone.
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Figure 111.56: Spectre RMN *H du composé 6
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Figure 111.57: Spectre RMN **C J-modulé du composé 6
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Les points de fixation sur la génine, des deux groupements méthoxyles en C-3 et C-4’
et du B-D-glucose en C-7, sont confirmés par expérience HMBC (Figure 111.58) qui montre :

¢ un couplage longue distance entre les protons du premier groupement OCHs; (o4 3,80)
et le carbone quaternaire oxygéné C-3 (8¢ 138,3), et celui du second groupement
OCHg3 (84 3,86) et C-4' (6¢ 150,4).

¢ un couplage entre le proton anomere du glucose a 6y 5,08 (d, J = 8 Hz, H-1") et le
carbone quaternaire C-7 résonant a 162,9 ppm.

F1 [ppm]

160

H-1"/C-7

170

L o5 4 FZ [ppmn]

Figure 111.58 : Spectre HMBC du composé 6

Ces données spectrales ainsi que la mesure du pouvoir rotatoire [o]p = - 49,7° (C =
0,175 g/ 100 ml, MeOH) ont permis d’établir sans ambiguité la structure du composé 6 : 3,4'-
diméthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine. Ce dernier a été isolé a partir de diverses
especes comme Artemisia incanescens (Asteraceae) [97] et Dillenia indica

(Dilleniaceae) [98]. Il est décrit pour la premiére fois dans la famille Cistaceae.
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OCHs
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OH O
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Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé 6 sont rassemblés
dans le tableau 111.6.

Tableau 111.6: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 6 dans DMSO-ds

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 155,9
3 - 138,3
4 - 178,2
5 - 161,0
6 6,44 d (2) 99,2
7 - 162,9
8 6,78 d (2) 94,5
9 - 156,1
10 - 105,9
1 - 122,2
2’ 7,50-7,60 m 115,1
3’ - 146,4
4’ - 150,4
5' 7,12 d (8,5) 1119
6’ 7,50-7,60 m 120,4
3-OMe 3,80s 59,8
4’-OMe 3,86s 55,7
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,08 d (7,8) 99,8
2" 3,20-3,30 m 73,1
3" 3,20-3,30 m 76,4
4" 3,161(8,8) 69,5
5" 3,40-3,50 m 77,1
6"a 3,69dd (10;4,1) 60,6
6"b 3,40-3,50 m 60,6

111.1.2.3.7. Elucidation structurale du composé 7

3-méthoxy-7-O-g-glucopyranoside kaempférol

Le spectre de masse ESI de ce composé, enregistré en modes negatif (Figure 111.59) et

positif (Figure II1.60), présente respectivement des pics d’ions pseudomoléculaires a
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m/z = 461 [M-H] et 485 [M+Na]". Ceci est en accord avec une masse moléculaire de 462

uma et une formule brute en CyH2,01;.
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Figure 111.59: Spectre de masse ESI" du composé 7
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Figure 111.60: Spectre de masse ESI” du composé 7

Les spectres RMN *H et **C J-modulé (Figures 111.61 et 111.62) du composé 7
présentent de grandes similitudes avec ceux du composé 3. En effet, on reconnait aisément les

signaux caractéristiques :

0 du kaempférol: H-6 [y 6,28 (d, J = 2 Hz)/ ¢ 101,4], H-8 [6,39 (d, J = 2 Hz)/ 8¢ 90,9],
H-3'/H-5" [6n 6,93 (d, J = 8,8 Hz)/ 8¢ 116,7] et H-2"/H-6" [8,02 (d, J = 8,8 Hz)/ &¢
131,5]. L’identification de tous ses carbones a été confirmée au moyen des
expériences HMBC et HSQC.

¢ du groupement méthoxyle : OCH3 [d4 3,81 (S)/ 6¢ 60,6].

¢ de la méme unité osidique : H-1" [64 5,01 (d, J = 7,6 Hz)/ 8¢ 103,9], C-2" (8¢ 74,9), C-
3" (8¢ 78,4), C-4" (¢ 71,4), C-5" (8¢ 78,5), C-6" (d¢c 62,6).
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Figure 111.61: Spectre RMN *H du composé 7
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Figure 111.62: Spectre RMN **C J-modulé du composé 7
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La différence remarquable entre les composés 3 et 7 réside en la disparition des
signaux des protons et carbones du groupement galloyle [(dy 7,02 (H-2"'/H-6™) 6¢ 110,2), 6¢c
168,4 (C-7""), 6¢ 139,8 (C-4'"), d¢c 146,5 (C-3""/ C-5"") et 6¢ 121,4] substituant le composé 3 en
position C-6" du glucose. Ceci explique la différence de masse de 152 uma entre les masses
moléculaires des deux composés 3 (M = 614) et 7 (M = 462).

L’analyse du spectre COSY H-H (Figure I11.63) confirme la nature de 1’unité osidique,
a savoir un glucose de configuration B, a travers les corrélations H-1" (64 5,01, d, J = 7,6
Hz)/H-2" (6 3,48, t, J = 7,6 Hz), H-2"/H-3" (84 3,45, t, J = 7,6 Hz), H-3"/H-4" (84 3,40, t, J =
7,8 Hz), H-4"/H-5" (8 3,55, m), H-5"/H-6"a (dy 3,91, dd, J = 12; 2 Hz) et H-5"/H-6"b (dn
3,72, dd, J = 12; 5,6 Hz). Le blindage des signaux des protons H-6"a (34 3,91) et H-6"b (o4

3,72), indique clairement que le -D-glucose du composé 7 est porteur d’un OH libre.
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Figure 111.63: Spectre COSY H-H de la partie osidique du composé 7

Les points de fixation de I'unité¢ glucosyle et du groupement méthoxyle, similaires a
ceux établis pour le composé 3, sont confirmés par expérience HMBC (Figure 111.64) qui
montre des corrélations entre le proton anomere H-1" (&4 5,01, d, J = 7,6 Hz) et le carbone
C-7 (8¢ 165,7), les protons du groupement OCHj3 (64 3,81, s) et le carbone C-3 (8¢ 139,5) du
kaempferol.
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Figure 111.64: Spectre HMBC du composé 7

L’ensemble de ces données spectroscopiques permet d’attribuer pour le composé 7 la

structure suivante : 3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside kaempférol.

OH
HQ%o OH O |

OH

o

OCHj,

Ce composé qui est décrit pour la premiere fois dans la famille Cistaceae, a été

antérieurement isolé des espéces Haplopappus foliosus (Asteraceae) [99] et Smyrnium

perfoliatum (Apiaceae) [100].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé 7 sont regroupés

dans le tableau 111.7.
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Tableau 111.7: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 7 (MeOD)

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

2 - 158,0
3 - 139,5
4 - 178,9
5 - 161,8
6 6,28 d (2) 101,4
7 - 165,7
8 6,39d (2) 90,9
9 - 157,2
10 - 111,4
1’ - 122,8
2! 8,02 d (8,8) 131,5
3’ 6,93 d (8,8) 116,7
4’ - 160,1
5’ 6,93 d (8,8) 116,7
6’ 8,02 d (8,8) 131,5
3-OMe 3,8ls 60,6
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,01d(7,6) 103,9
2" 3,481 (7,6) 74,9
3" 3,451 (7,6) 78,1
4" 3,401t (7,6) 71,4
5" 3,55 m 78,5
6"a 3,91dd (12;2) 62,6
6"b 3,72dd (12 ;5,6) 62,6

111.1.2.3.8. Elucidation structurale du composé 8

Isoquercétrine

L’analyse des spectres RMN *H et *C J-modulé (Figures 111.65 et 111.66), supportée

par les expériences COSY H-H, HSQC et HMBC, montre clairement que le composé 8

(comme le composé 4) est une quercétine glucosylée. En effet, on identifie :

0

les signaux caractéristiques de la quercétine : H-6 [y 6,20 (d, J = 2,1 Hz)/d¢ 100,0],
H-8 [54 6,39 (d, J = 2,1 Hz)/5¢c 94,8], H-2' [64 7,71 (d, J = 2,2 Hz)/5¢ 117,6 ], H-5' [8n
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6,87 (d, J = 8,5 Hz)/d¢ 116,2], H-6' [on 7,59 (dd, J = 8,5; 2,2 Hz)/d¢c 123,2). Les
carbones quaternaires de cette génine sont repérés a d¢c 179,6 (C-4), 166,3 (C-7), 163,2
(C-5), 159,1 (C-2), 158,6 (C-9), 150,0 (C-4"), 146,1 (C-3"), 135,7 (C-3), 123,2 (C-1"),
105,8 (C-10).

¢ les signaux caractéristiques du p-D-glucose : CH-1"" [64 5,26 (d, J = 7,6 Hz)/d¢ 104,5],
CH-2" [64 3,48 (dd, J = 7,6 ; 8.9 Hz)/8¢ 75,9], CH-3" [61 3,43 (t, J = 8,9 Hz)/5¢ 78,2],
CH-4" [8143,35 (t, J = 8,9 Hz)/5¢ 75,9], CH-5" [8143,22 (ddd, J=8,9; 5,3 ; 2,3 Hz)/5¢
78,8], CH»-6"b [84 3,57 (dd, J = 11,9 ; 5,3 Hz)/5¢ 62,6], CH,-6"a [5 3,72 (dd, J =
11,9 ; 2,3 Hz)/5¢ 62,6].
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Figure 111.65 : Spectre RMN "H du composé 8 (MeOD)
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Figure 111.66: Spectre RMN **C J-modulé du composé 8
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La seule et unique différence constatée, et cela par comparaison avec le composé 4, a
trait & la disparition du groupement galloyle en C-6" du glucose.

Le spectre de masse ESI du compose 6 enregistré en mode positif (Figure 111.67),
révéle un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 487 [M+Na]®, soit une masse moléculaire M =
464 uma et une formule brute en CyH0012. La différence de masse de 1’ordre de 152 uma

entre les composés 8 (M = 616) et 4 (M = 464) confirme 1’absence du groupement galloyle.
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Figure 111.67: Spectre de masse ESI* du composé 8

Le point d’attachement de 1’unité osidique est confirmé par expérience HMBC
(Figure 111.68) qui montre une corrélation entre le proton anomere H-1" [y 5,26 (d, J = 7,6

Hz)] du glucose et le carbone C-3 (8¢ 135,7) de la génine.
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Figure 111.68: Spectre HMBC mettant en évidence le point de branchement du sucre
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En vertu de cette analyse (Tableau 111.8), il a été établi sans ambiguité pour ce
composé, la structure: quercétine-3-O-B-D-glucopyranoside.

Ce composé appelé Isoquercitrine (lsoquercétrine) a été isolé antérieurement des
espéces appartenant a la famille Cistaceae comme Helianthemum glomeratum [101],
Helianthemum sessiliflorum [74], Cistus ladanifer [102], Cistus incanus [103] et Tuberaria

lignosa [75].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé 8 sont rassemblés

dans le tableau I11.8.

Tableau 111.8: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 8 (MeOD)

Position 6y m(JenHz) dc
Aglycone

2 - 159,1
3 - 135,7
4 - 179,6
5 - 163,2
6 6,20 d (2,1) 100,0
7 - 166,3
8 6,39d (2,1) 94,8
9 - 158,6
10 - 105,8
1 - 123,2
2! 7,71d (2,2) 117,3
3 - 146,1
4' - 150,0
5' 6,87 d (8,5) 116,5
6’ 7,59 dd (8,5; 2,2) 123,2
B-D-Glucopyranosyl

1" 5,26 d (7,6) 104,5
2" 3,48 dd (7,6; 8,9) 75,9
3" 3,431 (8,9) 78,2
4" 3,35t (8,9) 71,5
5" 3,22 ddd (8,9; 5,3; 2,3) 78,5
6"a 3,72dd (11,9; 2,3) 62,6
6"b 3,57dd (11,9;5,3)
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111.1.2.3.9. Elucidation structurale du composé 9

Quercétine

Le spectre UV-Visible (Figure 111.69) de ce composé enregistré dans le méthanol
montre deux bandes d'absorption maximales a 356 nm, (bande I) et 257 nm (bande II)
caractéristiques d'un systéeme insaturé des flavonoides. L’addition de AICl3 provoque un

déplacement bathochromique de la bande I, indiquant la présence d’un OH libre en 5.

1981
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Figure 111.69: Spectre UV du composé 9

L’analyse des spectres RMN *H et *C (Figure 111.71 et 111.72), spectre de masse ESI
(Figure 111.70), ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [104] ont permis
d’identifier le composé 9 a la quercétine. Ce compose a été isolé antérieurement des especes
Cistus ladanifer [102] et Cistus laurifolius [44]. De nombreuses études pharmacologiques ont
montré qu’il posséde des propriétés anti-inflammatoires [105], anti-oxydantes [106] ainsi

qu'une activité antiallergique [107].
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Figure 111.70: Spectre de masse ESI"du composé 9

Figure 111.71: Spectre RMN *H du composé 9
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Figure 111.72 : Spectre RMN **C J-modulé du composé 9
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN *H et *3C sont réunis dans

le tableau I11.9.

Tableau 111.9: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 9 dans MeOD

Position 6y m(JenHz) dc
2 - 148,2
3 - 137,2
4 - 1775
5 - 162,6
6 6,20d (2) 99,4
7 - 165,7
8 6,40d (2) 94,6
9 - 158,4
10 - 104,7
1 - 1243
2 7,75d (2,1) 116,1
3’ - 146,3
4 - 150,3
5 6,90d (8,5) 116,2
6 7,65 dd (8,5; 2,1) 121,8

111.1.2.3.10. Elucidation structurale du composé 10

3-méthoxy quercétine

Le spectre de masse ESI du composé 10, enregistré en modes positif (Figure 111.73) et

négatif (Figure I11.74), présente respectivement des pics d’ions pseudomoléculaires a m/z =

339 [M+Na]" et 315 [M-H], soit une masse moléculaire égale a 316 uma correspondant a une

formule brute en C15H1205.
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Figure 111.73: Spectre de masse ESI" du composé 10
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Figure 111.74: Spectre de masse ESI"du composé 10

Le spectre RMN *H (Figure 111.75) de ce composé enregistré dans le MeOD présente

une forte similitude avec celui du composé 9 décrit précédemment. En effet, on observe les

mémes signaux caractéristiques des protons de I’aglycone quercétine: H-6 [0y 6,19 (d, J = 2,1
Hz)], H-8 [61 6,40 (d, J = 2,1 HZz)], H-2' [y 7,63 (d, J = 2,4)], H-5" [64 6,90 (d, J = 8,8 Hz)] et
H-6' [0y 7,52 (dd, J = 8,8 ; 2,4 Hz)]. La seule différence remarquable réside dans 1’apparition

d’un signal singulet résonant a 3,78 ppm, attestant la présence d’un groupement méthoxyle.
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Figure 111.75: Spectre RMN *H (500 MHz, MeOD) du composé 10
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Le spectre RMN *3C J-modulé (Figure 111.76) montre clairement tous les signaux des
carbones de la quercétine (composé 9), a I’exception de la valeur du déplacement chimique du
carbone C-2 de I’ordre de 158,1 ppm au lieu de 148,2 ppm dans le cas de la quercétine. Le
déblindage important de 1’ordre de + 9,9 ppm de ce signal, traduit une substitution a ce niveau

par le groupement méthoxyle OCH3 (3¢ 60,6).
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Figure 111.76: Spectre RMN **C J-modulé du composé 10

La corrélation *Jy.c observée sur le spectre HMBC (Figure 111.77) entre les protons
méthoxyliques (o4 3,78) et le carbone C-3 (¢ 139,7) de I’aglycone, confirme la substitution a

ce niveau par le groupement OCHa.
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Figure 111.77: Spectre HMBC du composé 10
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Ces données spectrales comparées a celles de la littérature [96] permettent d’attribuer

pour le composeé 10 la structure : 3-méthoxy quercétine. Ce composé a été rencontré au niveau

de plantes Cistaceae comme Cistus laurifolius [44]. 1l présente une activité anti-Helicobacter

pylori [108].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé 10 sont

rassemblés dans le tableau 111.10.

Tableau 111.10: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 10 dans MeOD

Position éy m(JenHz) dc
2 - 158,1
3 - 139,7
4 - 180,1
5 - 163,2
6 6,19d (2,1) 100,2
7 - 166,9
8 6,40 d (2,1) 95,0
9 - 158,6
10 - 105,8
1’ - 123,1
2! 7,63d(2,4) 116,6
3’ - 146,7
4' - 150,2
5’ 6,90 d (8,8) 116,6
6’ 7,52 dd (8,8; 2,4) 122,5
3-OMe 3,78s 60,7

111.1.2.3.11. Elucidation structurale du composé 11

OH
(-)-Gallocatéchine
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Le spectre de masse ESI, enregistré en mode négatif (Figure 111.78), du composé 11
présente un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z = 305 [M-H] correspondant a une masse

moléculaire de 306 uma et une formule brute en C15H1405.
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Figure 111.78: Spectre de masse ESI" du composé 11

Le spectre RMN *H (Figure 111.79) de ce composé, enregistré dans le méthanol
deutéré, révele la présence de quatre protons aromatiques entre 5,5 et 6,5 ppm se répartissant
en:

¢ deux protons résonant a oy 5,86 (d, J = 2,2 Hz, 1H) et 592 (d, J = 2,2 Hz, 1H)
appartenant a un méme systéeme de spins, confirmé par analyse COSY H-H (Figure

111.80). Ils sont identifiables respectivement aux protons H-8 et H-6 du cycle A d’un

flavonoide.

¢ deux protons sortant a éy 6,40 (2H, s, H-2'/H-6"), ne présentant aucun couplage sur le
spectre COSY, tres caractéristiques de protons magnétiquement équivalents du cycle

B 1',3',4' 5'-tétrasubstitué d’un flavonoide.

Les signaux de leurs carbones respectifs résonant a d¢ 96,4 (C-6), 95,7 (C-8) et 107,3
(C-2'/C-6") ont été assignes par expérience HSQC (Figure 111.80).

Figure 111.79: Spectres RMN *H de la zone aromatique du composé 11
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Figure 111.80: Spectres COSY H-H et HSQC de la zone aromatique du composeé 11

Par ailleurs, le spectre RMN *H (Figure 111.81) montre un signal doublet & 4,52 ppm
(1H, d, J = 7,3 Hz) d’un proton porté par un carbone oxyméthine, deux signaux blindés
résonant sous forme de doublet de doublets a 642,50 (1H, dd, J = 16,2 ; 8 Hz), 2,81 (1H, dd, J
= 16,2 ; 5,4 Hz) caractéristiques de deux protons géminés non équivalents, un signal doublet
de doublets de doublets a 3,95 ppm (1H, ddd, J=8; 7,3 ; 5,4 Hz) d’un proton —CH-OH. Tous
ces protons ainsi inclus dans un méme systéme de spins, sont tres caractéristiques de protons
H-2, H-3 et H-4 du cycle C d’un flavanol [109].
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Figure 111.81: Spectre RMN *H de la zone aliphatique du composé 11
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Le spectre COSY H-H (Figure 111.82) confirme la présence de ce systéme de spins a
travers les couplages homonucléaires H-4a (6 2,81, dd, J = 16,2 ; 5,4 Hz)/H-4b (84 2,50, dd,
J=16,2; 8 Hz), H-3 (84 3,95, ddd, J =8 7,3 ; 5,4 Hz)/ H-2 (814 4,52, d, J = 7,3 Hz) et enfin
H-3/H,-4.

&
H-3H-4a

H-3/H-4b

I e L e m e L —
0 25 F2 [ppm]

Figure 111.82 : Spectre COSY H-H de la zone aliphatique du composé 11

L’analyse HSQC (Figure II1.83) permet de caractériser les carbones du cycle C de ce
flavanol a travers les corrélations H-2/C-2 (83,0 ppm), H-3/C-3 (68,9 ppm), H,-4/C-4 (28,3

ppm).
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Figure 111.83: Spectre HSQC de la zone aliphatique du composé 11

L’analyse du spectre HMBC (Figure I11.84, I11.85) confirme la nature flavanolique du

composé 11 et cela par 1’observation des corrélations attendues entre :
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0

0

0

les protons H-2, H-4a et H-4b du cycle C et un carbone quaternaire sortant a 156,9

ppm, attribuable au carbone C-9.

les protons H,-4/H-3 et un carbone quaternaire a 100,9 ppm, s’accordant au carbone

C-10.

le proton H-2 et un carbone quaternaire repéré a 131,7 ppm correspondant au carbone

C-1' du cycle B. Il couple également avec les carbones C-2' et C-6' (6¢c 107,3).

Figure 111.84: Principales corrélations HMBC des protons H-2, H-3 et H,-4
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Figure 111.85: Spectre HMBC mettant en évidence les corrélations des protons H-2, H-3

et Hy-4 du composé 11

L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet de caractériser tous les

carbones de ce composé connu sous le nom de gallocatéchine (Figure 111.86).
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Figure 111.86: Spectre RMN **C J-modulé du composé 11

Il reste maintenant a élucider la stéréochimie au niveau des carbones C-2 et C-3. La
grande valeur de constante de couplage Ju-m-3 (7,3 Hz) traduisant une position trans-diaxiale
entre les protons H-2 et H-3, laisse suggérer, pour le composé 11, deux structures
énantiomeres possibles: (-)-Gallocatéchine avec une configuration (2S, 3R) et (+)-

Gallocatéchine avec une configuration (2R, 3S).

(-)-Gallocatechine (+)-Gallocatéchine

La valeur du pouvoir rotatoire [a]p = — 22° (C = 0,2 ¢/100 ml, MeOH) indiquant une
configuration (2S,3R) [110] ainsi que toutes les données spectrales comparées a celles de la
littérarture, permettent d’attribuer sans ambiguité au composé 11, plus connu sous le nom de
(-)-Gallocatéchine, la structure suivante : (2S, 3R)-2-(3',4",5'-trihydroxyphényl) chromane-
3,5,7-triol,. 1l a été identifié antérieurement dans un nombre important des plantes Cistaceae

[51, 50, 74]. On citera Cistus salvifolius, Cistus incanus et Helianthemum sessiliflorum.
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OH
HO ‘ o) g OH

“Ion

OH

Les déplacements chimiques de tous les protons et carbones sont présentés dans le
tableau 111.11.

Tableau 111.11: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 11 dans MeOD

Position 6y m(JenHz) dc
2 4,52d (7,3) 83,0
3 3,95ddd (8; 7,3; 5,4) 68,9
4a 2,81 dd (16,2; 5,4) 28,3
4b 2,50 dd (16,2; 8)

5 - 157,9
6 5,92d(2,2) 96,4
7 - 157,7
8 5,86 d (2,2) 95,7
9 - 156,9
10 - 100,9
1’ - 131,7
2! 6,40 s 107,3
3’ - 134,2
4’ - 147,0
5 - 134,2
6’ 6,40 s 107,3

111.1.2.3.12. Elucidation structurale du composé 12

OH
4_OH
5
HO 0L .\
N OH
3,
0N *"on
OH

(-)-Epigallocatéchine

Le spectre de masse ESI™ (Figure 111.87) du composé 12 est totalement identique a

celui du composé précédent. Il présente un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z 305 [M-H]’, ce
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qui correspond a une formule brute s’établissant en C15H3407 pour une masse moléculaire de

306 uma. Il s’agit donc d’un isomére du composé 11, identifié précédemment.

Intens.
x109]
37 [M-H]
] 305.1
2
1
U: 1 L II — 1 T 1 T 1 T 1 T I T T 1
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figure 111.87: Spectre ESI” du composé 12

Son spectre RMN 'H (Figure 111.88) enregistré dans MeOD, montre une totale
similitude structurale avec le composé 11. On reconnait les signaux des protons aromatiques
H-6 [84 5,93 (1H, d, J = 2,2)], H-8 [5,95 (1H, d, J = 2,2)], H-2'/H-6' [6,54 (2H, s)], en plus du
signaux de protons caractéristiques du cycle C d’un flavanol, repérés a 6y 4,77 (1H,d, J=1,5
Hz, H-2), 4,19 (1H, ddd, J=4,5;3,1; 1,5 Hz, H-3), 3,87 (1H, dd, J=16,5; 4,5 Hz, H-4a) et
3,75 (1H, dd, J=16,5; 3,1 Hz, H-4b).

H-2|//H-6'

Hy H2
“ ) H4a g 4p
[ ] N

Figure 111.88: Spectre RMN ‘H du composé 12
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Cette analyse ajoutée a celle du spectre de masse qui montre que le composé 12 est de
méme masse moléculaire (306 uma) que le composé 11, indique clairement qu’ils sont stéréo-

isomeres.

La petite valeur de la constante de couplage J n-21-3 = 1,5 Hz traduisant une position cis
pour les H-2 et H-3, permet d’attribuer au composé 12, la structure de 1’épigallocatéchine,

flavanol connu qui existe sous les deux formes énantiomeéres suivantes (Figure 111.89) :

OH OH

” @(OH
(@) O (0] \Y
HO 2 OH HO 2.\ OH
3 3
2,
OH ‘on

OH OH

(2S, 3S) épigallocatéchine (2R, 3R) ¢épigallocatéchine
Figure 111.89: Formes stéréo-isoméres de I’épigallocatéchine

La valeur du pouvoir rotatoire [a]p = -33,5° (C = 0,42 ¢/100 ml, MeOH) indique
clairement que le composé 12 n’est autre que (2R,3R)-Epigallocatéchine ou (2R,3R)-2-

(3',4',5'-trihydroxyphenyl)chromane-3,5,7-triol.

Tous les carbones de ce flavanol ont été assignés par analyse des spectres RMN *3C
(Figure 111.90) ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [111].

C-2'/C-6
ces &P C2 C-3
N yd C4
(;II-T C-3/C-5
C-51 ¢ Cc-1 C-10
P C4 |
-L = o .n-_L_ st — - —JM
150 140 130 120 110 100 90 80 7O 80 SO 40 ppm

Figure 111.90: Spectre RMN *C du composé 12
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Ce composé a été isolé antérieurement de différentes especes de la famille Cistaceae
comme Cistus salvifolius [51] Helianthemum glomeratum [112] et Helianthemum

sessiliflorum [74].

Tableau 111.12: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 12 dans CD;0OD

Position 6y m(JenHz) dc
2 4,77 d (1,5) 78,4
3 4,19 ddd (4,5; 3,1; 1,5) 66,1
4a 3,87 dd (16,5; 4,5) 27,7
4b 3,75 dd (16,5; 3,1)

5 - 156,5
6 5,93d (2,2) 94,9
7 - 156,2
8 5,95d (2,2) 94,4
9 - 155,9
10 - 98,6
1’ - 130,1
2! 6,54 s 105,5
3’ - 145,2
4' - 132,1
5! - 145,2
6 6,54 s 105,5

111.1.2.3.13. Elucidation structurale du composé 13

OH

Iriflophénone-2-O-B-glucoside

Le spectre UV (Figure 111.91) du composé 13 présente une bande d’absorption

maximale a 290 nm, mettant en évidence son caractére conjugué, voire aromatique.

103



CHAPITRE 111 Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel

4,774 1 I
4,000 4
290
5 i
2,000 -
0,000 -
0,435 L 1
200,00 300,00 400,00 500,00
nm.

Figure 111.91: Spectre UV du composé 13

Le spectre de masse ESI" de ce composé (Figure I11.92) exhibe deux pics d’ions
pseudomoléculaires a m/z 407 [M-H] et 814 [2M-H], en accord avec une formule brute en

C19H20010 et une masse moléculaire de 408 uma.

Intens. NM004162.d: -MS
%1059 3
1 [M-H]|
257 4072

2.0

0‘55 4431 [2MLH]-
‘ 1833 2453 \ 8149
Faly ey A

w200 30 40 &0 80 700 800 %0 mz

Figure 111.92: Spectre de masse ESI"du composé 13

Son spectre RMN 'H (Figure 111.93), enregistré dans MeOD, renseigne d’emblée sur
son caractere aromatique, a travers les signaux résonant entre 6 et 8 ppm. Il est également
observé des signaux de protons osidiques entre 3 et 4 ppm et un signal de proton anomérique
repéré a 4,82 ppm (1H, d, 7,7 Hz).
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Figure 111.93: Spectre RMN *H du composé 13

Le spectre RMN *3C J-modulé (Figure 111.94) de ce composé présente des signaux de

carbones aromatiques a 6¢c 163,8 (C), 162,6 (C), 159,8 (C), 158,8 (C), 133,6 (2 CH), 132,4
(C), 115,9 (2 CH) et 110,4 (C), 98,3 (CH), 95,9 (CH). Les six signaux CH résonant entre 62 et

102 ppm sont attribuables aux carbones de 1’unité osidique. Le caractére "benzophénonique"

du composé est exprimé par un signal a 6c 197,6, typique d’un carbone carbonyle d’une

benzophénone [113]. Ce caractére est également attesté par le spectre UV a travers

’absorption a 290 nm [114].

—_—137,4]
115,94

=110, 46}

— 110,40

102 44)

Carbone anomére

T 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 1895 190 185 180 175 170 165 1&0 156 150 145 140 135 130 125 120 115 110 [T

|| L1 LLL
n 1 1 1 _ —

-

CH aromatigues

T T T T T T T T T T T T T T
895 290 BS B0

Figure 111.94: Spectre RMN **C J-modulé du composé 13

Cette premiére analyse, laisse suggérer que le composé 13 est une benzophénone

porteuse d’une unité osidique.
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L’élucidation structurale de ce composé est initiée par analyse du spectre RMN 'H
(Figure I11.95) qui exhibe des signaux a dy 6,07 (1H, d, J =2 Hz) et 6y 6,24 (1H, d, J = 2 Hz),
caractéristiques de 2 protons positionnés en méta d’un noyau aromatique tétrasubstitué.

L’absence de corrélation HMBC entre ces derniers et le carbone du carbonyle autorise, pour

ce noyau aromatique, la structure suivante :

Les deux doublets d’intégration 2H chacun, formant un systétme AB et résonant a oy

7,68 (J = 8,8 Hz) et 64 6,78 (J = 8,8 Hz), sont attribuables respectivement aux protons

H-2'/H-6" et H-3'/H-5" du second noyau aromatique :

e = R e o .~ ™ o] @
[ e L BTN T M L oo ]
o~ O oo U ooy W o o
Lo I - T s s oo o Il N
P - mm i e
[ T I I | |1 |1
[] |
H-2'/H-6' H-3'/H-5
H : E
5| i,
{ |
W Fl |
""""" LSRN BN BN BN AL DL DL AL B B R
3900 3800 3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100 Hz

Figure 111.95: Spectre RMN *H de la zone aromatique du composé 13
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Ceci est confirmé par expéerience COSY H-H (Figure 111.96) qui montre clairement les
deux systémes de spins constituant les protons cités précédemment. Les signaux de leurs
carbones résonant a d¢c 95,9 (C-3), 6¢c 98,3 (C-5), d¢c 115,9 (C-3'/C-5"), &¢ 133,6 (C-2'/C-6")
ont éteé assignés par experience HSQC (Figure 111.96).
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Figure 111.96: Spectres COSY H-H et HSQC de la zone aromatique du composé 13

Le spectre HMBC (Figure I11.97) permet d’identifier les autres carbones de ces deux

cycles aromatiques et cela par 1’observation des corrélations entre :

¢ le proton H-3 et deux carbones quaternaires résonant a 6c 158,8 et 162,6 attribuables
respectivement aux carbones oxygénés C-2 et C-4.

¢ le proton H-5 et un carbone quaternaire oxygéné a d¢c 159,8, correspondant au carbone
C-6.

¢ les deux protons H-3, H-5 et un carbone quaternaire sortant a 110,4 ppm, ne pouvant
étre que le carbone C-1.

¢ les protons H-3'/H-5' et un carbone quaternaire a 132,4 ppm, s’accordant au carbone
C-1".

¢ Les protons H-2', H-3" et un carbone quaternaire oxygéné repéré a 162,6 ppm,

correspondant au carbone C-4'.
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Le méme spectre HMBC (Figure 111.97), outre la corrélation en 3Jcy observée
entre les protons H-2'/H-6' et le carbonyle (6¢c 197,6), montre clairement un couplage entre le
proton anomére (Oy 4,82) de 1’unité osidique et le carbone C-2 (&¢ 158,8) du noyau

benzophénone, indiquant sa substitution a ce niveau par 1’unité osidique.
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Figure 111.97: Spectre HMBC du composé 13

L’identification de I'unité osidique a un hexose est attestée par analyse du spectre de
masse ESI™ (Figure 111.98) qui montre un pic de fragmentation & m/z 245 ([M-H-162]),
(Figure 111.99), 1ié a la perte d’une unité hexosyle.

Intens 1
x1043
59 244.9

-162
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Figure 111.98: Spectre ESI-MS (mode négatif) du composé 13
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OH
Figure 111.99: Fragmentation du composé 13

L’identification de [I'unit¢ osidique repose essentiellement sur 1’expérience
COSY H-H (Figure I11.100) qui montre la présence d’un systéme de spins a sept protons d’un
hexose. En effet, partant du proton anomére H-1" résonant a 4 4,82 (d, J = 7,7 Hz) cité
précédemment, il est observé les couplages H-1"/H-2" (3,09 ppm, dd, J = 7,7 ; 9,2 Hz), H-
2"/H-3" (3,37 ppm, t, J = 9,2 Hz), H-3"/H-4" (3,27 ppm, t, J = 9,2 Hz), H-4"/H-5" (3,32 ppm,
m) et enfin H-5"/H»-6" (3,85 ppm, dd, J = 12,1 ; 2,2 Hz, H-6"a ; 3,68 ppm, dd, J = 12,1 ;5,6
Hz, H-6"b). Les grandes valeurs de constantes de couplage permettent d’identifier un glucose

de configuration B (J;-p» = 7,7 Hz).
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3 2

4

5

B

7

Figure 111.100: Spectre COSY H-H du p-D-glucose
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L’analyse combinée des spectres HSQC et HMBC permet d’assigner tous les signaux

de carbones de ce composé (Figure 111.101).
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Figure 111.101: Spectre RMN C J-modulé du composé 13

L’ensemble de ces données spectroscopiques (Tableau I11.13) et la valeur du pouvoir
rotatoire [a]p = - 15,2° (C = 0,466 g/100 ml, MeOH) permettent d’attribuer pour le
composé 13, appelé Iriflophénone-2-O-B-D-glucopyranoside, la structure suivante: 2-O-p-D-
glucosyl-4,4',6-trinydroxybenzophénone. Ce composé a été rencontré uniquement dans deux
especes de plantes: Coleogyne ramosissima (Rosaceae) [115] et Planchonella obovata
(Sapotaceae) [116]. Il a été donc identifié ici pour la troisieme fois et la premiére fois dans la

famille Cistaceae.

OH
OH
HO
© OH
HO O o O OH
OH (@]

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce compose sont rassemblés

dans le tableau ci-apres (Tableau I11.13).
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Tableau 111.13: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 13 (MeOD)

Position oy m(JenHz) oc
Aglycone

1 - 110,4
2 - 158,8
3 6,24 d (2) 95,9
4 - 162,6
5 6,07 d (2) 98,3
6 - 159,8
7 - 197,6
1’ - 132,4
2! 7,68 d (8,8) 133,6
3 6,78 d (8,8) 1159
4’ - 163,8
5’ 6,78 d (8,8) 1159
6’ 7,68 d (8,8) 133,6
B-D-Glucopyranosyl

1" 4,82d (7,7) 102,4
2" 3,09dd (7,7;9,2) 74,8
3" 3,37t(9,2) 77,9
4" 3,271(9,2) 71,2
5" 3,32m 78,4
6"a 3,85dd (12,1 2,2) 62,6
6"b 3,68 dd (12,1 5,6)

111.1.2.3.14. Elucidation structurale du composé 14

lCH3

(-)-Rhododendrine

Le spectre de masse ESI™ (Figure 111.102) du composé 14, présente un pic d’ion

pseudomoléculaire & m/z = 351 [M+Na]", correspondant a une masse moléculaire de 328 uma

et une formule brute en C1H,405.
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Figure 111.102: Spectre de masse ESI” du composé 14

Le spectre RMN *H (Figure 111.103) de ce composé, & travers les signaux de quatre
protons résonant a oy 6,68 (2H, d, J = 8,8Hz) et 7,02 (2H, d, J = 8,8 Hz), permet d’identifier

un noyau aromatique paradisubstitué, comme le montre également 1’expérience COSY H-H

(Figure 111.104).
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Figure 111.103: Spectre RMN *H (zone aromatique) du composé 14

L’expérience HSQC a permis d’assigner les déplacements chimiques (6¢ 116,1 et 130,5)

des carbones qui les portent (Figure 111.104).
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Figure 111.104: Spectres COSY H-H et HSQC (zone aromatique) du composé 14
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Sur le spectre RMN *H (Figure 111.105), il est également observé un signal d’un proton
oxyméthine a oy 3,90 (1H, nd) trois signaux correspondant a 4 protons méthyléniques, deux
non équivalents a oy 1,68 (1H, m) et 1,85 (1H, m), deux équivalents a oy 2,62 (2H, m), et
enfin un signal doublet d’intégration 3H de protons méthyliques résonant a 6y 1,20 (3H, d, J =
6 Hz).

|_ : Me
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| | |‘ |
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Figure 111.105: Spectre RMN *H de la zone aliphatique du composé 14

| Proton oxyméthine

Quatre protons méthyléniques

L’expérience COSY H-H (Figure 111.106) montre clairement que ces protons sont
inclus dans un méme systéme de spins, mettant en évidence la présence d’une chaine
aliphatique. En effet, a partir des protons du groupement méthyle (o4 1,20, d, J = 6 Hz, Me-
1), on relie le proton nommé H-2 (84 3,90, nd) du groupement oxymeéthine, les deux protons
non équivalents CH,-3 (64 1,85, m, H-3a) et (6 1,68, m, H-3b), et enfin les protons
équivalents CH,-4 (o4 2,62, 2H, m, H-4).

A

-4/H-3a, H-3

Figure 111.106: Spectre COSY H-H de la zone aliphatique du composé 14
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L’expérience HSQC (Figure I11.107) a permis d’assigner les déplacements chimiques
de tous les carbones de cette chaine aliphatique C-1 (¢ 20,1), C-2 (6¢ 75,2), C-3 (8¢ 40,7) et
C-4 (8¢ 31)9).
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Figure 111.107: Spectre HSQC de la zone aliphatique du composé 14

Le spectre RMN *H (Figure 111.108) exhibe également des signaux caractéristiques de
protons osidiques sortant dans 1’intervalle 3,20-4,50 ppm mettant en évidence I’existence

d’une seule unité osidique, et dont le proton anomere (H-1", d, J = 8 Hz) est repéré a oy 4,33.

|
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|_| 4 {ﬁ;! |
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Protons osidigues

Figure 111.108: Spectre RMN *H (région 1,20-4,50 ppm) du composé 14
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Le spectre COSY H-H (Figure I11.109) permet d’identifier sept protons d’un hexose, a
travers les couplages H-1"/H-2" (3,18 ppm, dd, J = 9,2 ; 8 Hz), H-2"/H-3" (3,36 ppm, t, J=
9,2 Hz), H-3"/H-4" (3,34 ppm, nd), H-4"/ H-5" (3,25 ppm, ddd, J = 8,2 ; 5,5 ; 2,5 Hz) et enfin
H-5"/Hp-6"a (3,88 ppm, dd, J = 11,8 ; 2 Hz) et H-6"b (3,71 ppm, dd, J = 11,8; 5,5). Les
valeurs de constantes de couplage permettent d’identifier un glucose de configuration 3

(31"-2" =8 HZ).

3.0 F1 [ppm]

5

4.0

4.5 4.0 3.5 F2 [ppm]

Figure 111.109: Spectre COSY H-H du glucose

Il apparait ainsi que le composé 14 est un dérivé phénolique constitué d’un noyau
aromatique paradisubstitué, porteur d’une unité glucosyle et d’une chaine aliphatique dont la
structure a été élucidée plus haut. Le branchement de cette derniére sur le noyau aromatique
est attest¢é par I’analyse HMBC (Figure 111.110) qui met en eévidence un couplage
hétéronucléaire en *Jc.y entre les protons Hy-4 de cette chaine (54 2,62) et les carbones
aromatiques C-2'/C-6" (8¢ 130,5) déterminés précédemment. En outre, I’observation d’une
corrélation HMBC entre le proton anomére H-1" du glucose (64 4,33) et le carbone C-2

(6¢c 75,2) de la chaine aliphatique permet d’établir I’enchainement illustré ci-dessous.
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Figure 111.110: Spectre HMBC du composé 14

Par ailleurs, 1’analyse conjuguée des spectres HSQC et HMBC permet d’assigner tous

les signaux de carbones de ce composé (Figure 111.111).
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Figure 111.111: Spectre RMN **C J-modulé du composé 14
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Toutes ces donnes spectrales (Tableau 111.14) établies par RMN *H, *C, COSY H-H,
HMBC et HSQC, la valeur du pouvoir rotatoire [a]p = — 17,6° (C = 0,1 g/100 ml, MeOH)
ainsi que la comparaison avec les données de la littérature [117], permettent d’attribuer sans
ambiguité pour le composé 14 la structure suivante: 4-(p-hydroxyphényl) but-2-yl-B-D-
glucopyranoside. Ce composé, est connu sous le nom de Bétuloside [118], a été isolé
précédemment d’une plante Cistaceae : Cistus salvifolius [51]. Il est décrit pour la premiére

fois dans le genre Fumana.

OH OH

0
HO 0

HO
OH
CH3

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés

dans le tableau I11.14 ci-dessous.

Tableau 111.14: Déplacements chimiques RMN *H et *C du composé 14 (MeOD)

Position oy m(JenHz) dc
Aglycone

1 1,20 d (6) 20,1
2 3,90m 75,2
3a 1,85m 40,7
3b 1,68 m 40,7
4 2,62m 31,9
1 - 134,8
2! 7,02d (8,2) 130,5
3’ 6,68 d (8,2) 116,1
4’ - 156,4
5’ 6,68 d (8,2) 116,1
6’ 7,02d (8,2) 130,5
B-D-Glucopyranosyl

1" 4,33d (8) 102,4
2" 3,18dd (9,2; 8) 75,2
3" 3,361t(9,2) 77,9
4" 3,34 nd 71,8
5" 3,25ddd (8,2;5,5; 2,5) 78,3
6"a 3,88dd (11,8; 2) 62,9
6"b 3,71dd (11,8;5,5)

117



CHAPITRE 111 Etude phytochimique de ’espéce Fumana montana Pomel

111.1.2.3.15. Elucidation structurale du composé 15

Acide p-hydroxybenzoique

Le composé 15 a été obtenu sous forme d’une poudre blanche qui donne une tache

visible en UV (366 et 254 nm), donnant sur CCM une couleur bleue apres pulvérisation par
une solution acide et chauffage.

L’analyse des spectres RMN *H et **C J-modulé (Figure 111.112 et 111.113) ainsi que la
comparaison avec les données de la littérature [119] ont permis d’identifier le composé 15 a
I’acide carboxylique p-hydroxybenzoique. Ce composé a été isolé précédemment a partir de
plantes Cistaceae comme Cistus ladanifer [120], Helianthemum sessiliflorum [74]. Il est
décrit pour la premiére fois dans le genre Fumana.

T T T T T T T T T T T T
4050 4000 3950 3300 3850 3600 3750 3700 3850 3600 3550 3500

Figure 111.112: Spectre RMN *H du composé 15
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Figure 111.113: Spectre RMN **C J-modulé du composé 15
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Les valeurs des déplacements chimiques des protons et carbones du composé 15 sont

rassemblées dans le tableau 111.15.

Tableau 111.15: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 15 (MeOD)

Position 604 m(JenHz) dc

1 - 122,5
2 7,87 d (8,8) 1331
3 6,81d (8,8) 116,2
4 - 162,7
5 6,81d (8,8) 116,2
6 7,87 d (8,8) 1331
7 - 170,0

111.1.2.3.16. Elucidation structurale du composé 16

Acide gallique

Le composé 16 a été isole sous forme de cristaux bruns. Il est visible en UV (254 et

366 nm) et réagit sur CCM en donnant une coloration bleue apres pulvérisation par une

solution acide et chauffage.

Son spectre RMN *H, enregistré dans MeOD & 500 MHz (Figure 111.114), montre la

présence d’un seul signal a oy 7,02 (2H, s), attestant la présence d’un noyau aromatique

symétrique tétrasubstitue.
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Figure 111.114: Spectre RMN *H du composé 16
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Son spectre de masse obtenu par ionisation douce (ESIMS) montre en mode négatif
(Figure II1.115), deux pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 339 [2M-H] et 169 [M-H], soit

une masse moléculaire de 170 uma correspondant a une formule brute en C;HgOs.

Ilntenss.; NMO004766.d: -MS
x10 LH] -

[2M-H]-
338.9

L
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L 255.3

Figure 111.115: Spectre de masse ESI"du composé 16

Ceci permet de suggérer que notre composé est constitu¢ d’un noyau aromatique
porteur de trois groupements hydroxyles et d’un groupement carboxyle, nous orientant Vers
un composé dérivé de I’acide benzoique, connu sous le nom d’acide gallique.

o)
HO
OH
HO
OH

Ce constat est confirmé aisément sur le spectre RMN *3C J-modulé (Figure 111.116) qui
permet de reconnaitre tous les signaux des carbones de I’acide gallique [39], a savoir le signal
du carbone COOH (8¢ 168,2), deux signaux intenses a oc 108,8 et 1455 correspondant
respectivement aux carbones aromatiques C-2/C-6 et C-3/C-5 ainsi que les deux signaux

résonant a 6c 121,2 et 137,8 des carbones quaternaires C-1 et C-4.

OH

C-24C-6
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Figure 111.116: Spectre RMN *C J-modulé du composé 16
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Ces données spectroscopiques ainsi que la comparaison, aussi bien avec les données
de la littérature [111] qu’avec un échantillon témoin, ont permis d’identifier le composé 16 a
I’acide 3.4,5-trinydroxybenzoique nommeé acide galligue. Ce composé a été isolé
antérieurement de différentes especes de la famille Cistaceae comme Cistus ladanifer [48],
Tuberaria lignosa [75] et Helianthemum sessiliflorum [74]. 1l posséde un pouvoir
antioxydant, anti-inflammatoire, anti-carcinogene et antimicrobien [121, 122].

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN *H et *C sont réunis dans
le tableau 111.16.
Tableau 111.16: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 16 (MeOD)

Position éy m(JenHz) dc

- 121,2
7,02s 108,2
- 145,5
137,8

- 1455
7,02s 108,2
- 168,2

~NoO Ok~ WN R
1

111.1.2.3.17. Elucidation structurale du composé 17

Gallate de méthyle

Le compose 17 a été obtenu sous forme de cristaux blancs. Il montre une tache visible
en UV (254 et 366 nm), se colorant en bleu apres pulvérisation sur CCM par une solution

acide puis chauffage.

Son spectre de masse ESI® (Figure 111.117) exhibe deux pics d’ions
pseudomoléculaires & m/z = 391 [2M+Na]" et 207 [M+Na]", soit une masse moléculaire de
184 uma correspondant a une formule brute en CgHgOs.
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Figure 111.117: Spectre de masse ESI” du composé 17

Les spectres RMN 'H et *C J-modulé (Figure 111.118 et 111.119) du composé 17

montrent une forte similitude structurale avec le composé 16. La seule différence remarquable

réside en I’apparition des signaux de protons et carbone d’un groupement méthoxyle

(On 3,80/0¢c 52,4). Le déplacement chimique du carbone de I’ordre de 52,4 ppm est

caractéristique d’un méthoxyle d’ester [123].
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Figure 111.119: Spectre RMN **C J-modulé du composé 17
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Ces données spectrales et la comparaison avec les données de la littérature [123],
permettent d’identifier ce composé au 3,4,5-trihydroxybenzoate de méthyle, connu sous le

nom gallate de méthyle.

Le gallate de méthyle, qui originellement est le composé majoritaire de 1’espece
Galla Rhois (Anacardiaceae) [124], a eté également rencontré dans un nombre important
d’espéces appartenant a diverses familles botaniques. On citera Klainedoxa gabonensis
(Irvingiaceae) [125], Labisia pumila Benth. (Myrsinaceae) [126] et Givotia rottleriformis
Griff. (Euphorbiaceae) [127].

Il est a signaler que de nombreuses études biologiques effectuées sur ces deux
composes (acide gallique AG et gallate de méthyle GM), conférent a ces derniers un intérét
biologique évident, notamment un potentiel antiprolifératif sur les cellules tumorales
épidermoides A431 humaines [127].

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et carbones du composé 17 sont

regroupées dans le tableau 111.17.

Tableau 111.17: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 17 (MeOD)

Position &y m(JenHz) dc

- 121,5
7,02s 110,1

- 146,6

- 138,4

- 146,6

7,02s 110,1

- 169,1

OOCH; 3,80s 52,4

1
2
3
4
5
6
7
C

I11.2. Conclusion

Ce travail consacré a I'étude phytochimique de la plante Fumana montana Pomel
appartenant a la famille Cistaceae, espéce n’ayant fait 1’objet d’aucune investigation chimique
antérieure, a révélé sa grande richesse en métabolites secondaires a squelettes phénolique et

polyphénolique. L’extraction de la plante entiére et les séparations chromatographiques
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successives ont permis d’isoler 17 composés constitués majoritairement de flavonoides. Trois

flavonols glycosylés et acylés se sont averés nouveaux.

Ces métabolites secondaires identifiés et caractérisés par différentes techniques
spectroscopiques, particulierement la RMN 2D et la spectrométrie de masse ESI-MS, se

répartissent en :

» douze flavonoides (10 flavonols et 2 flavanols) dont les trois premiers sont nouveaux :
¢ 3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

3.,4’-Diméthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol

3-0-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

3-méthoxy-7-0-B-glucopyranoside quercétine

3,4'-diméthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine

3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside kaempférol

quercétine

3-méthoxy quercétine

isoquercétrine

(-)-gallocatéchine

(S AR I I e IR R C e R e R e

(-)-épigallocatéchine

» un dérivé benzophénone glycosylé: Iriflophénone-2-O-B-glucoside
» un phénol glycosylé : (-)-Rhododendrine
» trois dérives de 1’acide benzoique :

¢ Acide p-hydroxybenzoique

¢ Acide gallique

¢ Gallate de méthyle

D’un point de vue chimiotaxonomique, ces résultats sont en parfait accord avec les
données de la littérature dans la mesure ou les flavonoides, notamment les flavonols et
flavanols, sont les constituants dominants de la famille Cistaceae [44, 51]. Il est important de
signaler que c’est la premiére fois que des flavonols acylés par un groupement galloyle ont été

décrits au sein de la famille Cistaceae, tout comme 1’ Iriflophénone-2-O--glucoside.
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CHAPITRE IV Etude phytochimique de I’espéce Fumana thymifolia

IV.1. Etude phytochimique de I’espéce Fumana thymifolia
1V.1.1. Rappel botanique

Fumana thymifiolia (L.) Spach ex Webb (Figure 1V.1), connue sous le nom Fumana a
feuilles de thym, est une espece thermophile a caractéres héliophile et xérophile. Elle est
glanduleuse et atteint 10 a 20 cm de long. Les feuilles sont plus vertes que celles des autres
Fumana, persistantes, linéaires a bords plus ou moins enroulés en dessous. Les stipules se
terminent par une soie. Les fleurs jaunes, réunies en grappe terminale courte, sont munies de
bractées. Les pétales, non tachées a la base, dépassent un peu le calice. Les pédicelles, plus
longs que les sépales, sont pubescents visqueux, étalés ou dressés. La capsule, égalant a peine

les sépales, a 6 graines réticulées [128].

Figure 1V.1: Espéce Fumana thymifolia

Fumana thymifolia, comme Fumana montana, est une espece mediterranéenne qui se
développe géneralement dans un bioclimat semi-aride a variante tempérée [129]. Elle est trés
commune en Algérie et pousse dans les paturages rocailleux et calcaires [13]. Cette espece a
fait ’objet d’une seule étude phytochimique [130]. Cette étude a permis de caractériser par
analyse GC/MS I’huile essentielle issue de ses parties aériennes. Ainsi trente-neuf composés,
ont éeté isolés de cette huile dont la pulégone (19,8%) et le n-nonanal (9,5%) sont les

constituants majoritaires.
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3 Nonanal
Pulégone

1V.1.2. Résultats et discussion
1V.1.2.1. Extraction

1 Kg de la plante entiere de Fumana thymifolia, séché et broyé, a été soumis & une
double extraction hydro-alcoolige EtOH-H,0 (70:30) a température ambiante. Apreés filtration
et concentration, 1’extrait aqueux est soumis a une extraction liquide-liquide en utilisant
successivement des solvants a polarité croissante : éther de pétrole, acétate d’éthyle et

n-butanol. Le schéma ci-dessous (Figure IV.2) résume les différentes étapes de 1’extraction.

Matériel végétal
1 Kg

-Macération (2 x 10 I) dans EtOH/H,0O (70/30)
- Filtration et concentration

Marcs

A 4
Extrait aqueux
600 ml
- Extraction par EP (400 ml x 3)
- Décantation

- Séchage sur Na,SO,
[ Extrait EP ]4 - Filtration et évaporation

5¢ J‘ v

[ Phase aqueuse ]

- Séchage sur Na,SO, - Extraction par AcOEt (400 ml x 3)

[

Extrait AcOEL L - Filtration et évaporation - Décantation
14 g J )

[ Phase aqueuse ]

- Séchage sur Na,SO,

[

- Filtration et évaporation - Extraction par n-BuOH (400 ml x 3)
Extrait n-BuOH | - Decantation

ag

\ 4

Phase aqueuse

Figure 1V.2: Protocole d’extraction de la plante Fumana thymifolia
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1V.1.2.2. Séparation et purification

Les profils CCM en phase normale des trois extraits (EP/AcOEt/BuOH) de Fumana
thymifolia, apres révélation par une solution acide et chauffage, se sont d’emblée avérés
quasiment identiques a ceux des mémes extraits de Fumana montana. Ce qui n’est pas

surprenant dans la mesure ou ces deux espéces vivent dans un méme biotope.

L’extrait AcOEt a été choisi pour investigation chimique en raison de son profil CCM

qui traduit une richesse plus apparente en métabolites secondaires.

Cet extrait (7g) est soumis a un fractionnement préalable par une chromatographie
liquide sous vide (CLV), sur silice en phase inverse RP-18, en utilisant un mélange
MeOH/H,0 a divers gradients (20/80 a 100/0). Ceci a permis de collecter 5 fractions (F1-Fs).
La fraction F, la plus importante quantitativement (3,5 g) et présentant en CCM des
taches majoritaires visible en UV (254 nm), est soumise a différentes séparations
chromatographiques (chromatographies sur colonne de gel de silice normale,
polyamide SC-6, CCE sur phase inverse et liquide a haute performance) comme le
montre le protocole de séparation ci-apres (Figure 1V.3). La purification finale de

I'extrait a fourni 8 composés purs.

7 g de I’extrait AcOEt

VLC RP-18
Systéme d’élution H,O / MeOH (80/20 a 0/100)
A 4
F1
35g
cC Si0,
v CHCly/MeOH
& FB
FA 421 mg
75 mg
) B CC Polyamide
l CC Sio, Tol/MeOH
CHCIl;/MeOH
: k2 k2
\V FB-1 [ FB-2 ] [ FB-3
FA-1 |
CC Sio, CC Si0o, S
CHCL/MeOH CCE RP-18 ('(El Ii‘lloﬁ\fl OH
CC polyamide CCE RP-18 H,0 /MeOH e
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Figure 1V.3: Protocole de séparation de I’extrait acétate d’éthyle de F. thymifolia
IV.1.2.3. Caracteérisation des produits obtenus

Les composes isolés ont été caractérisés essentiellement par les méthodes d’analyse
spectroscopiques, RMN 1D, RMN 2D (COSY H-H, HSQC et HMBC) et spectrométrie de
masse ESIMS.

L’¢lucidation structurale a permis de reconnaitre sept composés (composés 1, 3, 6, 7, 8,

13 et 16) décrits précédemment lors de 1’investigation chimique de Fumana montana.
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Isoquercétrine (8)

Le composé 18 est de structure différente.

IV.1.2.3.1. Détermination structurale du composé 18

4'

Dihydrodaphnodorine B

Le spectre de masse ESI (Figure 1V.4) du composé 18, enregistré en mode négatif,
présente un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 543 [M-H] correspondant & une masse

moléculaire de 544 uma et une formule brute en CzgH2401p.

e [M-H] -
i 5431

4171
200 400 €0 800 1000 1200 C miz

Figure 1V.4: Spectre de masse ESI” du composé 18
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Le spectre RMN *H (Figure 1V.5) de ce composé révéle la présence de 12 signaux
correspondant & 17 protons se répartissant en :

¢ quatre signaux, sous forme de doublet chacun (d, J = 8,6 Hz, 2H), détectés a oy 6,55,
6,67 et 7,10 correspondant a 8 protons aromatiques.

¢ deux signaux singulets résonant a 6y 6,02 (1H, s) et 5,63 (2H, sl).
quatre signaux d'intégration 1H chacun, a 6y 2,55 (dd, J = 16 ; 8,2 Hz), 2,81 (dd, J =
16 ;5,1 Hz), 3,91 (m) et 4,71 (d, J = 7,3 Hz).

¢ deux autres signaux résonant a oy 5,94 (1H, d, J = 10,6 Hz) et 6,04 (1H, d,
J=10,6 Hz).

604 594 [
710 (@ J=108Hz) (; 5_106Hz) |

(d,J= S!.ﬁ Hz) ,02,(5)

[ e .

(d, J=B% 5 |

' 4=t 63 16,J=73 8 . 135

] j J 'fi Ju ? 391 gu) 1 dd,J=16; 5 1Hz) (dd, J=16; 8.1 Hz)
M S A'J: \ . M

T T T T T T T T T T
75 70 13 1] 55 40 35 10 5 20 ppm

1 1 II-I L 11 I. I 1 1 [ 1
A o o il (A

Figure 1V.5: Spectre RMN *H (MeOD) du composé 18

La simplicité du spectre RMN 'H de ce composé d’allure phénolique contrastant avec
sa masse moléculaire relativement importante, laisse suggérer que ce dernier est de forme

dimere, voire biflavonoidique.

L'analyse combinée des spectres RMN *H (Figure IV.6), RMN **C J-modulé (Figure
IV.6) permet d'identifier un squelette flavanolique déja décrit dans le cas de la gallocatéchine
(Composé 12 de Fumana montana), a la différence que ce squelette est plutét de type
afzéléchol [131].

Structure de I’afzéléchol
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En effet, on identifie les signaux de protons et carbones caractéristiques de cet
aglycone: H-6 [64 6,02 (s)/6¢ 90,3], H-2'/H-6' [0 7,10 (d, J = 8,6 Hz)/3¢ 129,0], H-3'/H-5' [dn
6,67 (d, J = 8,6 Hz)/6¢ 115,4], H-2 [6n 4,71 (d, J = 7,3 Hz)/3¢ 82,5], H-3 [61 3,91 (M)/d¢ 69,3],
H-4a [0y 2,81 (dd, J = 16 ; 5,1 Hz)/d¢ 28,4], H-4b [d4 2,55 (dd, J = 16 ; 8,2 Hz)/d¢ 28,4],

C-1' (8¢ 131,8), C-4' (3¢ 158,0), C-5 (3¢ 157,9), C-7 (8¢ 162,1), C-8 (8¢ 105,8), C-9 (3¢ 152,5),
C-10 (5¢ 101,4).

1l

|

-~ ' I

H-2,/H-6 HE !
' ..| i |

| | |

AL L
7!0 6!5 -] 55
= i el | Il

~106.51

.
c-27C-6' cs{l

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

T
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T T T T T T 1
30 25 20 15 10 5 ppm

Figure IV.6: Spectre RMN 'H et **C J-modulé de I’unité afzéléchol

Toutes ces attributions ont été confirmées par analyse des spectres COSY H-H (Figure
IV.7), HSQC (Figure 1V.8) et HMBC (Figures IV.9 et 1V.10).
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Figure IV.7: Couplages COSY H-H du flavanol (dérivé de I’afzéleéchol)
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Figure 1V.8: Spectre HSQC du flavanol (dérivé de I’afzéléchol)
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Figure 1V.9: Spectre HMBC identifiant les carbones C-1', C-8 et C-10

T
150 F1 [ppm]

H-4a/C-9

<] T ®)

H-2/C-9 H-4b/C-9 L

ST RETIN ) o0 |
e s

T T
185 180 185

T T
7

T T T T
3 F2 [ppm]

Figure 1V.10: Spectre HMBC identifiant les carbones C-9, C-5, C-7 et C-4'

Les seules différences constatées au niveau de notre composé par rapport a
I’afzéléchol, se situent au niveau des carbones C-8 et C-7. En effet, la valeur de déplacement
chimique du carbone C-8 de I’ordre de 105 ppm, devenu quaternaire au lieu d’un carbone
C-H dans le cas de I’afzéléchol (d¢ 95,5), indique que ce dernier est engagé dans une liaison

de type carbone-carbone. De méme que la valeur de déplacement chimique du carbone C-7
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(6c 162,1) suggere qu’il est porteur d’une fonction éther au lieu d’une fonction hydroxyle libre

pour 1’afzéléchol (d¢c.7 156,2).

Le motif afzéléchol (unité 1) substitué en C-8 et C-7 ayant été caractérisé en tant que

partie aglycone, il reste a identifier le ou les motifs positionnés sur cette derniére.

Comme il a été reporté précédemment, la masse moléculaire relativement importante
comparée aux spectres RMN H et B¥C (Figure IV.6) d’apparence simple, plaide pour un
compos¢ biflavonoidique. En effet ces derniers exhibent d’autres signaux typiques d’une
seconde unité flavonoidique. De plus, les masses moléculaires du composé 18 (M= 544
uma) et de I’unité structurale identifiée (M = 272 uma) confirment 1’hypothése d’un produit a
squelette biflavonoidique, avec cependant des unités structurales différentes au regard des

spectres protons et carbones.

L'élucidation structurale de la deuxiéme unité est initiée & partir de protons vicinaux
résonant a oy 5,94 (d, J = 10,6 Hz, H-3") et 6,04 (d, J = 10,6 Hz, H-2") déja cités. Ces protons
appartenant donc a un méme systeme de spins (Figure 1V.12), présentent des couplages
directs *Jy.c (Figure 1V.12) avec les carbones qui les portent, sortant a 8¢ 57,4 (C-3") et 89,2
(C-2"). Leur valeur de déplacement chimique atteste qu’ils sont inclus dans un systéme
~"0-#CH-¥CH-*"C=0 [132]. L’expérience HMBC (Figure IV.14), & travers une corrélation
longue distance entre les protons H-2"/H-3"et un carbone quaternaire d’un carbonyle sortant a
203,2 ppm, en apporte la confirmation. Cette valeur de déplacement chimique témoigne que

ce carbonyle est lié a un noyau aromatique [113].

Ht'hﬁi— . Hjl_ﬂ{ -
— &2 _2 B )

e b L -

—
s-J: 4

65

T T T T T T T T r T T T T T T
7.5 6.0 F2 [ppm] 6.0 F2 [ppm]

Figure 1V.12: Spectres COSY H-H et HSQC partiels du composé 18
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Par ailleurs, les couplages HMBC (figures 1V.13 et IV.14) entre les protons H-2"/H-3"
(unité 2) et les carbones C-7 (8¢ 162,1), C-8 (3¢ 105,7) du cycle A (unité 1) confirment la
substitution de I’afzéléchol au niveau de ces derniers et permettent d’identifier un cycle

furanique faisant la jonction entre les deux unités du biflavonoide.
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. # [ [ # o
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. e
H-2"/C-8" =
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Figure 1V.14: Spectre HMBC identifiant le noyau furane du composé 18
Par ailleurs, I'analyse combinée des spectres COSY H-H (Figure IV.15) et HSQC

(Figure 1V.16) met en évidence la présence de deux noyaux aromatiques nommés A' et B'.

L’identification du noyau A' est initiée a partir de deux protons équivalents résonant a
oy 5,63 (sl), appartenant a un systéeme de spins isolé. La valeur de déplacement chimique de

I’ordre de 96,2 ppm, typique de carbones aromatiques et déterminée par expérience HSQC
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révele qu'il s'agit de deux groupements CH constituant un noyau aromatique tétrasubstitué.
L’absence de corrélation HMBC entre ces protons et le carbone du carbonyle autorise, pour ce

noyau aromatique, la structure suivante :

L’identification du second noyau B' a un aromatique paradisubstitué est lié a
I’observation sur les spectres RMN 'H et COSY H-H, de deux signaux de quatre protons
aromatiques formant un systéme AB et résonant a oy 6,55 (2H, d, J = 8,6 Hz) et 7,10 (2H, d, J
= 8,6 Hz), nommés respectivement H-13"/H-15" et H-12"/H-16". Leurs carbones porteurs

sont détectés a dc 115,4 (C-13"/C-15") et 129,4 (C-12"/C-16"").

F1 [ppm]

-
@
d
T
6.

6.5

7.0

T T T
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Figure 1V.15: Spectre COSY H-H de la deuxiéme unité du composé 18 (Cycles A’ et B’)
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Figure 1V.16: Spectre HSQC de la deuxieme unité du composé 18 (Cycles A’ et B')

Le spectre HMBC (Figure 1V.18) a permis de caractériser les carbones quaternaires de
ces deux cycles. La corrélation en *J,.c observée entre les protons H-12"/H-16" (87,10, d, J
= 8,6 Hz) et un carbone aromatique oxygéné détecté a dc 158, ne pouvant étre que le carbone
C-14" du cycle B'. Ce dernier corréle avec les protons H-13"/ H-15" (64 6,55, d, J = 8,6 Hz),
eux-mémes couplant avec un carbone quaternaire non oxygéné a dc 130,5, attribuable au
carbone aromatique C-11". De plus, le couplage hétéronucléaire en 3Jc entre les protons
H-12"/H-16" du cycle B’ et le carbone C-2" (3¢ 89,2), permet d’attribuer sans ambiguité a la
seconde unité de ce biflavonoide un squelette de type dihydrochalcone (Figure 1V.17) [133].

Figure IV.17: Squelette de la seconde unité flavonoidique (Dihydrochalcone)
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Figure 1V.18: Spectre HMBC déterminant la seconde unité flavonoidique
(Dihydrochalcone)

Toutes ces données spectrales qui se sont avérées totalement identiques a celles de la
dihydrodaphnodorine B [133] isolée de Daphne odora (Thymelaeaceae), permettent

d’assigner sans ambiguité pour le composé 18 la structure suivante :

16"

Ce composé est déecrit pour la premiére fois dans la famille Cistaceae.

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassembleés

dans le tableau 1V.1.
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Tableau 1V.1: Déplacements chimiques RMN *H et **C du composé 18 (MeOD)

Position oy m(JenHz) dc
2 4,71d (7,3) 82,5
3 3,91 m 69,3
4a 2,81dd (16 ;5,1) 28,4
4b 2,55dd (16 ; 8,2)

5 - 157,9
6 6,02 s 90,3
7 - 162,1
8 - 105,7
9 - 152,5
10 - 101,4
1 - 131,6
2 7,10d (8,6) 129,0
3’ 6,67 d (8,6) 115,9
4' - 158,0
5 6,67 d (8,6) 115,9
6 7,10d (8,6) 129,0
2" 6,04 d (10,6) 89,2
3" 5,94 d (10,6) 57,4
4" - 203,2
5" - 105,8
6" - 157,8
7" 5,63 sl 96,2
8" - 167,0
9" 5,63 sl 96,2
10" - 157,8
11" - 130,5
12" 7,10d (8,6) 129,4
13" 6,55 d (8,6) 115,4
14" - 158,0
15" 6,55 d (8,6) 115,4
16" 7,10d (8,6) 129,4

1VV.2. Conclusion

Ce travail reporte 1’investigation chimique de Fumana thymifolia (L.) Spach ex Webb
(Cistaceae), espéce commune a toute la région méditerranéenne. Cette plante a montré une
forte activité inhibitrice contre la protéine IspC d’Escherichia coli [134]. Cette étude effectuee
sur I’extrait acétate d’éthyle a permis d’isoler et de caractériser huit composés naturels dont
sept ont été décrits précédemment lors de I’investigation chimique de Fumana montana. lls se

repartissent comme suit :

» cing flavonols :

¢ 3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine
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3-méthoxy-7-0-B-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol
3.,4'-diméthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine
3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside kaempférol

S O O

Isoquercétrine

> un derivé benzophénone glycosylé: Iriflophénone-2-O-B-glucoside.
» un dérivé de I’acide benzoique : Acide gallique

> un biflavonoide : Dihydrodaphnodorine B

La dihydrodaphnodorine B a été isolée pour la premiére fois dans la famille Cistaceae.
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Conclusion

Ce travail a porté sur ’investigation phytochimique de Fumana montana Pomel et
Fumana thymifolia (L.) Spach ex Webb (Cistaceae), deux especes méditerranéennes
appartenant a la famille Cistaceae et récoltées dans la région des Aures (Djerma). Cette étude
rentre dans le cadre des activités principales de notre laboratoire destinées a la valorisation de
la flore locale, notamment nord-saharienne et de la région des Aurés, par la découverte de

nouveaux métabolites secondaires dotés d’activités biologiques dignes d’intérét.

L’analyse des extraits acétate d’éthyle et n-butanolique de Fumana montana ainsi que
I’extrait acétate d’éthyle de F. thymifolia, a mené a I’isolement et I’identification de dix huit
produits naturels constitués principalement de composés polyphénoliques, majoritairement a
squelette flavonoidique. Trois flavonols glycosylés et acylés, isolés a partir de 1’espéce
Fumana montana, se sont avérés nouveaux. Il est a signaler que F. montana n’a fait I’objet

d’aucune investigation chimique antérieure.

Ce travail a montré que les deux plantes en question ont globalement la méme
composition chimique. En effet, sept métabolites secondaires sur huit isolés de F. thymifolia
ont été rencontrés au niveau de ’espéce F. montana. Ceci n’est pas surprenant dans la mesure
ou ces dernieres, en dehors du fait qu’elles appartiennent a un méme genre, cohabitent dans

un méme biotope.

L’isolement de ces métabolites secondaires a ¢été essenticllement fondé sur la
combinaison de différentes techniques chromatographiques, a savoir la chromatographie
liquide sous vide (CLV) sur silice greffée en C-18, la chromatographie sur colonne ouverte
(gel de silice normale, polyamide SC6 et Sephadex LH-20), la chromatographie préparative
sur couche épaisse en phase inverse (RP-18) et la chromatographie liquide haute performance
(CLHP).

Ces métabolites secondaires identifies et caractérisés par différentes techniques
spectroscopiques impliquant la RMN 1D (*H, *C J-modulé), la RMN 2D (COSY H-H,
HSQC, HMBC et NOESY), UV, la spectrométrie de masse ESI et haute résolution
HRESIMS, la mesure des pouvoirs rotatoires et la comparaison avec les données de la

littérature, se répartissent en :

» douze flavonoides (10 flavonols et 2 flavanols) dont les trois premiers sont nouveaux :
¢ 3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine
¢ 3,4'-diméthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine
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3-méthoxy-7-0-B-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol
3-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine
3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine
3.,4’-dimeéthoxy-7-0-B-glucopyranoside quercétine
3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside kaempférol
quercétine

3-méthoxy quercétine

isoquercétrine

(-)-gallocatéchine

(C IR IR R IR I C IR IR e

(-)-épigallocatéchine

> un dérivé benzophénone glucosylé: Iriflophénone-2-O-B-glucoside
» un phénol glucosylé : (-)-Rhododendrine
» trois dérivés de I’acide benzoique :

¢ Acide p-hydroxybenzoique

¢ Acide gallique

¢ Gallate de méthyle

» un biflavonoide connu sous le nom de Dihydrodaphnodorine B

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail sont en parfait accord avec les données
de la littérature dans la mesure ou les flavonoides, notamment les flavonols et flavanols, sont
les constituants dominants de la famille Cistaceae. Il est important de mentionner que c’est la
premiére fois que de flavonols estérifiés par un groupement galloyle, isolés de 1’espéce
Fumana montana Pomel, ont été rencontrés au sein de la famille Cistaceae. Cette étude
constitue également le premier rapport scientifique indiquant la présence de composes de
types benzophénone comme 1’Iriflophénone-2-O-B-glucoside (Rosaceae, Sapotaceae) et
biflavonoide comme la dihydrodaphnodorine B (Thymelaeaceae), au niveau des plantes

relevant de cette famille.

En conclusion, ces résultats confirment une fois de plus que les flavonoides sont les
composés dominants de la famille Cistaceae. Cette classe de composés naturels est connue
pour leurs diverses activités biologiques, anti-inflammatoires, antibactériennes, anti-
oxydantes et anti-tumorales. Dans ce but, des études biologiques sur les produits nouveaux

sont envisagées.
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Produits isolés de Fumana montana Pomel
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Quercétine (9) 3-méthoxy quercétine (10)
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(15) (16) 17
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Conclusion

Produits isolés de Fumana thymifolia (L.) Spach ex Webb

Les composes (1), (3), (6), (7), (8), (13) et (16) ont été également isolés de F. thymifolia
HO
OH

HO HO
v, &0 OH
O O '\\\\\©/

OH
OH

Dihydrodaphnodorine B (18)
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CHAPITRE V partie expérimentale

V.1. Matériels et appareillage
V.1.1. Matériel végétal

Les plantes Fumana montana Pomel et Fumana thymifiolia (L.) Spach ex Webb ont été
récoltées aux mois de mai 2009 et 2011 dans la région de Batna (Djerma). Elles ont été
identifiées par le Professeur Bachir Oudjehih, de I’Institut des Sciences Agronomiques et

Vétérinaires de 1’Université de Batna 1.
V.1.2. Méthodes chromatographiques analytiques

V.1.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses par chromatographie sur couche mince ont été effectuées avec des
plaques de silice normale, Kieselgel 60 F254 Merck, 250 um (10 ou 20 x 20 cm) et RP-18
F254S, 200 pum Merck (5 x 10, 10 x 20 cm). Les CCE préparatives ont été réalisées également
sur des plaques de silice RP-18 F2548S, 200 um Merck (5 x 10, 20 x 20 cm).

Aprés développement dans des cuves en verre, les plagues sont observées sous lampe
UV a 254 et 366 nm. Le révélateur utilisé est un mélange d’acide sulfurique 25 %, acide
acétique 25 % et d’eau 50 %.

V.1.2.2. Chromatographie liquide sous vide (CLV)

Cette technique qui consiste en un fractionnement grossier de 1’extrait brut, a
I’avantage d’étre rapide et consomme moins de solvants comparativement aux méthodes
chromatographiques classiques. La célérité de la méthode n’occasionne pas les phénomenes
d’isomérisation constatés lors de fractionnements par chromatographie sur colonne ouverte.
Des chromatographies en phase inverse (une silice greffée Lichroprep RP-18 Merck 40-63
um), sont mises en ceuvre pour les extraits polaires et sur silice Kieselgel Merck (70-230
mesh, 63-200 um) pour les extraits apolaires. Les fractionnements ont été effectués dans un
entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté n° 4. Le poids de silice correspond a 10 fois le

poids de I'extrait a fractionner.

V.1.2.3. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

Les phases stationnaires utilisées au cours des différentes opérations de séparation et de

purification sont :

¢ Silice Kieselgel Merck (230-400 Mesh), en phase normale.
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¢ Polyamide SC6.
¢ Sephadex LH-20, en utilisant 40 fois le poids de I'échantillon a purifier.

Les quantités de silice et de polyamide utilisées sont généralement 30 fois supérieures
a la quantité de I'extrait.

V.1.2.4. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les opérations de chromatographie liquide & haute performance (CLHP) ont été

effectuées sur un appareillage constitué des éléments suivants :

une pompe P580 A quaternaire avec dégazeur intégré

un passeur d’échantillon ASI 100

un détecteur UV/Visible a barrette de diodes UVD 170S/340S
une colonne X-Ferre RP-18 (100 x 4,6 mm)

S OO O

dans les conditions d’élution suivantes :

¢ Mode : gradient

¢ Systéeme de solvants : H,O/MeOH
¢ Débit : 1 ml/min

¢ Détection : L =220 nm

V.1.3. Méthodes physico-chimiques

V.1.3.1. Pouvoir rotatoire [a]p

Les pouvoirs rotatoires spécifiques sont mesurés sur un polarimetre électronique
Perkin-Elmer 241 a 20 °C. La mesure a été réalisée dans une cuve de 1 ml et d’une longueur
de 10 cm, en utilisant la raie D du sodium (589 nm) comme source lumineuse. Le solvant de
solubilisation ainsi que la concentration de 1’échantillon sont indiqués dans chaque cas. La

valeur du pouvoir rotatoire ([a]p) est exprimee en degres.
V.1.3.2. Spectrométrie UV-Visible

Les spectres UV des composés isolés ont ét¢ mesurés dans le méthanol a 1’aide d’un
spectrophotomeétre de type UV KONTRON Logiciel UVS900Lite. Les mesures sont

effectuées dans des cuves en quartz contenant 2 ml de solution.
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V.1.3.3. Spectrométrie de masse

Les spectres de masse des produits isolés ont été enregistrés en modes positif et
négatif, au moyen d’un spectrometre de type Briker LC-MS/MS de type esquire-LC, du
Centre de Recherche sur les Substances Naturelles CNRS-Pierre Fabre de Toulouse (France).

V.1.3.4. Spectroscopie RMN

Les spectres RMN ont été mesurés & 500 MHz (*H) et 125 MHz (*3C) sur des appareils
de type Briiker Avance DRX-500 du Centre de Recherche sur les Substances Naturelles de
Toulouse (UMS CNRS-Pierre Fabre 2597). Les échantillons ont été dissous dans des solvants
deutérés CD3;0D/MeOD, CDCl; et DMSO-ds. Les déplacements chimiques & ont été exprimés
en ppm par rapport au signal du tétraméthylsilane (TMS), utilisé comme référence interne.
Les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

V.2. Etude de I’espéce Fumana montana Pomel
V.2.1. Extraction

950 g de la plante entiere de Fumana montana Pomel, préalablement séchés et broyés,
sont mis a macérer deux fois dans un mélange méthanol/eau (80:20) pendant 48 h a
température ambiante. Aprés filtration et concentration, la phase aqueuse (600 ml) est
soumise a une extraction liquide-liquide en utilisant quatre solvants organiques a polarité
croissante (€ther de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol). L’évaporation a
sec des différents solvants a permis d’obtenir 3,5 g de I’extrait éthropétrolique, 4,8 g de
I’extrait dichlorométhane, 11 g de I’extrait acétate d’éthyle et 41 g de 1’extrait n-butanolique.
Les CCM réalisées sur les trois extraits dans différents systémes de solvants, mettent en relief
la richesse relative des extraits acétate d’éthyle et n-butanol en métabolites secondaires, d’ou
notre intérét a les soumettre a des investigations chimiques en vue de déterminer leur

composition chimique.

V.2.2. Séparation et purification
V.2.2.1. Fractionnement et purification de ’extrait AcOEt

7 g de I'extrait acétate d'éthyle de la plante entiére sont soumis a une chromatographie
liquide sous vide (VLC) sur gel de silice en phase inverse RP-18. L'¢lution a éteé réalisée au

moyen d'un mélange H,O-MeOH (Tableau V.1). Les fractions recueillies sont ensuite
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soumises a une chromatographie sur couche CCM (Figure V.1), visualisées a la lumiére UV

aux longueurs d'onde 254 et 366 nm, révélées et chauffées a 100 °C.

Tableau V.1 : Fractionnement de 1’extrait AcOEt

Eluant colonne

H,O/MeOH

MeOH

80/20
80/20
70/30
70/30
60/40
60/40
60/40
40/60
40/60

20/80

20/80
10/90

10/90

100

Fractions
regroupeées

F1

Fs

Fa

Fe

F7

Fe

Fo
Fio
F11

Eluant CCM Poids en mg

974

519
CHCI3/MeOH

85/15

809

207
112
130

64

CHCI3/MeOH 167

93/7
386

230
57
100
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r!é" . '—7

3‘.600%

e

Figure V.1: CCM en phase normale des fractions (F1 a F12) de la chromatographie
liquide sous vide (VLC) de I’extrait AcOEt

Purification de la fraction F; (974 mq)

Ce fractionnement est réalisé par une chromatographie sur colonne de polyamide,

utilisant comme phase mobile, un mélange de solvants toluéne/MeOH (Tableau V.2). Ceci a

permis d’obtenir 14 sous fractions (F1.1-F1.14).

Tableau V.2 : Rassemblement des sous fractions de F

Eluant colonne

99/1

97/3

95/5
toluene/MeOH

90/10

80/20

Fractions
regroupées

Fi1

Fiz
Fis
Fiq
Fis

Fi6

Poids en mg

20
13
9,2

45

92,4
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70/30 Fi7 42
70/30 Fis 74
Fio 40
60/40
F111 36
50/50
F1-12 21,2
Fi13 137
40/60
F1-14 33,3
cHlty [leo Y7,
»
:
. S ( \ : :
(- & & > /\
\ f\ . U i ‘ A :
w | '
& - " . . 2 - .
F1 F2 F3- s | B i Fs e FQ FF9 FIOFL P2 18 Wpu d

Figure V.2: CCM récapitulative des sous fractions de F;

La sous fraction F1.5 (45 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de gel de

silice en phase normale. L’élution réalisée par un mélange CH,Cl,/MeOH (99-1, 97-3 et 95-5)

a abouti a I’isolement, du composé 17 (10 mg) (Figure V.3).

CHCLYMeOH 10%

. ‘
Eamp 17

Figure V.3: CCM en phase normale du composé 17
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La purification de la sous fraction Fi9 (40 mg) menée successivement par une

chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20 éluée par MeOH, suivie d’une CCE de

silice RP-18 dans un mélange MeOH/H,0 (30-70), a abouti a I’isolement des composés 13 (6

mg) et 16 (7 mg) (Figure V.4).

eau/MeOH (7:3)

16

eau/MeOH (7:3)

13

Figure V.4: CCM en phase inverse RP-18 des composés 13 et 16

Purification de la fraction F, (519 mq)

Le fractionnement est réalisé par une chromatographie sur colonne de polyamide,

utilisant le mélange toluéne/MeOH a divers gradients (Tableau V.3). Ceci a permis de récolter

9 sous fractions (F,.1-F-9) (Figure V.5).

Tableau V.3: Rassemblement des sous fractions de F»

Eluant colonne

90/10

85/15

toluene/MeOH

80/20
70/30
60/40
40/60
20/80

Fractions
regroupées

Foa
)
Fas
Foyq
Fas
Fas
Foz
Fasg

Fa.o

Poids en mg

12,2
6,5
40,5
27,4
3,2
24,3
32,2
96,7
43
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Figure V.5 : CCM en phase normale des sous fractions de F,

Les sous fractions F,3 (40,5 mg) et F,.4 (27,4 mg) réunies, sont soumises a une

chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20 dans MeOH. Une chromatographie

préparative sur silice RP-18 dans un mélange H,O/MeOH (60/40), a permis d’obtenir a 1’état

pur, les composés 14 (5 mg) et 15 (4 mg) (Figure V.6).

CHOCI3/McOM 1026

15

CEFICI3/NVIeO L 202%

b

 1a

Figure V.6 : CCM en phase normale des composés 14 et 15

Purification de la fraction F5

Le traitement de la fraction F3 (809 mg) par une chromatographie sur colonne ouverte

de polyamide, dans un mélange toluéne/MeOH (Tableau V.4), a permis de recueillir 11 sous

fractions qui vont de F3.; a Fs.1; (Figure V.7).
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Tableau V.4: Rassemblement des sous fractions de F3

Eluant colonne Fractions Poids en mg
regroupées
Fs1 27
90/10
Fs- 16
Fs3 20
85/15 Fs.a 9
Fss 30
toluene/MeOH Fss 22
80/20
Fs7 7
70/30 Fss 25
60/40 Fso 182
40/60 Fs-10 306
40/60 Fs.11 36

onely | e
3 5

R . J—

<A

3-5 3-6 3
— m—

Figure V.7: CCM en phase normale des sous fractions de F;
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La recristallisation dans le méthanol de la sous fraction F3.g (25 mg) a permis d’accéder
au composé 1 (10 mg) (Figure V.8).

————
CHCI13/MeOH 25 %

33
1
¢

Figure V.8 : CCM en phase normale du composeé 1

Le composé 5 (10 mg) (Figure V.9) a été isolé, suite a une purification de la sous

fraction Fz31 (36 mg) au moyen d’une colonne de polyamide éluée par un mélange
toluene/méthanol (70-30, 65-35 et 60-40).

CHCI13/MeOH/eau
7/3/0,5

5

Figure V.9: CCM en phase normale du composé 5

La sous fraction F34 (182 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de
polyamide, au moyen d’un mélange toluéne/MeOH (70-30, 65-35 et 60-40). Cette purification
a permis d’obtenir les deux composeés 3 (3 mg) et 8 (5 mg) (Figure V.10).
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T CEICI3/ MO 25%

(™)

Figure V.10: CCM en phase normale des composés 3 et 8

Purification de la fraction F4

Le fractionnement de F, (207 mg) par chromatographie sur colonne ouverte de

polyamide, dans un mélange toluéne/MeOH (Tableau V.5), a permis de recueillir 9 sous

fractions allant de F4.1 a Fa.g.

Tableau V.5: Rassemblement des sous fractions de F4

Eluant colonne Fractior)s
regroupées

Fa1

90/10
Faz
Fas

85/15

Faa
toluéne/MeOH 80/20 Fas
Fa6
70/30 Faz
Fas
60/40 Faso

Poids en mg

10
10
25
18
12
20
82
28

45
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Figure V.11: CCM récapitulative des sous fractions de F,

La filtration de la fraction F43 (25 mg) sur une colonne de Sephadex LH-20 dans le
méthanol, suivie d’une recristallisation dans le méthanol a abouti a I’isolement du composé 6

(5 mg) (Figure V.12).

CHCI3/MeOH 20%

Figure V.12: CCM en phase normale du composé 6

La filtration de la sous fraction F4.4 (18 mg) sur une colonne de Sephadex LH-20 dans

MeOH, a conduit aux composes 7 (2 mg) et 10 (8 mg) (Figure V.13).
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CHCI13/MeOH 20%
-
-
6 7 1 10

Figure V.13: CCM en phase normale des composés 7 et 10

Une chromatographie sur colonne de gel de silice normale effectuée sur la fraction
Fs7 (82 mg) dans un mélange CHCI3/MeOH (95-5, 92-8, 88-12), a permis d’isoler les
composés 2 (37 mg) et 9 (4 mg) a I’état pur (Figure V.14).

CHCI13/MeOH 20% CHCI3/MeOH 25%

)

-—

Figure V.14: CCM en phase normale des composés 2 et 9
V.2.2.2. Fractionnement et purification de I’extrait n-BuOH

7 g de DI’extrait n-butanolique sont soumis a une chromatographie liquide sous vide
(VLC) sur gel de silice en phase inverse RP-18. L'élution a été réalisée au moyen d'un
mélange H,O-MeOH a différents gradients (Tableau V.6). Les fractions recueillies sont
soumises a une chromatographie sur couche CCM, visualisées a la lumiere UV aux longueurs
d'onde 254 et 366 nm, revelées et chaufféees a 100 °C. Elles sont ensuite rassemblées

conformément au tableau V.6.
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Tableau V.6: Fractionnement de I’extrait n-BuOH

Eluant colonne

H,O/MeOH

MeOH

80/20
80/20
70/30
70/30
60/40
60/40
60/40
40/60
40/60
20/80
20/80
10/90
10/90

100

Fractions
regroupées

F'1
F',

F's

F'y

F's

F'7

F's

Eluant CCM Poids en mg
50
2700
CHCI3/MeOH/H,0 1640
7/3/0,5
180
430
255
216
CHC|3/MEOH/H20
7/3/0,1
174
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Figure V.15: CCM (phase normale) récapitulative des fractions de I’extrait n-BuOH

obtenues par VLC

Purification de la fraction F'; (1 q)

Le fractionnement par chromatographie sur colonne ouverte de polyamide dans un

mélange toluéne/MeOH (Tableau V.5), a permis de recueillir 9 sous fractions allant de F'3.; a
F's.9 (Figure V.16).

Tableau V.5: Rassemblement des sous fractions de F';

Eluant colonne Fractions Poids en mg
regroupées
95/5 F'3a 6
F's 4
90/10
F'33 7
toluene/MeOH
F'3.4 13
85/15
F'ss 113
80/20 F's 45
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70/30
F'37 97
60/40
40/60 F'sg 137
20/80 F'sqg 109

=—cuic0, | Ve e ey %)

Figure V.16: CCM (phase normale) récapitulative des sous fractions de F';

Le fractionnement de la sous-fraction F';. (109 mg) par chromatographie sur colonne de

polyamide, au moyen d’un mélange toluéne/MeOH (90:10 a 50:50), suivie d’une purification

sur CCE en phase inverse utilisant le systeme H,O/MeOH (50/50), a permis d’obtenir le

composé 4 (4 mg) a I’état pur (Figure V.17).

7/3/10,5

-

CHCI13/MeOH/eau

Figure V.17: CCM (silice en phase normale) du compose 4

161



CHAPITRE V

partie expérimentale

Purification de la fraction F',

Le fractionnement de F'»

(2,7 g) par chromatographie sur colonne ouverte de

polyamide, en utilisant comme éluant un mélange toluéne/MeOH & différents gradients

(Tableau V.6), a permis de collecter 6 sous fractions allant de F'».; a F',.¢ (Figure V.18).

Tableau V.6: Rassemblement des sous fractions de F',

C

o\
=

®

Eluant colonne Fractions Poids en mg
regroupées
90/10
F'o4 173
85/15
80/20 F'o 288,6
toluéne/MeOH 75125 F'23 208
70/30 F'o4 102
60/40 Fos 166
50/50 F'os 349
Al [ J7 e P & . o 2 '

Figure V.18: CCM (phase normale) récapitulative des sous fractions de F',
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La sous-fraction F',.; (173 mg) est mise a fractionner sur une colonne de polyamide,
au moyen d’un systéme toluéene/MeOH a différents gradients (90:10 a 50:50). Une
chromatographie préparative sur silice RP-18, utilisant le systeme de solvants H,O/MeOH

(60/40), a permis d’isoler les composés 11 (3 mg) et 12 (2 mg) a I’état pur (Figure V.19).

cau/MeOHL
G/4

12 11

Figure V.19: CCM en phase inverse RP-18 des composes 11 et 12

V.2.3. Composés isolés de ’espéce Fumana montana L.
V.2.3.1. Composé 1
3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine
Formule brute: CogH2016
[e]o: - 115.4° (C = 0,77, MeOH)
MS: ESI (mode positif) m/z: 653 [M+Na]”

(mode négatif) m/z: 629 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans MeOD-CDCl3 (Tableau I11.1, page 54)

V.2.3.2. Composé 2
3,4'-diméthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) quercétine

Formule brute: C3oH23016 OH

[a]o: - 121,7°, (C = 1,18, MeOH) ww

MS: ESI (mode négatif) m/z: 643 [M-H] 0 OH OCH;
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz) - Og%{o O 0 | O

dans MeOD-CDCl3 (Tableau I11.2, page 60) OCH;
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V.2.3.3. Composé 3
3-méthoxy-7-O-B-(6"-galloylglucopyranoside) kaempférol

Formule brute: CogH»015 o OH

[a]o: - 62°, (C = 2,583, MeOH) oH

MS: ESI (mode positive) m/z: 637 [M+Na]* ? , om O OH
RMN H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) H O&%O O M

dans MeOD (Tableau I11.3, page 67) OCH,

OH O

V.2.3.4. Composeé 4

Tellimoside

Formule brute: CogH»4016

[a]p: - 54°, (C = 0,3, MeOH)

MS: ESI (mode négatif) m/z: 615 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.4, page 71)

V.2.3.5. Composé 5
3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine

Formule brute: Cy,H»,01,

[a]p: -56°, (C = 0,266, MeOH) OH
OH
MS: ESI (mode positif) m/z: 501 [M-Na]* o O
0 0
(mode négatif) m/z; 476,9 [M-H] HO ot O |

RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans DMSO-dg (Tableau I11.5, page 76)

V.2.3.6. Composé 6
3,4'-diméthoxy-7-O-B-glucopyranoside quercétine
Formule brute: Cy3H»4012

[o]p: - 49,7° (C =0,175, MeOH)

MS: ESI (mode négatif) m/z: 491 [M-H]

RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans DMSO-d; (Tableau I11.6, page 80)
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V.2.3.7. Composé 7

3-méthoxy-7-O-B-glucopyranoside kaempférol

Formule brute: CoH»01; & 0 O
0 0
MS: ESI (mode négatif) m/z: 461 [M-H] H%f)géoﬁ O |
(mode positif) m/z: 485 [M+Na]" OCH;
OH O

OH

RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.7, page 85)

V.2.3.8. Composé 8

Isoquercétrine

Formule brute: Co1H»0012

MS: ESI (mode positif) m/z: 487 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.8, page 88)

V.2.3.9. Composé 9

Quercétine

Formule brute: C15H1007

MS: ESI (mode négatif) m/z: 301 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau 111.9, page 91)

V.2.3.10. Compose 10

3-méthoxy quercétine

Formule brute: C1H1207

MS: ESI (mode négatif) m/z: 315 [M-H]
(mode positif) m/z: 339 [M+Na]"

RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)

dans MeOH (Tableau I11.10, page 94)
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V.2.3.11. Compose 11

(-)-Gallocatéchine

Formule brute: C15H1407

[a]o: - 22° (C = 0,2, MeOH)

MS: ESI (mode négatif) m/z: 305 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.11, page 100)

V.2.3.12. Compose 12

(-)-Epigallocatéchine

Formule brute: C35H1407

[a]o: -33,5° (C 0,42, MeOH)

MS: ESI (mode négatif) m/z: 305 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau 111.12, page 103)

V.2.3.13. Compose 13
Iriflophénone-2-O-B-D-glucopyranoside
Formule brute: C19H20010

[a]p: - 15,2° (C 0,466, MeOH)

MS: ESI (mode négatif) m/z: 407 [M-H], 814 [2M-H]

RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau 111.13, page 111)

V.2.3.14. Composé 14

(-)-Rhododendrine
Formule brute: C1H2407

[a]o: — 17,6° (C = 0,1, MeOH)

MS: ESI (mode positif) m/z: 351 [M+Na]”
RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau 111.14, page 117)

OH
OH
OH
HO
O\ oH
o

OH O
OH OH
0]
H%&@O
OH
CH,
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V.2.3.15. Compose 15

Acide p-hydroxybenzoique
Formule brute: C;HgO3

RMN *H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.15, page 119)

V.2.3.16. Compose 16

Acide gallique
Formule brute: C;HgOs

MS: ESI (mode négatif) m/z: 339 [2M-H] et 169 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.16, page 121)

V.2.3.17. Compose 17

Gallate de méthyle
Formule brute: CgHgOs

MS: ESI (mode positif) m/z: 391 [2M+Na]*, 207 [M+Na]"
RMN *H (500 MHz) et RMN *3C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau I11.17, page 123)

V.3. Etude de I’espece Fumana thymifolia
V.3.1. Extraction

0
OH
HO
0
HO o
HO
OH
0
HO OCH,4
HO
OH

La plante entiere (1 Kg) de Fumana thymifolia, préalablement séchée et broyée, est

mise a macérer pendant 48 h dans un mélange hydro-alcoolique (EtOH-H,0O : 70-30). La

macération est effectuée 2 fois avec renouvellement de solvants. La filtration et I’évaporation

ont permis d’obtenir 600 ml de phase aqueuse. L’extraction de cette derniere par des solvants

a polarité¢ croissante (éther de pétrole, acétate d’éthyle et n-butanol) et suivie d’une

évaporation a sec, ont donné trois extraits: ethéropétrolique (5 g), acétate d’éthyle (14 g) et n-

butanol (41 g).
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V.3.2. Séparation et purification
V.3.2.1. Fractionnement et purification de I’extrait AcOEt

7 g de I'extrait acétate d'éthyle de la plante entiére sont soumis a une chromatographie
liquide sous vide (VLC) sur gel de silice en phase inverse RP-18. L'élution a été réalisée au
moyen d'un mélange H,O-MeOH a différents gradients (Tableau V.7). Les fractions
recueillies sont soumises a une chromatographie sur couche mince (Figure V.20), visualisées
a la lumiere UV aux longueurs d'onde 254 et 366 nm et révelées a une solution acide et

chauffage a 100 °C. Le tableau V.7 reporte les différentes fractions obtenues.

Tableau V.7: Fractionnement de I’extrait AcOFEt

. Poids en
Eluant colonne Eractions | ractions Eluant CCM
regroupées mg
80/20 1
80/20 2 Fry
3700
70/30 3
70/30 4
60/40 5 CHCIy/MeOH
60/40 6 85/15
H,O/MeOH | 60/40 7
40/60 8 F", 700
40/60 9
20/80 10
20/80 11
10/90 12
10/90 13 "
s CHCly/MeOH 500
100 14 93/7
MeOH 100 15
F"y 1200
100 16

168



CHAPITRE V

partie expérimentale

SR cHddy1f\aeH ?& _ ‘.‘b

-

Figure V.20: CCM récapitulative des fractions de la VLC de I’extrait AcOEt

Purification de la fraction F'’;

Le fractionnement de F"”; (3,7 g) par chromatographie sur colonne ouverte de

polyamide, en utilisant comme éluant le mélange toluéne/MeOH (Tableau V.8), a permis de

collecter 18 sous fractions qui vont de F"1.3 a F'';.15 (Figure V.21).

Tableau V.6: Rassemblement des sous fractions de F'’;

Eluant colonne Fractions Poids en mg
regroupées

98/2 F'14 22

F"i 23

F"13 38

toluene/MeOH 96/4 F"14 24
F'15 161

F'16 71

94/6 F'14 88
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90/10 F'is 193
90/10 F"1.9 124
F"110 178
F'1. 166
95/15 o
F'11 421
F"1.13 265
F"1.14 213
80/20
F"1.15 911
F"1.16 217
70/30 F'1a7 170
F"1.18 44

CHy [Meoh A6 cHely [Veol o, Ml (Ve 207,

12 3456 148

Figure V.21: CCM récapitulative en phase normale des sous fractions de F'’;

La sous-fraction F"1.9 (124 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de
polyamide. L’¢élution est effectuée au moyen d’un systeme toluéne/MeOH (90:10 a 50:50).
Une chromatographie CLPH semi-préparative dans le systeme H,O-MeOH (75-25, 40- 60), a

abouti a I’isolement du composé 18 (10 mg).
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V.3.3. Composés isolés de I’espéce Fumana thymifolia

V.3.3.1. Composé 18 HO
Dihydrodaphnodorine B

Formule brute: C3oH24010

MS: ESI (mode négatif) m/z: 543 [M-H]
RMN *H (500 MHz) et RMN **C (125 MHz)
dans MeOD (Tableau V.1, page 139)
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Résumé

Le présent travail rentrant dans le cadre du programme de recherche de notre
laboratoire destiné a la valorisation de la flore locale par la recherche éventuelle de nouveaux
principes actifs d’origine végétale, porte sur I’investigation phytochimique de deux plantes
appartenant a la famille Cistaceae : Fumana montana Pomel et Fumana thymifolia (L.) Spach
ex Webb. La sélection de ces deux espéces est basée d’une part sur la grande utilisation en
médicine traditionnelle des plantes Cistaceae et sur le fait que ces deux plantes n’ont pas été

explorées chimiquement.

Cette étude a permis I’isolement par les méthodes chromatographiques (VLC, CC,
CCE et CLHP) et la caractérisation par les méthodes spectroscopiques (RMN, Masse et UV)
de dix-huit métabolites secondaires constitués de douze flavonoides, un dérivé benzophénone

glucosylé, un phénol glucosylé, trois dérivés de I’acide benzoique et un biflavonoide.

A partir des extraits acétate d’éthyle et n-butanolique de la plante Fumana montana,
dix-sept composés ont été isolés. lls sont constitués majoritairement de flavonoides dont trois

flavonols glucosylés et acylés se sont avérés nouveaux.

L’extrait acétate d’éthyle de Fumana thymifolia, a fourni huit composés dont sept ont
été rencontrés lors de I’investigation chimique de Fumana montana. Le huitieme composeé est

un biflavonoide décrit pour la premicre fois au niveau de la famille Cistaceae.

Les structures moléculaires des composés isolés ont été élucidées principalement par
I’utilisation des techniques de RMN 1D et 2D (*H, *C J-modulé, COSY H-H, HSQC J-
modulé, HMBC et NOESY), la spectrométrie de masse (ESI-MS et HR-MS), la mesure du

pouvoir rotatoire et par la comparaison avec les données de la littérature.

D’un point de vue chimiotaxonomique, la composition chimique de ces deux espéces
appartenant au genre Fumana est en parfait accord avec celle des plantes Cistaceae. Les

flavonoides, notamment les flavonols et flavanols, sont les constituants dominants.

Mots clés: Fumana montana, Fumana thymifolia, Cistaceae, Flavonoides, RMN 1D et 2D,

Spectrométrie de masse.



Abstract

This work is focused on the phytochemical investigation of two plants belonging to
the family Cistaceae: Fumana montana Pomel and Fumana thymifolia (L.) Spach ex Webb.
The choice of selected plants has relied, on one hand, on the wide use in traditional medicine
of Cistaceae plants, and on the other hand, as the species have not been the subject of any

previous exhaustive chemical investigation.

This study led to the isolation by chromatographic methods (VLC, CC, TLC and
HPLC) and characterization by spectroscopic methods (NMR, Mass and UV) of eighteen
secondary metabolites, including twelve flavonoids, a glucosylated derivative of

benzophenone, a glucosylated phenol, three derivatives of benzoic acid and a biflavonoid.

From the following extracts, ethyl acetate and n-butanol of Fumana montana,
seventeen compounds were isolated. They mostly consist of flavonoids, incuding three new
acylated flavonol glucosides.

The ethyl acetate extract of Fumana thymifolia, provided eight compounds including
seven previously described in the chemical investigation of Fumana montana and a

biflavonoid reported for the first time in the genus Fumana and family Cistaceae.

The structures of isolated compounds were established particularly by the use of 1D
and 2D NMR technics (*H, J-modulated **C, COSY H-H, HSQC J-modulated, HMBC and
NOESY), mass spectrometry (ESI-MS and HR-MS), and measurement of the optical rotations
and by comparison with literature data.

The chemical composition of two Fumana species is discussed from a
chemotaxonomic consideration and is in perfect agreement with Cistaceae plants which

contain flavonoids, including flavonols and flavanols, as the dominant compounds.

Keywords: Fumana montana, Fumana thymifolia, Cistaceae, Flavonoids, 1D and 2D NMR,

Mass spectrometry.
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