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RESUME

Dans le cadre de la recherche de nouveaux compua#sels, les métabolites
secondaires d€entaurea pullatd.. récoltée en Algérie et @&. grisebachii(Nyman) Heldr.
ssp.grisebachiirécoltée en Gréce ont été identifiés.

Les parties aériennes des deux espéces ont éxtertrec cyclohexane-MeOH-EX
1:1:1 et MeOH-HO 5:1.

Nous avons obtenu de. pullataen plus des sesquiterpénes lactones suivantgs: 11
13-dihydrocnicine et 14, 13-dihydro-19 désoxycnicine, A1 13 dihydrosaloniténolide,
Mélitensine, 8r-O-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy) mélitensines-t8/droxy-113, 13-
dihydro-4€pi sonchucarpolide, B8hydroxy-113, 13-dihydro-onopordaldéhyde, un nouveau
gérmacranolide &0O-(4-acétoxy-5-hydroxy-angeloyl)-E113-dihydrocnicin ainsi que deux
nouveaux eudesmanolides o-8-(4-hydroxy-2-méthylene-butanoyloxy)-213-dihydro-
sonchucarpolide et  8a-O-(4-hydroxy-2-méthylene-butanoyloxy)-213-dihydro-4ept
sonchucarpolide.

De plus quelques flavonoides ont été isolés: hidipie, jaceosidine,
desméthoxycentaureidine et 6, 7, 3', 4'-tétramsfifevone.

L’activité antimicrobienne de toutes les sesquidegs lactones a été testée contre des
bactéries et des champignons, en utilisant la ndétlte microdilution. Tous les composés
testés ont montré une activité antibactériennengfoagique modéré. De plus de tous ces

composes le mélitensine a montré une activité tatigsile moyenne.

Les sesquiterpénes lactones ont été projetées ldanwodéles précalculés ADME
suivant: I'absorption des cellules Caco-2, I'afféniaux plasma-protéines, la permeéabilité
BHE, ainsi que la solubilité thermodynamique.

Il a été conclu que les composés ne peuvent @meportés par les cellules intestinales
épithéliales, ils ont une faible affinité avec lagma-protéine, ils ne peuvent traverser la BHE
et ils sont faiblement solubles dans I'eau. Cesltéts sont en accord avec d’autres études

effectuées sur des sesquiterpene lactones sirsilaire

L’espéceC. grisebachiissp.grisebachiiqui n’a jamais fait I'objet d’étude, nous avons
identifié les sesquiterpenes lactones suivantelenBa@nolide, cnicine, 8-O-[(4-acétoxy-5-

hydroxy)-aggeloyl]-saloniténolide, g1 13-déhydromélitensine, o80-(3,4-dihydroxy-2-



méthylene-butanoyl)-14, 13-déhydromélitensine,  a&hydroxy-4€pisonchucarpolide,
malacitenolide, 4pi-malacitenolide, &-O-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthylene-butanoyle)-
sonchucarpolide, B0-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthylene-butanoylgpisonchucarpolide,
et les flavonoides: jaceosidine, salvigenine, 64&;Btramethoxyflavone ainsi que les
lignanes: arctigénine, diméthylmatairesinol.

Les structures des différents composés ont étédéles par SM, IR, UV-Vis et 1D &
2D RMN spectroscopie.

La composition des huiles essentiellesepullataet C. grisebachiissp.grisebachiiont
été étudiéesCes huiles ont été obtenues par hydrodistillatians un appareil modifié de Clevenger,
puis analysées par CG et CG-SM. Les composés faajes ont été I'oxyde de caryophylléene
(38.5%) pour C. pullatg 6,10,14-triméthyl pentadecan-2-one (12.9%), spatiall (12.2%)

etp-eudesmol (10.1%)ourC. grisebachiissp.grisebachii

Mots clés: C. pullata C. grisebachii ssp. grisebachij sesquiterpene lactone, flavonoide,

lignane, activité antimicrobienne, activité cytagfae/cytotoxique, Volsurf.



ABSTRACT

With the aim of discovering new natural therapeytie choose to study two
CentaureaspeciesCentaurea pullata.. collected from Algeria an€entaurea grisebachii
(Nyman) Heldr. sspgrisebachiicollected from Greece.

The whole aerial plant material of both species wagacted with cyclohexane-
MeOH-EO 1:1:1 and MeOH-KD 5:1.

C. pullataafforded in addition to Known sesquiterpene lae®h}, 13-dihydrocnicin
and 1%, 13-dihydro-19 desoxycnicin, &1 13 dihydrosalonitenolid, Melitensin,a80-(4-
hydroxy-2-methylene-butanoyloxy) melitensin, a-Bydroxy-11, 13-dihydro-4-ei
sonchucarpolide,88hydroxy-113, 13-dihydro-onopordaldehyde, a new germacran@d®-
(4-acetoxy-5-hydroxy-angeloyl)- B113-dihydrocnicin and two new eudesmanolides8(4-
hydroxy-2-methylene-butanoyloxy)-£13-dihydro-sonchucarpolidend8a-O-(4-hydroxy-2-
methylene-butanoyloxy)-1113-dihydro-4episonchucarpolide.

Some flavonoids were isolated also: hispiduline, cegaidine,
desmethoxycentaureidine and 6, 7, 3', 4'-tetramgftlfavone.

The in vitro antimicrobial activity of all isolated sesquitergelactones was tested
against bacteria and fungal species, using theorditution method. All the compounds
tested showed greater antibacterial and antifuacfalities than positive controls.

From all compounds tested, melitensine showed aenatel cytostatic activity.

The sesquiterpene lactones were projected on tl@ving pre-calculated ADME
models: Caco-2 cell permeability, plasma proteifingy, blood—brain barrier (BBB)
permeation and thermodynamic solubility. It wasdmrted that the studied molecules can not
be transported across the intestinal epithelium, mat across to the BBB, they have low
plasma-protein affinity and low aqueous solubilithe results are in agreement with those
reported on a previous work related to the VolSamélysis of pharmacokinetic profile of

similar sesquiterpene lactones.

The investigation o€C. grisebachiissp.grisebachiiwhich never been studied showed
sesquiterpene lactones: Salonitenolide, cnicine:-Of(4-acetoxy-5-hydroxy)-aggeloyl]-
salonitenolide, 14, 13-dehydromelitensinea80-(3,4-dihydroxy-2-methylen-butanoyl)-Z1
13-dehydromelitensine,  a8hydroxy-4episonchucarpolide, malacitenolide, epi-

malacitenolide, & O-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-methylen-butanoyl)egi-sonchucarpolide,8



O-(4-acetoxy-3-hydroxy-2-methylen-butanoyle)-soncpolide, flavonoids: jaceosidine,
salvigenine, 6,7,3',4'-tetramethoxyflavone anddiggs: arctigenin, dimethylmatairesinol.

The structures were elucidated by MS, IR, UV-Vid 4D & 2D NMR spectroscopy.

The volatile compositions of. pullata and C. grisebachii ssp. grisebachii have been
studied. The essential oils were obtained by hydtididtion in a modified Clevenger-type apparatus,
and their analyses were performed by GC and GC-M8ir main constituents were caryophyllene
oxide (38.5%)for C. pullatg 6,10,14-trimethyl pentadecan-2-one (12.9%), spatiall(12.2%)

andpg-eudesmol (10.1%pr C. grisebachiissp.grisebachii

Key words: C. pullatg C. grisebachii ssp. grisebachij sesquiterpene lactone, flavonoid,

lignane, antimicrobial activity, cytostatic/cytoioxactivity, Volsurf.
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Abréviations, Symboles et Conventions

[a]2’: Pouvoir rotatoire.

ATCC : AmericanType Culture Collection (catalogue de microorganismes).
AFNOR : AssociationFrancaise d&lORmalisation.

AIClI 3: Chlorure daluminium.

BuOH: Butanol.

CC: Chromatographie suColonne.

CCM: Chromatographie su€oucheMince.

CBS: Centralbureau of the Royal Netherlands Academy of Arts &cidnces.
CMB : ConcentrationdinimalesBactéricides.

CMF : Concentration®/inimalesFongicides.

CMI : ConcentratiorMinimale Inhibitrice.

COSY: *H —'H COrrelationSpectroscofy.

o . déplacement chimique.

d : Doublet (RMN).

dd : Doublet dedoublet (RMN).

de: Doubletélargit (RMN).

DCM: Dichlorométhane.

DEPT: Distorsionles€Enhancement bffolaritationTransfer.

DMSO: Diméthylsulfoxyde.

DSM ou DSMZ DSM ou DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
ZellkulturenGmbH (German Collection of Microorganisms and CalltGres).
Amax. longueur d’onde maximale.

A) : différence entre les longueurs d’onde.

¢ : Coefficient d’extinction molaire (UV).

El : lonisation parmpactélectronique Electronl mpact ionisation).

Et,O : Diéthyl éther.

EtOAc : Acétate d’éthyle.

ép. épaule (UV).

CG: Chromatographie phasgazeuse.

CG-SM: Chromatographie phasgazeuse -Spectre déMasse.

Glso: Growth Inhibition 50.

hCRF-BP: HumainCorticotrophineReleasing~actorBandingProtein.
HMBC : *H —3C HeteronucleaM ultiple Bond Correlation.

HPLC: High Performancd.iquid Choromatography.

HSQC: HeteronucleaGingle QuantumCoherence.

Hz: Hertz.

H3BOg3: Acide borique.

FID: FlamelonisationDetector.

IAM : Institute ofMolecular andCellular Biosciences (University of Toky.o
INA : InstitueNational dAgronomie.

IR : Infra-Rouge.

Ir : I ndice deRétention.

J : Constante de couplage.

LB : Luria-Broth.

LCso: LethalConcentration 50.

MA : Malt-agar.

MH : Maller-Hinton.

MeOH : méthanol.
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INTRODUCTION

L’investigation des plantes présente un potentiektimable pour la découverte de
nouvelles substances (lead compounds), si I'onidéresque chaque plante peut contenir des
centaines, voire des milliers de métabolites seaioesl (Hostettmann et Marston, 2002;
Hostettmann eal., 1998b). En effet, sur environ les 300 000 a B00 espéces végétales
(Principe, 1989), seule une petite partie a fabjet d’investigations phytochimiques.

Lors de la recherche de ces nouvelles substanadsgigjuement actives, il est

important de prendre en considération certaingrest (Chaaib Kouri, 2004):

1. Choix du matériel végétal

Le choix du matériel végétal peut étre influencélesa critéres suivants:
» Utilisations en médecine traditionnelle

* Observations du matériel végétal sur le terrain

» Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

* Littérature

» Hasard

a) Utilisations en médecine traditionnelle

L'utilisation des plantes en médecine traditionmabt I'un des principaux criteres de
choix, car elles ont plus de chance de fournir sldsstances bio-actives (Huxtable, 1992);
cependant, il faut garder a I'esprit que les r@ssilbbtenus lors des études et I'application en
médecine traditionnelle ne doivent pas systématigure étre mis en relation étant donné que
les moyens de diagnostic en médecine traditionnatllen médecine moderne différents

largement.

b) Observations du matériel végétal sur le terrain

Les observations du matériel végétal et son mibeside sa cueillette peuvent donner
des informations précieuses. Ainsi, une planteppisse dans un milieu tropical riche en
microorganismes (champignons, bactéries, etc.nedsfies divers et qui ne présente aucun
signe d'attaque par ces microorganismes, seraiteptible de produire des métabolites
secondaires qui lui permettent de faire face aaggessions. Une telle plante peut étre une
source inestimable de nouveaux produits possédastadtivités biologiques intéressantes

(antifongique, antibactérienne ou antioxydantegxample).
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c) Aspects botaniques et chimiotaxonomiques

Quand la classification des végétaux en s’appusantes caractéres morphologiques
fait défaut, I'utilisation des métabolites secomésipour les classer sera utilisée. C'est ce
gu’'on appelle classification chimique ou chimiotagmique. Actuellement, le recours a la
systématique moléculaire est nécessaire pour &sifitaation compléte des deux approches

précédentes.

Les plantes appartenant aux mémes familles ou éadeles voisines et qui poussent
dans le méme biotope sont susceptibles de syreahdgés mémes molécules chimiques.

L'endémicité des espéces est aussi a prendre msidéoation. Sachant que la
distribution géographique de telles especes etenai® et que des études phytochimiques
antérieures effectuées sur ces especes sont targgobabilité d'obtenir de nouvelles

molécules serait grande.

d) La littérature

Avant d’entreprendre une investigation phytochineigliune espece végétale donnée
et dans le but d’isoler de nouvelles substancepeunvent avoir un intérét en thérapeutique, il
est nécessaire de faire une recherche approfoedigéatature. Ainsi, il est plus judicieux de
choisir une plante peu ou pas étudiée. Cependa@menpour une plante largement étudiée,
mais pour laquelle une approche différente senmapleyée: procédé analytique différent,

cibles biologiques différentes, etc. les résultditenus peuvent étre prometteurs.

e) Le hasard

La grande diversité des métabolites secondairethétyges par les plantes, constitue
un énorme potentiel pour les phytochimistes a @rirduver de nouveaux produits. De ce fait,
le hasard doublé d’'une bonne intuition augmentiefoent la chance d’aboutir a de nouveaux

COMpOSES.

2. Choix des extraits et de la méthode de séparatio

La séparation des produits pures dépend du chola dethode chromatographique
de séparation (VLC, CC, HPLC); le but est I'obtentid’'un rendement maximum avec un
minimum de temps et de colt (Marston et Hostettmaff1l); I'étape suivante est I'analyse
des extraits bruts par RMN qui permet dans un geteimps d’avoir une idée sur les classes

chimiques des extraits a étudier
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Criblage biologique

Le criblage biologique est crucial pour guider dlsment de nouvelles molécules
actives; chaque composé nouveau surtout est scumrge multitude de tests biologiques
contre des microorganismes, des insectes ou enoatee des cellules cancéreuses (Geran et
al., 1972).
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BUT DU TRAVAIL

Les composés chimiques obtenus des plantes su&rieat joué un roéle important
dans I'histoire de ’lhomme. De tous temps, I'hnomaniit appel aux plantes pour se soigner,
un des premiers recueils de médicaments d’origiggtale a été découvert dans les ruines de
Nippur en 1953 sous forme de plaquettes d’argilésemontent au 3 millénaire avant J-C

gravees en caractéres cunéiformes (Verdrager, 1978)

Aujourd’hui encore une majorité de la populationmdiale, plus particulierement
dans les pays en voie de développement, se soimgeament avec des remedes traditionnels
a base de plantes. Par ailleurs, I'industrie phaemigque moderne s’appuie encore largement
sur la diversité des métabolites secondaires dg&tagx pour trouver de nouvelles molécules
aux propriétés biologiques inédites. Selon Newntaal.g(2003) les médicaments d’origines
naturelles présentaient 5% de I'ensemble des nkasvehtités chimiques découvertes entre
1981-2002.

L’expérience a montré que la richesse de la biogiiéevégétale, la connaissance des
thérapeutiques traditionnelles sont susceptiblesndeer a bien la recherche de nouvelles
molécules aux activités biologiques, une autreipdgs est de considérer I'écosysteme dans
lequel se développent les especes végétales. harobe de molécules aux propriétés anti-
radicalaires dans des plantes de montagne obéiixpanple a cette logique. En effet, celles-ci
sont plus exposées aux rayons UV en altitude etléveloppé des mécanismes de protection,

basés sur des métabolites secondaires spécifiglaa®( etal., 2005).

L’isolement, l'identification, ainsi que l'investagionin vitro des activités biologiques
des substances naturelles est I'objectif prinailalLaboratoire de Pharmacognosie et Chimie

des Produits Naturels de la Faculté de Pharmadi&dirersité d’Athénes.

Le présent travail s’'inscrit donc dans le cadrdadeecherche de nouveaux composés
actifs biologiguement. Pour cela, deux especesragmmnt au genr€entaureaont fait I'objet
d’investigations approfondies:

- Centaurea pullatel. récoltée en Algérie dont la sélection s’est égad’une part sur son
utilisation dans la préparation d’un plat traditieha base de couscous et d’herbes sauvages
appelé « El Hammama », et d’autre part sur ledtedsiobtenus par Benayacheaét(1992)
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qui préconisent que cette plante contient des gilesgénes lactones ayant un groupe
méthyl y-lactone. Ces résultats nous ont semblé intéressanhant que la majorité des
especes appartenant a ce genre possedent un ghotygeea-meéthyleney-lactone (Aslan et
Oksliz, 1999; Bruno &tl., 1994, id.1995; Marco etl., 2005; Oksliz edl., 1994a; Skaltsa et
al., 1999, id. 2000a; id.2000b).

- Centaurea grisebach{Nyman) Heldr. sspgrisebachiirécoltée en Gréce, le choix d’étude
de cette espéce a été basé sur les données chiomotaiques et bibliographiques, sachant

gue cette espece n’a fait I'objet d’aucune inveditmn chimique antérieure.

Ainsi, les extraits bruts de cyclohexane-MeOHEEf:1:1 et de MeOH-$O 5:1 des
parties aériennes des deux plantes ont été sougigas série de techniques analytiques a
savoir VLC, CC, CCM, PR-HPLC afin d'isoler leurs takolites secondaires et suivies des
méthodes spectroscopiques RMN, SM, IR et UV-Vis dé déterminer leurs structures.

s, s

De plus, les substances volatiles des deux espatété etudiées par CG et CG-SM.

Aprées l'identification des différentes substancesjles qui nous ont semblées
intéressantes, ont été investiguées pour leurs gisuv antimicrobiens et

cytotoxiques/cytostatiques.

Il est connu que plus de 50% des substances premae I'industrie pharmaceutique
sont rejetées a cause de leur profil pharmacoguétinsuffisant et leur grande toxicité.
Sachant que les propriétés clefs pour la découwEsemédicaments sont I'absorption, la
distribution, le métabolisme et I'excrétion (ADME)ous avons réalisé la prédiction des
parametres pharmacocinétiques des sesquiterpecesda isolées d€. pullata via la

méthode computationnelle Volsurf.
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|. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I. 1. Description botanique du genreCentaurea

Dans cette partie nous allons présenter les infiboms nécessaires sur la famille des

Asteraceae, la tribu des Cardueae, ainsi que saulstribu des Centaureinae.

.1.1. La famille des Asteraceae

Cette famille doit son nom aux diverses fleurs tile du greastér. astre. C’est une
famille d'une grande importance tant pour son sdtion en industrie alimentaire qu’en

thérapeutique (Bruneton, 1999).

Les représentants de cette famille, répartis ed@®3peces sont rencontrés dans le
monde entier, ces dernieres sont essentiellemenpldates herbacées ou vivaces et ont les
caractéristiques communes suivantes :

- Des feuilles alternes.

- Des inflorescences en capitule constituées d’ueptécle sur le quel sont insérées de
la base au sommet des bractées vertes stériles.

- Des bractées colorées fertiles axillant chacuneflene

- La fleur est petite, possédant un calice trés t&dprésenté par un bourrelet annulaire,
une corolle en tube, un androcée soudé et un ggreeestitué d’un ovaire uniloculaire forme

par la soudure de deux carpelles (Guingniard, 2001)

[.1.2. La tribu des Cardueae (Cynareae)
La tribu des Cardueae est composée de 4 sous-(Bbaimer, 1996):

Carduinae, Carlininae, Centaureinae et Echinopinae.

[.1.3. La sous-tribu des Centaureinae

Les especes qui appartiennent a cette sousdribpour centres de concentrations et
de distributions les régions du basin méditerrar(¥éagenitz, 1986), l'orient et le Turkestan
(Dittrich, 1977). Selon Hellwig (2004) la sous-tribles Centaureinae est divisée en plusieurs
genres: Amberboa Carthamus/CarduncellusCentaurea Colymbada Cyanus Klasea

PlectocephalusPsephellusRhaponticoidegt Rhaponticum
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[.1.4. Le genreCentaureal.

D’apres la mythologie grecqu€entaureaa été utilisée pour soigner la blessure au
pied du sage Centaure Chiron, I'enseignant du Giec de médecine «Esculape» causée par
la fleche d'Hercule (André, 1956; Beloued, 1998niB®n, 1984; Carnoy, 1959). La douleur
de la plaie de Chiron n'avait jamais cessée niiguée qui a obligé ce dernier a se retirer de
son immortalité et mettre fin a ses tourments. Bapg.anzara (1980) Chiron tenait en grande
estime cette plante qu’il avait baptik&ntaurion,mais qui n’était pas forcément identique

aux Centaurées actuelles

Selon Discordide (Berendes, 1970) les latins opelgit les Centaurées par les noms
"Unefera" ou "Phellerae" qui vient des mots latifed" "terrae" qui signifient "bile de la
terre"; ce nom lui a ététtribué a cause de son amertume.

Le genre botaniqu€entaureal. (& ne pas confondre avec les espéces du genre
Centauriumqui appartient a la famille des Gentianaceaeagstz proche des chardons, mais

qui s’en distinguent par les feuilles alternes payphes non épineuses.

Ce genre regroupe 300 especes repertoriees astrewemonde (Bremer, 1994;
Wagenitz et Hellwig, 1996), ces derniéres sont@sgmtées par les sous-groupes suivants:
Acrolophus (Cass.) DC., Jacea-Lepteranthus et i@dvldlanoloma comprenant 30 sections
différentes (Hellwig, 2004).

La classification de ce genre a été souvent cadedtpeu satisfaisante, néanmoins les
premiéres tentatives de classifications ont éte@ées (Cassini, 1829; Holub, 1973; id.,
1974; Love et Love, 1961).

Récemment les analyses moléculaires de ce genrdirméas avec celles des
Centaureinae, en association avec les études mogidpees, avec la connaissance du type de
pollen ont permis de clarifier les limites natueslide ce genre (Garci-Jacaslet 2000; id.
2001; Susanna at., 1995; Wagenitz et Hellwig, 1996).

Les centaurées sont des plantes annuelles (rardmaantuelles) ou herbacées, comme
pour toutes les especes des Asteraceae; leurs #eat disposées en capitule constitué de
fleurs centrales tubulaires hermaphrodites et pus moins irrégulieres et de fleurs
périphériques stériles, leurs couleurs varientlies gouvent entre le rose, le pourpre et le

violet.
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L’involucre peut étre ovoide ou globuleux a brastigales imbriquées sur plusieurs
rangs par fois surmontées par un appendice. Letaade est garni de soie abondante.
Les anthéres sont soudées a la base, le stydebeahches courtes, si les aigrettes sont

présentes elles peuvent étre persistantes ou cesl(Quezel et Santa, 1963).

Selon Mabberley (1997), le gen@entaureaest distribué en Asie, Afrique tropicale,
Europe et au Nord Américain. En Algérie, le ge@entauredl.. est représenté par 45 especes
endémiques (Quezel et Santa, 1963) dont 7 d’entxesent localisés au Sahara (Ozenda,
1977).

En Grece,Centaureaest un des plus abondants genres avec 140 espésesse
especes dont la majorité sont endémiques. Certaileasres ont des aires de distributions

bien précis (Kalpoutzakis et Constantinidis, 2004).

|.2. Utilisation en médecine traditionnelle

Le genreCentaureaa fait I'objet de nombreuses investigations ersa@ide sa
composition chimique complexe (Aslan @ksiiz, 1999; Barrero eél., 1989; Bruno esl.,
1991; id. 1994; id.1995; id.1996; Cardonaakt 1991; id.1994; id.1997; Fernandezakt
1989 ; Gonzalez adl., 1973; id.1975; id.1984; Gousiadou et Skalts®32Kaij-a-Kamb et
al., 1991, id. 1992 ; Karioti etl., 2002; Koukoulitsa eal., 2002; Jacupovic el., 1986;
Marco etal., 2005; Medjroubi etl., 1997, id. 2003, id. 2005b ; Merrill et StevedS85;
Monya et Racz, 1974; Nowak , 199%%siiz etal., 1986, id. 1993, id.1994a, id. 1994b ; Ohno
et al., 1997 ; Picher eal., 1984; Saroglou al., 2005; Seghiri eal., 2006; Skaltsa «tl.,
1999; id. 20004, id.2000b; Tortajadaaét 1988; Wang edl., 1991 ; Youssef &ll., 1993, id
1994 a,b, id.1996, ).

Un certain nombre d'especes qui appartiennentgeiee sont utilisées en médecine
populaire dans les régions ou elles poussent. Eles employées seules ou en association
avec d’autres plantes (Battandier, 1900; BianoktirGorbetta, 1975).

Parmi les propriétés thérapeutiques reconnueslebe&zentaurées nous pouvons citer:
» Des pouvoirs diurétiques et vulnéraires (Baba ais889; Le Clerc, 1983 et Valnet,
1983).
» Traitement de la jaunisse et des calculs rénaupc¢Kan etl., 1969).
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» Un pouvoir anti-diabétique et anti-diarrhéique (Maret Racz, 1974 ; Viguera Lobo,
1953).
» Un pouvoir anti-rhumatismal (Negreteadt, 1988).

Ce genre est trés utilisé en médecine populairquéyr en 2004, Arif et ses
collaborateurs ont publié les résultats de lewkarches sur quelques centaurées. D’aprés ces
auteurs,C. cyanusest utilisée comme un anti-diarrhéiqu, hebensest utilisée contre les
douleurs des menstruatiois, calcitrapaet C. jaceasont utilisées comme fébrifuges.

En EgypteC. pallscensest utilisée comme stomachique, digestive et tigué (Ali etal.,
1987)

Selon Barrero eal., (1997b) et Orallo etl. (1998), les especé&s. malacitanaet C.
corcubionensisrespectivementpossedent des propriétés anti-inflammatoires, tigess
diurétiques, astringentes, cholagogues et peuveatdilisées seules ou mélangées avec

d’autres plantes.

[.2.1. Activités biologiques reconnues

Les sesquiterpenes lactones et les flavonoideslssrdonstituants majoritaires des
centaurées (Ismail el., 1986); le pouvoir anti-inflammatoire de certa@neentaurées est
attribué a la présence des sesquiterpenes lact@esssubstances possédent un graupe
méthyleney-lactone qui est a I'origine de ce pouvoir (Negretal., 1984).

Selon les résultats obtenus par Barreraalet(2000), les sesquiterpenes lactones
costunolide et déhydrocostuslactone possédent leneméffet contre le champignon
Cunninghemalla echinulatdien qu’elles aient deux structures différentes.

Certaines squiterpenes lactones ont prouvé leuts/ités antibactériennes et
antifongiques (Karioti eal., 2002; Saroglou etl., 2005; Skaltsa etl., 2000a; id. 2000b) dont
par exemple onopordopicrine une sesquiterpeneriadimlée de&. sonchifoliaa montré une
activité positive contr&taphylococcusp(Lonergan eal., 1992).

Les flavonoides hispiduline, kaempherol, quercégineaxifoline isolé deC. floccosa

ont été testés contre les microorganismes suiv@raghyloccocus aureug&scherichi colj
Candidas albicansBacillus subtilis ainsi que certaines fractions extraites par tateé
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d’éthyle, il s’est avéré que le taxifoline et I'des extraits par I'acétate d’éthyle sont efficaces
contreStaphyloccocus aurees Bacillus subtilisiNegrete etl., 1987).

[.3. Présentation des especes étudiées

A. Centaurea pullata..

Pullatusdu latin : noir, selon Beniston (1984) le nomQlegullataest du aux bordures
noires des bractées.

Selon Davis (1975),C. pullata est trés proche deé€. involucrata Parmi ses
synonymesMelanoloma pullatunL. (Davis, 1975), en deuil ou bordée de noir (Bem,
1984).

Ses noms arabes sont les suivants: Achbet el GanEaguia, Djouz, Achbet Ennca et
Chham EI Aoud (Trabut, 1935).

Cette espece est répartie en région méditerrangatieeest rencontrée au Nord
Africain, en Europe, en Espagne et en France (Dad35; Polunin et Huxley, 1967).
Beniston (1984), ainsi que Quezel et Santa (1968m queC. pullata est répondue en
Algérie dans la région du Tell, elle se rencontrevent dans les lieux frais, les paturages, les

talus herbeux et au bord des routes du littoral.

C. pullata appartient au sous-groupe Seridia-Melanoloma,nskleliwig (2004); ce
sous-groupe comprend les sections suivantes: &€ddss.) DC., Melanoloma (Cass.) DC. et

Pectinastrum (Cass.) DC.

1.a. Section Seridia (Juss.) DC.
Les plantes qui appartiennent a cette sectionaumielles ou pérennes, leurs feuilles

supérieures sont entiéres, celles inférieuresestigres ou pennatilobées.

Cette section regroupe les espéces suivar@@esaperal., C. diluta Aiton, C.
eriophora L., C. hermannii Hermann,C. idaea Bioss. & Heldr., C. melitensisL., C.
micracanthaDufour, C. napifoliaL., C. nicaensisAll., C. polyacanthanilld., C. seridisL.,
C. solstitialisL., C. sonchifolia.., C. sphaerocephalh., C. sulphurea/illd. (Dostal, 1976).

32



1.b. Section Melanoloma (Cass.) DC.

Du grecmelanos noir, selon Davis (1975), les espéces qui afgmarént a cette

section posseédent des capitules de tailles moyestngss feuilles polymorphes enveloppant

ces dernieres.

L'involucre est hémisphérique, les bractées possatbs bordures noires minces sur

les deux faces, se terminant par un appendice amelong cille. Les fleurs sont roses,

pourpres, blanches ou jaunes, les akenes sonillds taoyennes.

Dostal (1976) signale que cette section compreunkksent 'espec€entaurea pullatd..

1.c. Section Pectinastrum (Cass.) DC.

Aucune information concernant cette section n'abténue.

2. Caractéristigues botaniques

Centaurea pullatd.. (Figure 1) est une plante annuelle, biannuelle ou vivaceaitle

trés variable avec :

Fruits blanchatres couverts de poils (Belin, 1990).
Etamines aux nombres de 5 forment un tube autostydiel
Feuilles velues souvent entiéres.

Tiges de 10 a 50 cm de hauteur (Beniston, 1984).

Involucre hémisphérique de taille 15-19 x 10-13 rarbractées vertes bordées de noir

(Davis, 1975).

Fleurs a corolle généralement purpurines, parjfiee pale ou blanchatre (Quezel et

Santa, 1963).

33



1.3.3. Position systématique
Selon Davis (1975); Dostal (1976); Hellwig (200Rpmashchenko etl., (2004) la

position systématique deentaurea pullatd.. est représentée comme suit :

Regne :Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement :Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classéAsteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-familleCarduoidae
TribuCardueae (Cynareae)
Sous-tribilCentaureinae
Genr€entaured..
@mpe : Hymenocentron- Saridia-Melanoloma
Sous-groupe Saridia-Melanoloma
Section Melanoloma

Espece: C. pullataL.
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a) La fleur b) La feuille C) Latige

d) La plante entiere

Figure 1: Centaurea pullatd..
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4. Travaux antérieurs et principaux métabolites saandaires isolés des espéces du groupe
Seridia-Melanoloma

Plusieurs espéces du gen@eantaureaont fait I'objet de nombreuses études
phytochimiques. Néanmoins, vu le nombre d’espeoesemcore étudiées, ce genre constitue

encore une source importante de nouveaux compasé&®is a intérét thérapeutique.

4.1. Sesquiterpénes lactones

Les principes amers ou les sesquiterpénes lactwm@sdes substances tres variées
distribuées chez les Champignons, les Bryophyteseingiospermes (particulierement chez
les Asteraceae). Chez ces derniéres, les sesauiterpactones sont localisées dans des poils

sécréteurs situés au niveau des feuilles, desdigees bractées (Bruneton, 1999).

Il existe plusieurs structures de sesquiterpengsrias, mais toutes se rattachent au
produit de la cyclisation du B 6E)-farnésyl pyrophosphate (Bruneton, 1999).

Le genreCentaureaest caractérisé par la présence des lactonesitgepguniques type
gérmacranolides(01) (Amigo et al., 1984; Oksiiz et Ayyildiz, 1986), élémanolidé32)
(Gonzélez etl., 1973, id. 1984), guaianolid¢83) (Oksiiz et Puntu, 1983) et eudesmanolides
(04) (Kaij-a-Kamb etfal., 1992) Figure 2).

\
R,—CH, O

(02)

(03) (04)

Figure 2: Lactones sesquitérpeniques du gebeataurea
(Kaij-a-Kamb efal., 1992).
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4.1.a. Chez la section Seridia (Juss.) DC.
Isolées de plusieurs especes les sesquiterpénemdacsont des substances tres
communes chez le geni@entaurea.Le Tableau 1 regroupe toutes les sesquiterpénes

lactones isolées des taxa appartenant a la selxtiadia.

Tableau 1: Sesquiterpénes lactones des especes apparddassgctiorSeridia (Juss.) DC.

Espéces Sesquiterpénes lactones Références
C. aperalL. - DihydrosténophyllolideX2) Cardona eal., 1991
- Isomélitensine43)
- Mélitensine 20)
- Sténophyllolide 11)
- 118,13-déhydromélitensin®)

- (29
- (30)
C. asperd.. subsp - Cnicine (3) Geppertetal., 1983
aspera - Gérmacranolide-valine addu1j Marco etal., 2005
- OnopordopicrineX9)
C. asperd.. var. - Sténophyllolide 11) Picher etal., 1984
stenophylla - Mélitensine 20)
- 118,13-déhydromélitensine®)
- Mélitensine 20) Tortajada etl., 1988
C. eriophoral. - Cnicine 3) Geppert etl., 1983
- Saloniténolide @9)
C. hermanniHermann | - Chlorojanérine43) Oksiiz etl., 1994a
- Cynaropicrine 45)

- Janérine42)

- 15-déschloro-15-acétoxychlorojanéridd)(

- 15-déschloro{8-acétoxy-15-
hydroxychlorojanérine33)

- 15-déschloro-15-hydropéroxy
chlorohyssopifolindB (31)

- 15-déschloro-15-hydropéroxychlorojanérine
(32

- 19-désoxy-chlorojanérind4)

C. melitensig.. - Arctiopicrine (L8) Barrero etl., 1989
- Saloniténolide@9)

- OnopordopicrineX9)
- Mélitensine (20) Gonzalez eal, 1971
- Mélitensineg-hydroxyisobutyrated7) Gonzalez eal.,1975
- 11(13)-déhydromélitensing
hydroxyisobutyrateZ4)

C. napifoliaL. - Cnicine (3) Bruno etal., 1995
- 118,13-déhydromélitensin®)

- Mélitensine 20)

- 4’-acétoxycnicin 15)

- 8-(3-hydroxy-4-acétoxy-2-méthylene-
butanoate)-déhydromélitensir@s|

- 8-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-butanoate)-
déhydromélitensine2f)

C. nicaensidll. - Amarine (16) Bruno etal., 1996
- Cnicine 3)

- Dihydroamarine 17)

-(5R, 6R,7R, 8S 10S, 11S 15-hydroxy-8-(1,2-
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dihydroxy-éthyl)-acrolyloxyéléma-1,3-dien-6,12
olide 28)

- OnopordopicrineX9)

- Mélitensine 20)

- 118,13-dihydrocnicine 14)
-118,13-dihydrosaloniténolid€el()

Medjroubi etal., 2003

C. seridisL.

- Artemisiifoline (06)
- Saloniténolide@9)
- Cis—acétylartémisiifolin Q5)

Gonzalez eél., 1973

C. solstitialis L.

- 3-O-acétylsolstitialine AFb)
- 13-O-acétylsolstitialine A50)
- Acroptiline @7)

- Epoxyrépdiolide 46)

- Acroptiline @7)

- Cynaropicrine 45)

- Répine 48)

- Solstitiolide @0)

- Subtéolide 39)

- Acroptiline @7)

- (52

- Centaurepensine (Chlorohyssopifoline B¥)(
- Cynaropicrine 45)

- Episolstitiolide 41)

- Janérine42)

- Linichlorine B 64)

- Repine 48)

- Solstitialine 3,13-diacétat&l)
- Sublutéolide 39)
-17-épi-centaurepensingg)

- Repine 48)

- Solstitialine A 49)

- Solstitiolide @0)

- Subtéolide 39)

- Cynaropicrine 45)

- Solstitialine A 49)

Hamburger, 1992

Jakupovic etl., 1986

Merrill et Stevens 1985

Nowak, 1992
Tesevic etl., 1998b

Wang efal., 1991

C. solstitialisL. ssp
schouwii

- AguerineB (53)

- Cynaropicrine 45)

- (36)

- Guaianolide diol monoacétates)

Bruno etal., 1991

Oksiiz eal., 1993

C. solstitialisL. ssp

- Chlorojanérine43)

Yesilada e#l., 2004

solstitialis - 13-O-acétylsolstitialine AS0)
- Solstitialine A 49)

C. sonchifolial. - Cis-Acétylartémisiifolin Q5) Gonzalez eal., 1984
- Artémisiifoline (06) Lonergan eal., 1992
- OnopordopicrineX9)

C. sphaerocephalh. - Cnicine 3) Nowak, 1992

ssp lusitanica - Dihydrocostunolided?7)

C. sphaerocephalh. - Cnicine (3) Bruno etal., 1994

ssp sphaerocephala

- 118,13-déhydromélitensine?®)

- 4'-acétoxycnicin15)
-1(10)-époxy-15-hydroxy-gérmacr-4-en-6,12-
olide (08)

C. sulphureawilld.

- Cnicine (L3)

Geppert etl., 1983
Gonzalez edal., 1984
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(05) R= OAC 07)

(09) R=CH,
(06) R= OH

(10) R=CH;

OAc
Ry
(1) R=CH,
(12) R=CH; (13) Ri=CH,, R2=0OH
(14) R;=CHs;, R2=0OH (16) R=CH, (18) R=CH;
(15 Ri=CH,, R2=0OAc (17) R=CH; (19) R=CH,

\\\\\\O H

__..\\\\\\\

(20) €2
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(29) R= OH

OH 9

OH

(27)
(25 R1=CH, R2= OH
(26) R1=CH,, R=20Ac
(28) R1=CH,, R2= OH

Rl uuuuumR4

(31) R1= OH, R2=00H, R3=0OH , R4= OH w)}\/

(33) R1= OAc, R2=0H, R3=0OH , R4=0°

o. OH
O\”)}\/OH

(32) R1= OH, R2=00H, R3=0H , R4= ©
(34 R1= OH, R2=0Ac, R3=0OH , R4=0°
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(35) R= OH
(36) R=OAcC

HO ~umiOH

(42)

HO

-|||I|||R
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(47) R= R%H

HO

HO iR

HO -|||I|||R

(54) (59

20



21



4.1.b. Chez la section Melanoloma (Cass.) DC.
Les travaux antérieurs de Benayachalef{1992) effectués suE. pullatarécoltée en
Algérie ont permis d’isoler les gérmacranolidesvants: 18, 13-dihydrocnicin 14), 115, 13-

dihydro 19-désoxycniciné6).

Plusieurs années auparavant, Gonzalez et sesarallabrs (1974) avaient isolé/fl1

13-déhydromélitensin€®) et centaurepensingy).

14 %6)

HO Sille) OH

2) 87

4.1.c. Activités biologiques des Sesquiterpénestiaiges

Les lactones sesquitérpeniques constituent unelgramille de composés chimiques
rencontrés chez les Centaurées, ils sont respassabun certain nombre d'activités
biologiques.

Les sesquiterpénes possédant une foncgitactone et un groupement ou -
méthylénique exercent une action cytotoxique @nhéaplastique (Kaij-a-Kamb etl., 1992),
ceci a été confirmé par de nombreux travaux, pamge ceux de Vanhaelen-Fastré (1972),
gui a montré que la cnicine a une activité antigigt et cytotoxique attribuée a la présence
de deux groupements meéthyléniques exocycliguesgssien positiona d'une fonction
carbonyle (anneau lactonique et chaine latérale).

Negrete etl. (1984) ont étudié I'activité antimicrobienne dedéhydrocostus et de la

8a-hydroxy-déhydrocostus, cette derniere a montré plag grande inhibition vis-a-vis des
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souches testées. Selon les résultats de Vanhaattréfet Vanhaelen (1976), qui préconisent
gue le pouvoir antimicrobien de la cnicine est duaaprésence de deux groupements
méthyléniques exocycliques d'une part, et a lagmees d’'une fonction alcool primaire ersC

d'autre part.

Quelques sesquiterpenes lactones ont été précerisés I'action antifongique. Les
travaux de Barrero eal., (2000) mettent en évidence l'action de (+)-coetide et (-)-
dehydrocostuslactone con@ainninghamella echinulataela est due selon les méme auteurs
a la faible polarité de ces sesquiterpéne lactdresssesquiterpenes lactones étudiées par
Karioti etal. (2002), Saroglou &tl. (2005), Skaltsa etl. (2000a; id. 2000b) ont montré une
meilleure activité antifongique contre les champigs suivants:Aspergillus niger A.
ochraceus A. versicolor A. flavus Penicillium ochrochloronP. funiculosumTrichoderma
viride, Cladosporium cladosporioidest Alternaria alternata que celle de I'antibiotique
commercial miconazole.

Negrete etal., (1984) ont mis en évidence l'action antibiotiqde certaines
sesquiterpene lactones.

Les récents travaux de Yesiladakt(2004) mentionnent que la chlorojanerine et lad8tyl

solstitialine ont un pouvoir anti-ulcérogene chexz fats.

4.2. Flavonoides
Le terme flavonoide désigne une grande gamme depasés naturels appartenant a la

famille des polyphénols; ils sont responsablesadmloration des fleurs et des fruits (Seguin,
2001), généralement rencontrés dans les agrumses,frlis rouges. Il peuvent étre
accompagnés d’autres substances: des saponingsedig®es et des terpenes (Kuhnau, 1976;
Segquin, 2001). lls ont une origine biosynthétiguemune et par conséquent, possedent tous
un méme squelette de base a savoir le 2-phénylamenat sont regroupés en plusieurs
classes selon le degré d’oxygénation du noyau muancentrale (Bruneton, 199%igure
3):

» 2-phénylbenzopyrilium ou anthocyari/).

» 2-phénylchromane, tel que les flavong8)( flavonols 69) et flavanonesg().

» 2-phénylchromane, tel que les flavanég) (et flavan-3-ols §2) et flavan-3,4-diols

» chalcones@4).

» 2-benzylidene-coumaranones ou auroBés. (
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A I'état naturel, on trouve tres souvent les flaotmles sous forme de glycosides, une
ou plusieurs de leurs fonctions hydroxylés sontsalglycosylées. La partie du flavonoide
autre que le sucre est appelée aglycone ou géBinadton, 1999; Marfak, 2003).

Les flavonoides sont stockées généralement dansdeuoles (Grotewold, 2004),
cependant quelques flavonoides sont accumuléslemssirfaces des feuilles ou des fleurs au
niveau des trichomes glandulaires et sont connus konom de flavonoides de surface. Les
recherches ont montré que ces flavonoides de sgriamt des aglycones trés substitués avec

des groupes méthyles (Onyilagha et Grotewold, 2004)

80 espéeces du gen€entaurea(Asteraceae) ont été investiguées a la recherche de
flavonoides, ces derniers ont été isolés des pa@gennes, des feuilles et parfois des racines
de ces especes. Généralement, ces flavonoideseadeatifiés comme flavones et flavonols

substitués a la position C-6, ainsi que léby®t C-glucosides (Bohm et Stuessy, 2001).

(59)

OH OH

OH

(64) (65)

Figure 3 : Formules types des flavonoides (Bruneton, 1999).
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4.2.a. Chez la section Seridia (Juss.) DC.
Les flavonoides suivants ont été isolés des espappartenant a cette section
(Tableau 2 Figure 4)

Tableau 2 :Flavonoides des espéces appartenant a la s&eiaha (Juss.) DC.

Espéces Flavonoides Références
C. asperd.. - Népétine (Eupafoline)’@) Cardona edl., 1991
- Hispiduline 68)
- Jacéosidine?(1)
- Pectolinarigénine7d)
C. asperd.. var. - Apigénine 66) Picher etal., 1984
stenophylla - Apigénine-70-4-D-éthylglycuronide §7)
- Népétine 72)
C. melitensid.. - Hispiduline 68) Negrete etl., 1989
C. solstitialisL. - Isoquércitrine 70) Kamanzi et Raynaud,
- Isoorientin (Homoarientine6Q) 1976
- Orientine 73)
- Quercétine {5
- Quercétine-1-p-D- Glucosyle 76)
- Sfahtoside {7)
C. sulphureaWilld. | - Pectolinargénine7é) Gonzalez eél., 1984

R: R» R3 R4 Rs Re R;
Apigénine (66) H OH H H OH H H
Apigénine-7-O-f-D- H O-éthyl H H OH H H
éthylglycuronide (67) glycu-

ronique

Hispiduline (68) OCH; OH H H OH H H
Isoorientine (69) C-glc OH H OH OH H H
Isoquercitrine (70) H OH H OH OH H O-glc
Jacéosiding(71) OCH; OH H OCH3 OH H H
Népétine(72) OCH; OH H OH OH H H
Orientine (73) H OH C-glc H OH OH H
Pectolinarigenine OCH3 OH H H OCH H H
(74
Quercétine (75) H OH H OH OH H OH
Quercétine -70-4-D- H O-glu H OH OH H OH
Glucosyle(76)
Sfahtoside(77) C-glc OH C-ara H OH H H

ara: arabinose, glc: glucose
Figure 4: Flavonoides chez la section Seridia (Juss.) DC.
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4.2.b. Chez la section Melanoloma (Cass.) DC.
Trés récemment en 2005a, Medjroubi et ses collédmsaont démontré I'existence
chezC. pullatades flavonoides suivants : jacéosiding et cisilinéol 78).

(79)

4.2.c. Activités biologiques des flavonoides

e Chez la plante :les flavonoides sont impliqués dans les mécanisieesponses
contre le stress causeé par les radiations éleweedd-B (Middleton et Teramura, 1993;
Reuber eal., 1996).

» Chez I'homme : ces métabolites secondaires sont connus pour ldiverses

propriétés biologiques telles que:

> Effet antiallergique : cet effet est attribué a linfluence des flavongidsur la
production de I'histamine. En effet, les flavoregdnhibent les enzymes, telles que 'ATPase
Ccd* -dépendante, responsables de la libération dediise & partir des mastocytes et des
basophiles. Cette ATPase CTalépendante dégrade 'ATP produisant ainsi de ttgireafin
de faciliter I'absorption du calcium par les menma@s cellulaires, ce qui favorise la libération
de I'histamine stockée dans les vésicules. En iveatt cette enzyme, la quercétine a montré
un potentiel d’action supérieure a celui du chrolycgie de sodium utilisé comme
médicament en empéchant la libération de I'hister@hd’autres substances endogenes qui

causent 'asme (Di Carlo at., 1999).

» Effet anti-inflammatoire : sous l'action de la cyclooxygénase et la lipooxygen
'acide arachidoniqgue se métabolise respectivenamt prostaglandines et leucotrienes
induisant ainsi des phénomeénes inflammatoires. d&lfindt son groupe ont montré que
certains flavonoides sont capabl@s vitro de modifier le métabolisme de I'acide
arachidonique (Landolfi etl., 1984).
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> Effet antiulcéreux : des études ont permis d’établir une relation d@raihtre les
propriétés antiulcéreuses de la quercétine, naringérutine et kaempférol, et la production
du PAF qui est un agent ulcérogéne potentiel,gstsavéré que la réduction des dommages
gastro-intestinaux est due probablement a l'inlwbitdu PAF par ces flavonoides (Izzo,
1996).

> Effet anticancéreux : présente pratiguement dans tous les types de thén et
particulier dans le thé vert, la catéchine a montré activité anti-tumorale (Bracke i,
1991).

4.3. Lignanes

Les lignanes sont issus de la condensation de deit&s phénylpropaniques. Ces
composés sont tres répandus dans le regne védgépaissedent de nombreuses activités
biologiques, qui leur conferent une importance mégligeable en thérapeutique. lls ont
montré des propriétés: antibactérienne, antiforgigntioxydante, antitumorale, antivirale,
antihépatotoxique (flavanolignanes des akénes dodoh-Marie), anti-PAF, insecticides et
oestrogéniques (Ayres et Loike, 1990).

Six groupes structuraux fondamentaux de lignaRggi(e 5) ont été caractérisés chez
différentes familles du régne végétal. Les pluspsas sont les dibenzylbutanes (liaison 8-8'
(79) qui, par cyclisation, peuvent engendrer troipety de lignanes monofuraniques
(cyclisation 90-9', 7-0-9', ou 70O-7' (80-82)) et des butyrolactone83), la cyclisation peut
impliquer un carbone aromatique (aryl-naphtaléd¥86)) ou deux dibenzocycloctaney.

La double cyclisation DB-7' et 90-9' conduit aux lignanes furanofuraniqu83)(

(80)
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(82

(85

[©)

o]
o

(83

(86)

(87)

Figure 5: Principaux types de lignanes (Bruneton, 1999).

4.3a. Chez la section Seridia (Juss.) DC.
Dans la littérature peu de travaux ont montré é&s@nce de lignanes chez les espéces

appartenant a cette sectidrableau 3.

Tableau 3: Lignanes des espéces appartenant a la s&iadia (Juss.) DC.

Especes Lignanes Références

C. asperd.. - Matairésinol 92) Marco etal., 2005
C. melitensid.. - Arctiine (89) Negrete etl., 1989
C. napifolialL. - Lappaol A 91) Bruno etal., 1995
C. nicaensidll. - Lappaol 60) Bruno etal., 1996
C. solstitialisL. ssp.schouwii - Arctigénine 88) Bruno etal., 1991

- Matairésinol 92)
C. sphaerocephalhl. ssp - Arctigénine 88) Bastos eal., 1990
polyacantha - Arctiine (89)

- Lappaol A 01)

- Matairésinol 92)

OMe
OMe

OMe
OMe

(89) ©9
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(90)

MeO.

OMe

(92

4.3.b. Chez la section Melanoloma (Cass.) DC.

Aucune étude n'a été investiguée pour la détérinimdes lignanes chez. pullata

4.4. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges natoeiplexes et variables, formées de
constituants qui appartiennent a deux groupes décmes: le groupe des terpenoides d'une
part et le groupe des composés aromatiques déhvesénylpropane d'autre part (Bruneton,
1999).

a)- Les terpénes(terpénoides ou isoprénoides) sont des dérivesisdorene 93) (2-

méthylbutadiénes); chaque groupe de terpenes &stds la condensation d'un nombre
d'unités isopréniques (Ruzicka, 1973).

P

(93
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Les terpenes sont généralement distribués dansléowudgne végétal. Toutes les
plantes vertes ont la capacité de produire de®rnesp par la voix du mévalonate (Bell et
Charlwood, 1980), mais cette spécificité n'est phsolue car Robbers etl. (1996)
mentionnent que les terpenes sont rencontrés égateshez les champignons, chez certains
animaux marins (Spongiaires), ainsi que chez certaisectes sous formes de phéromones
sesquiterpéniques.

Les terpenoides peuvent étre présents sous la fdtmgdrocarbure ou peuvent étre
oxygeénes. Selon le nombre d'unités isopreniqueteipgnes sont classés en (Bruneton, 1999;
Robbers eal., 1996):

- Monterpénes (Ci0) peuvent étre acycliques (myrcene, ocimene), myoliggies ¢ et y-
terpinéne) ou bicycliques (pinéne, camphene).

- SesquiterpenegCis) peuvent étre linéaires (farnésol), cycliquesyaarol)

- Diterpénes(Cx).

- Triterpénes (Cso).

- Tértraterpénesou caroténoidefC o)

Bruneton (1999) et Seguin (2001) préconisent quésdes terpenes les plus volatils
dont la masse moléculaire n'est pas trop élevéen@nad sesquiterpénes) sont rencontrés
principalement dans la composition des huiles ¢stles.

b)- Les composés aromatiquegrivés du phénylpropane sont beaucoup moins igédans
la composition de I'huile essentielle, ils sontssids selon la nature des fonctions qu'ils
portent: acide, ester, aldéhyde (Arnaud, 1985; 8e§001).

4.4.a. Chez la section Seridia (Juss.) DC.

Dans la littérature peu de taxa appartedacette section ont fait I'objet d'investigation
pour déterminer leur composition en huile essdati¢les résultats des travaux entrepris par
Buttery etal. (1986) et Binder eal. (1990a) ont permis de mettre en évidence dans les
bourgeons deC. solsitialis le germacrene D (61.@) (94) comme composé majoritaire
(Tableau 4).

(94)
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Tableau 4: Composition de I'huile essentielle @e solsitialis(Binder etal. 1990a)

Composés Indice de rétention (Ir) | Surface du pic (%)
(E)-2-hexenal 1190 0.7
hexanol 1340 0.2
(2)-3-hexenol 1370 0.4
(2)-3-hexenyl proponate 1410 0.1
myrcene 1160 0.7
limonene 1180 0.2
(E)-p-ociméne 1250 0.2
p-cymeéne 1280 0.1
perillene 1310 1.0
a-copaene 1460 0.3
caryophylléne 1570 4.3
(E)- p-farneséne 1650 0.6
germacréne D 1680 61.0
bicyclogermacréne 1690 7.2
2-méthoxytoluéne 1390 0.2
1-pentadecéne 1540 4.9

Chez la méme espéce une étude plus récente a @&k mpar Akbar etl. (2006) les

résultats ont été différents, il s’est avéré gue demposés majoritaires étaient: I'acide
héxadecanoique (acide palmitique) (30.8%) (et le (-)-oxyde de caryophyllene (25.2%)
(96) (Tableau 5).

OH

96)

96)

Tableau 5: Composition de I'huile essentielle @e solsitialis(Akbar etal. 2006)

Composés | Ir Surface du pic Composés Ir Surface du
(%) pic (%)
a-pinéne 939 0.4 S-caryophyllene 1418 6.2
sabinene 976 0.3 a-humulene 1454 0.4
S-pinéne 980 0.8 germacrene D 1480 2.4
myrcéne 991 0.3 H)- f-lonone 1482 1.1
p-Ccymeéne 1026 1.3 (-)-spathulénol 1572 1.1
limonéne 1028 3.3 (-)-oxyde de aryophyllene 157 25.2
1,8-cinéol 1033 9.6 humuléne epoxide I 160% 1.1
linalool 1098 0.5 a-cadinol 1654 1.4
a-copaene | 1371 0.4 acide héxadecanoique 1972 30.8
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4.4.b. Chez la section Melanoloma (Cass.) DC
Aucune étude n'a été effectuée pour la détermimad® la composition de I'huile
essentielle cheZ. pullata

4.4.c. Activités anti-microbiennes des huiles esdailes

Beaucoup d’études ont été menées pour confirmawueoir antimicrobien des huiles
essentielles. Deans et Ritchie (1987) par exenopleétudié I'action de 50 huiles essentielles
a difféerentes concentrations contre 25 genres delies. Les résultats obtenus ont montré
gue 'huile essentielle du thym a inhibé 23 gertesactéries sur les 25 utilisés;celles de la
marjolaine et du géranium ont inhibé 22 genresaigdies.

D’apreés les résultats de Kabouchekt(2005) la présence du thymol et du carvacrol
parmi les constituants majoritaires des huiles rdsdkes de Thymus fontanesiet T.

numidicus est a l'origine de la forte action de ces huilesite® Bacillus subtilis et

Staphylococcus aureus

Les travaux de Giamperi etl. (2002) realisés sur I'action des huiles essdesel
d’origan, de thym et de coriandre contre 5 difféesrsouches fongiques, ces huiles ont inhibé
a 100% les souches testées a des concentratiossatres.

Indépendamment, les équipes de Jirovetz (2003@t)2int également identifié cette action

antifongique chez I'huile essentiell@dethum graveolens

Il existe également plusieurs études sur le powmtifongique dekuiles essentielles,
nous pouvons citer par exemple les résultats deiatal. (1995) qui ont mis en évidence
'action antifongique de I'huile essentielle @Qfiganum syriacumtestée contrd~usarium

oxysporumAspergillus nigeretPenicillium sp.
Plus récemment Rakotonirainy et Lavédrine (2005) iomestigué l'activité des

constituants majoritaires de plusieures huiles resdkes, et il est apparu que le linalool

présente la plus forte activité antifongique.
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B. Centaurea grisebachi{fNyman) Heldr. ssp grisebachii

Strid et Tan (1991) préconisent que certaines ssapeces deC. affinis Friv.
rencontrées en haute altitude au Nord de la Gréqeenvent étre atribuées a cette espéce car
elles sont proche de. grisebachii

Selon Georgiadis (1983}entaurea grisebachiiNyman)Heldr. [=Centaurea graeca
Boiss & Spruner varmacedonia(Griseb)] ressemble morphologiquementCantaurea
paniculatalL. var. macedonig Griseb).

En Grece, cette espéce est répartie en région mRiedae (prés de Thessaloniki) et a
Chortiatis, et posséde deux sous espE€eggaurea grisebachisp confusa(Halacsy) Dostal
et Centaurea grisebachi{iNyman) Heldr subsp grisebachij qui est répartie sporadiquement
dans les montagnes de plus de 1700 m (Rechingé3; $%id et Tan, 1991).

Selon Dostal (1976Fentaurea grisebach{iNyman)Heldr. ssp grisebachiiappartient
a la section Acrolophus (Cass.) DC.

1. Section Acrolophus (Cass.) DC.

Les especes qui appartiennent a cette sectionasontelles ou biannuelles (Dostal,
1976), leurs tiges sont hautes de 20 a 60 cmeléBes sont pennatilobées avec des segments
étroits, le capitule est petit. Ces espéces satdmigues en ltalie (Pignatti, 1982), au Sud de

la France (Arénes, 1951), en Gréce et en Turquaeif)1975).

Cette section regroupe les especes suivantes (Pt8T®): Centaurea affinigriv., C.
aggregataFisch. & May,C. aplolepaMoretti ssp.aplolepa, C. aplolepMoretti ssp.lunensis
(Fiori) Dostél,C. arenariaBieb. ex Wild. ssparenaria C. arenariaBieb. ex Wild. ssp.
odesanaPordan) DostalC. arenariaBieb. ex Wild. sspmajorowii (Dumbadze) DostalC.
attica Nyman ssp.attica, C. atticaNyman ssp.drakiensis(Freyn, Sint.) DostalC. attica
Nyman ssp.ossaea(Halacsy) Dostal (=C. ossaeaHalacsy), C. calvescend?ancé, C.
cineraria L. ssp.cineraria, C. cinerarialL. var. circae Somm.,C. cinerarialL. ssp umbrosa
(Lacaita) Pign.C. crithmifolia Vis., C. cuneifoliaSibth. SM. ssppallida (Friv.) Hayek,C.
diffusaLam.,C. diffusaLam. var.brevispinaBoiss.[=C. bovinaVelen.],C. exarataBoiss. ex
Cosson., C. grisebachii (Nyman) Form ssp.confusa (Halacsy) Dostal,C. grisebachii
(Nyman) Form sspgrisebachij C. kartschianacop.,C. leucophaedordan ssgeucophaea,
C. maculosaLam., C. mantoudiiGeorg.,C. nigra L., C. orphanideaHeldr., C. Pallidior

Halacsy ssppallidior, C. pelia DC., C. rhenanaBereau subssavranica (Kloklow), C.
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spinosal., C. spinosal. ssp.spinosa C. thessalaHausskn. sspdrakiensis(Freyn & Sint.)
Georg.,C. transiensHalacsy,C. tymphaea Hausskn. sspbrevispinaHausskn (Dostal)C.
tymphaeaHausskn. ssgymphaeaC. vallesiacgDC.) JordanC. zuccarinianeDC.

2. Caractéristiques botaniques

C. grisebachiiNyman) Heldr. Figure 6) est une plante pérenne avec (Davis, 1975):
- Akenes de 2.5 a4 3.5 mm de diametre.
- Feuilles tomenteuses, les feuilles inférieures p@miatipartites a bipartites, alors que les
feuilles supérieures sont simples avec une paitelds a la base.
- Involucre hémisphérique de taille 15-19 x 10-13 mm
- Tiges de 20 a 50 cm de hauteur

ChezC. grisebachii(Nyman) Heldr. subspgrisebachiila tige est branchée au milieu
sa hauteur est entre 30 et 50 cm, les feuillesaafpossédent plus de 5 paires de segments, le
diamétre de l'involucre est de 6 a7 mm (Dostal,6)97

3. Position systématique
Selon Dostal (1976) et Hellwig (2004) la positiogrst&matique d€entaurea affinis

Friv. est la suivante:

Reégne :Plantae

Sous-regne Tracheobionta
Embranchement :Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classé\steridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-familleCarduoidae
TribuCardueae (Cynareae)
Sous-tribilCentaureinae
Genr€entaured..
Sous-groupe ‘Acrolophus (Cass.) DC.
Section:Acrolophus (Cass.) DC.
Espece C. grisebachi{Nyman) Form.

Sous espécayrisebachii
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a) La plante ergier b) La fleur

Figure 6 : Centaurea grisebach{Nyman) Heldr. sspgrisebachii
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4. Travaux antérieurs et principaux meétabolites seandaires isolés des especes de la

section Acrolophus (Cass.) DC.

4.1. Sesquiterpéne lactones

Un grand nombre des représentants de la sectiooloptus (Cass.) DC. ont fait

'objet d’investigations a la recherche de sesgpéees lactones, selon les résultats obtenus

(Tableau 6 ces substances sont abondantes chez cette section

Tableau 6 Sesquiterpéne lactones des espéces appartdassedionAcrolophus (Cass.) DC.

Especes

Sesquiterpéne lactones

Références

C. affinisFriv.

- Cnicine (3)
- Saloniténolide9)

Jandkovic etal., 2004

C. aggregatdFisch. et

May

- Cnicine (L3

Nowak etal., 1984

C. aplolepaMoretti
ssp.aplolepa

- Cnicine (3

Nowaketal., 1984

C. aplolepaMoretti
ssp.lunensigFiori)
Dostal

- Cnicine @3

Nowaketal., 1984

C. arenariaBieb. ex
Wild. ssp.arenaria

- Cnicine (3

Nowaketal., 1984

C. arenariaBieb. ex
Wild. ssp.odesana
(Pordan) Dostal

- Cnicine @3

Nowaketal., 1984

C. arenariaBieb. ex
Wild. ssp.majorowii
(Dumbadze) Dostal

- Cnicine .3

Nowaket al, 1984

C. atticaNyman ssp.

attica

- Cnicine @3

- 4'-acétoxycnicin15)

- Méthyl 8a-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-
butanoyloxy)-&:, 15-dihydroxyéléma-
1,3,11(13)-

trien-12-oate 103

- 8a-O-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-
butanoyloxy)-déhydromélitensin&Q2)
- Atticine (116

- 4-acétoxymalacitanolidel(2)

- Malacitanolide {11)

Skaltsa etil., 1999

Skaltsa etl., 2000a

C. atticaNyman ssp.

drakiensig¢Freyn,
Sint.) Dostal

- Cnicine (3

Nowaketal., 1984

C. atticaNyman ssp.

ossaegHalacsy)
Dostal=C. ossaea
Halacsy

- Cnicine (3

Nowaketal., 1984

C. calvescenPanct

- Cnicine (3)

Nowaketal., 1984

C. cinerarialL. ssp.

- Cnicinel(3)

Nowaketal., 1984
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cineraria

C. cinerarialL. var. - Cnicine (L3 Nowaketal., 1984
circae Somm.

C. cinerariaL. ssp - Cnicine (@3) Bruno et Herz, 1988
umbrosa(Lacaita) - 4'-acétoxycnicin15)

Pign. - 8a-(3,4-dihydroxy-2-méthyléene-

butanoyloxy)-déhydromélitensin&Q2)

C. crithmifoliaVis.

- Saloniténolide@9)

Geppert etll., 1983

C. cuneifoliaSibth.
SM.

- Cnicine (3

- 115,13-déhydromélitensinp)

- 11 8,13-déhydromélitensine-8[(2-hydroxy-
S-hydrométhylyl)-acryloyl] 102

Aslan et Oksiiz, 1999

C. cuneifoliaSibth. - Cnicine (@3) Nowak etal., 1984
SM. ssppallida

(Friv.) Hayek

C. diffusaLam. - Cnicine (@3 Milkova etal., 1993
C. diffusaLam. var. | - Cnicine (3 Nowak etal., 1984
brevispinaBoiss.=C.

bovinaVelen.

C. exarataBoiss. ex | - Cynaropicrine45) Nowak etal., 1986a
Cosson. - Cnicine (3 Nowak etal., 1984
C. grisebachi - Cnicine @3 Nowak etal., 1984
(Nyman) Form ssp

grisebachi

C. grisebachi - Cnicine (@3) Nowak etal., 1984
(Nyman) Form ssp.

confusa(Halacsy)

Dostal

C. kartschianacop. | - Cnicine (3 Nowak etal., 1984
C. leucophaedordan | - Cnicine (L3) Nowak etal., 1984
ssp.leucophaea

C. maculosd.am. - Cnicine 13 Kelsey et Locken, 1987
C. mantoudiiGeorg. | - Cnicine (L3) Nowak etal., 1984

C. nigralL.

- 114,13-déhydromélitensin®)
-Centaurepensine (=Chlorohyssopifoline A)

(37)

Gonzalez eal., 1974

C. orphanidedHeldr.

- Saloniténolide@9)

- Cnicine L3

- 4'-acétoxycnicin15)

- 8a-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-
butanoyloxy)-déhydromélitensin&l)

- Malacitanolide {11)

- 4'-acétoxymalacitanolidel (2

- 8a-O-4-episonchucarpolidel(10)

- 8a-O-(3-hydroxy-4-acétoxy-
2méthylenebutanoloxy)-épisonchucarpolide

(114

Gousiadou et Skaltsa,
2003

C. orphanideaeldr.
Sart. ex Boiss. ssp.
orphanidea

- Cnicine @3

Nowak etal., 1984
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C. paniculatal.

- Saloniténolide@9)

Geppert etl., 1983

C. pauiLoscos ex
Willk.

- 8a-0-(3,4-dihydroxy-2-méthylénebutanoyl)

15-ox0-5,4H,6,118H -€léma-1,3,11(13)-trient

6,12-olide (.06

- (3'R)-15-acétoxy-8-0-(3,4-dihydroxy-2-
méthyléne-butanoloxy)#1, 7aH-gérmacra-
1E,47,11(13)-trien-6,12-0lidel21)

- (3'R)-15- acétoxy -8-0-(4- acétoxy -3-
hydroxy -2- méthylénebutanoloxyfH,7oH -
gérmacra -E,47,11(13)- trien -6,12- olide
(1229

- Cnicine (3

- 4'-acétoxycnicin15)

- Saloniténolide@9)

- Stoebénolide1(08)

- 11 8,13-déhydromélitensine®)

- 115,13-dihydrosaloniténolide3d)

- 8a-O-(4-acétoxy-5-hydroxy-angeloyl)-
saloniténolide §7)

- 8a-hydroxy-15-0x0-5,4H,6,115H-éléma-
1,3-dien-6,12-olide1(04)

- 8a -hydroxy-15-0x0-5,dH,6,11BH -éléma-
1,3,11(13)-trien-6,12-olidel 05

- Méthyl 8x-0-(3,4-dihydroxy-2-méthyléne-
butanoyloxy) -@&, 15-di-hydroxyéléma-
1,3,11(13)-trien-12-oatel 03

- 15-acétoxy-B,100-époxy-&r-hydroxy-
7aH,64H-gérmacra-4E,11(13)-dien-12,6-olid
(120

- 15-acétoxy-8-0-(3,4-dihydroxy-2-
méthyléne-butanoyl-oxy)hydroxy-
7aH,64H-gérmacra-4E,10(14), 11(13)-trien-
12,6-olide (23

- 15-acétoxy-8-0-(3,4-dihydroxy-2-
méthyléne-butanoyl-oxy)fhydro-péroxy-
70H,68H-gérmacra-4E,10(14),11(13)-trien-
12,6-olide (29
-15-acétoxy-,8a-dihydroxy-7aH,64H-
gérmacra-4E,10(14),11(13)-trien-12,6-olide
(118

- 15-acétoxy-B-hydropéroxy-8-hydroxy-
7aH,64H-gérmacra-4E,10(14),11(13)-trien-
12,6-olide (19

-Cardona eél., 1994

Cardona eél., 1997

C. pallidior Halacsy | - Cnicine (L3 Nowak etal., 1984
ssp.pallidior

C. peliaDC. - Cnicine (3 Nowak etal., 1984
C. rhenanaBoreau - Cnicine (3 Nowak etal., 1984
ssp.savranica

(Klokow) Dostéal

C. spinosd.. - Cnicine (3 Saroglou eal., 2005

- 8a-0-(3,4-dihydroxy-2-méthyléne-
butanoyloxy)-sonchucarpolide @pt
malacitanolide) 115

- 8a-O-(4-acétoxy-2-hydroxyméthyl-buten-2-
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oyloxy)-4-episonchucarpolidel(13

- Malacitanolide 1{11)

- 4-acétoxymalacitanolidel(2)

- 8a-0-(3,4-dihydroxy-2-méthyléne-
butanoyloxy)-déhydromélitensinél)

- 800-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-
butanoyloxy)- 15-oxo-5aH,6BH-éléman-
1,3,11(13)-trien-6,12-olideLQ7)

- 8a-O-(4-acétoxy-2-hydroxymeéthylbuten-2-
oyloxy)-saloniténolide49)

- 4'-acétoxycnicin15)

- 8a-0-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-
butanoyloxy)-@.,15-dihydroxyéléma-
1,3,11(13)-trien-12-oatel{7)

C. spinosd.. ssp. - Cnicine (@3) Nowak etal., 1984
spinosa
C. thessalddausskn. | - Cnicine (L3 Skaltsa etl., 1999

ssp.drakiensigFreyn
& Sint.) Georg.

- 4'-acétoxycnicin15)

- 8a-O-(4-acétoxy-5-hydroxy-angeloyl)-
saloniténolide 48)

-8a-(3,4-dihydroxy -2- méthyléne -butanoyl)
déhydromélitensinelQ1)

-80-(3- hydroxy -4-acétoxy-2- méthyléne -
butanoyl) déhydromélitensiné@)
-8a-O-4-epi-sonchucarpolidel(10)

Skaltsa etl., 2000a

C. transiendHalacsy

- Cnicine (3

Nowak etal., 1984

C. tymphaea
Hausskn. ssp.
tymphaea

- Cnicine (3

Nowak etal., 1984

C. tymphaea
Hausskn. ssp.
brevispinaHausskn
(Dostél)

- Cnicine (3

Nowak etal., 1984

C. vallesiacgDC.)
Jordan

- Cnicine (3

Geppert etll., 1983

C. zuccarinianaDC.

- 4'-acétoxycnicin15)

-80-(3,4-dihydroxy -2- méthylene -butanoyl)
déhydromélitensinelQ1)
-8a-O-hydroxy-4-sonchocarpolidd.Q9)

- Cnicine (3

Koukoulitsa efl., 2002

Nowak etal., 1984
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OAc

R= CHy(109)
R= Ch; (105)

(110

OH
OAc

OAc

OAc

o
T

CHO

COOCH,

(119
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(117
R= OH (119

R= OH (121) 23
R= OAc (122

4.2. Flavonoides
Plusieurs travaux ont été effectués sur plusiespeaes appartenant a la section
Acrolophus (Cass.) DC. afin d’isoler les flavon@pg#éensemble des résultats obtenus est

présenté dans [Eableau 7et laFigure 7.

Tableau 7 :Flavonoides des espéces appartenant a la séctiolophus (Cass.) DC.
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Especes

Flavonoides

Références

C. affinisFriv.

- Apigénine 66)
- Eupaturine 131)
- Salvigénine 138

Janakovic etal., 2004

C. cinerariaL. ssp
umbrosa(Lacaita) Pign.

- Salvigénine 138

- 5-hydroxy-6,7,34 -tétramethoxyflavonel42)
- Eupatiline {30

- Jacéosidine(1)

- 5,7,4-trihydroxy- 8-méthoxy-flavonel49)

Bruno etal., 1988

El-Emary, 1983

C. cuneifoliaSibth. SM.

- 4, 7-diméthylscutellareinel 40)

- Acacetine {25

- Eupatiline 130

- Eupatorine 131)

- Jacéosidine7(l)

- Salvigénine 138

- Acacetine {25

- Eupatiline (30

- Jacéosidine7()

- Kaempferol 133

- Salvigénine 138

- 5-hydroxy-6,7,34 -tétramethoxyflavonel42)
- 5-hydroxy-3,4’,7,8-tétramethoxyflavonel 43
- 5,7, 4-trihydroxy-3-méthoxyflavonel(50)

Oksliz etl., 1988

Aslan et Okstiz, 1999

C. orphanideaHeldr.
Sart. ex Boiss. ssp.

- Apigénine 66)
- Circimaritine 27)

Gousiadou et Skaltsa, 200

3

orphanidea - Lutéoline (.35
- 3-méthoxy-kaempféroll@4)
C. spinosd.. - Cirsimaritine 27) Saroglou eal., 2005

- Désmethoxycentauridind 28)

- Désmethoxysudachitind 29

- Népétine 72)

- Rétusine 137)

- Salvigénine 138

- 5,6,4'- trihydroxy-7, 3'-diméthoxylflavon&48)

- 5,6,8,3"-tétrahydroxy-7, 4'-diméthyxolflavorsi{)
- 5,6,8,3,4-pentahydroxy-7-méthoxyflavon&46)

C. thessaldHausskn.
ssp.drakiensigFreyn
& Sint.) Georg.

- Cirsilinéol (78)

- Eupatorine 131)

- Hispiduline €8)

- Jacéocidineql)

- 5-hydroxy-6,7, 34’-tétraméthoxyflavonel4?2)

Gorgiadou, 1999

C. zuccarinianaDC.

- Apigénine 66)

- Cirsimaritine (27)

- Gekwanine 132

- Hispiduline €8)

- Apigénine-70-f-D-glucoside 126)

- 6-hydroxy- apigénine-0-$- D- glucoside 139
- Quercétine15)

- Kaempférol -39-4-D-glucoside (34)

- Lutéoline-790-p- D-glucoside 136)

- 6-méthoxy-kaempférol -8-4-D- glucoside 145

Koukoulitsa, 2006
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Rl R2 R3 R4 RS RG
Acacetine(125 H OH H H H OCH;
Apigénine-7-0-#-D-glucoside H 0-Glu H H OH
(126)
Cirsimaritine (127) OCH;, OCH;, H H H OH
Désmethoxycentauridine
(129 OCH;, OH H H OH OCHjz
Désmethoxysudachiting129) OCH; OH OCH; H H OH
Eupatiline (130 OCH;, OCH;, H OH H OH
Eupatorine (131) OCH; OCH; H H OH OCH,
Gekwanine (132 H OCH; H H H OH
Kaempférol (133 H OH H OH H OH
Kaempférol -3-O-4-D- i
glucoside(134) H OH H O-Glu H OH
Lutéoline (135 H OH H H OH OH
Lutéoline-7-0-p-D- glucoside H 0-Glu H H OH OH
(136)
Rétusine(137) H OCH;, H OCHz; | OCH; OCHjz
Salvigenine(138) OCH; OCH; H H H OCH,
6-méthoxy-apigénine-70-p- i
b- glucoside(139 OCH;, O-Glu H H H OH
4’, 7-diméthylscutellareine OH OCH; H H H OCH;,
(140
6-hydroxy- apigénine-70-g- i
D-glucoside(141) OH O-Glu H H H OH
S-hydroxy-6,7, 3.4"- OCH; | OCH H H | OCHs | OCH
tétraméthoxyflavone (142 ¥ ¥ $ $
5-hydroxy-3",4',7, 8- H OCH; | OCH H OCH; | OCH
tétramethoxyflavone (143 ¥ ¥ $ $
3-méthoxy-kaempférol(144) H OH H OCH; H OH
6-méthoxy-kaempférol —30-
-D-glucoside(145 OCH;, OH H O-Glu H OH
5,6,8,3,4’pentahydroxy-7-
méthoxyflavone(146) OH OCH, OH H OH OH
5, 6, 8, 3'-tetrahydroxy
7, 4'-diméthyxolflavone (147 OH OCH, OH H OH OCH;
5, 6, 4'-trihydroxy-7, 3'-
diméthoxylflavone (148) OH OCH, H H OCH; OH
5, 7, 4-trihydroxy-8- H OH OCH;, H H OH
méthoxyflavone(149
5,7, 4-trihydr0xy'3' H OH H OCH3 H OH
méthoxyflavone (150

Figure 7. Flavonoides chez la section Acrolophus (Cass.) DC

4.3. Lignanes

Dans la littérature peu de travaux ont montré &s@nce de lignanes chez les espéces

appartenant a cette sectidrableau 8.

Tableau 8: Lignanes des espéces appartenant a la séatimophus (Cass.) DC.
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Especes

Lignanes

Références

C. affinisFriv.

- Matairésinol 92)
- Arctigénine 88)

Jandkovic etal., 2004

C. cuneifoliaSibth. SM.

- Arctigénine 88)

Aslan et Oksiiz, 1999

C. orphanideaHeldr.

- Diméthyl-matairésinol

Gousiadou et Skaltsa,

(151 2003

- Pinorésinol 152

C. pauiLoscos ex Willk.

- Arctigénine 88) Cardona eal., 1997

- Pinorésinol 152

C. zuccarinianeDC.

-Arctiin (89) Koukoulitsa, 2006

HsCO |

HyCO

(151

4.4. Huiles essentielles

OCH,

OCH3 HO

La composition des huiles essentielles a été misévalence dans certaines especes

appartenant a la section Acrolophus. Selon lesltedsuobtenus par Lazari et ses

collaborateurs (2000), les composés majoritairez dB. pelig C. thessalasp drakiensiset

C. zuccarinianasont I'acide héxadecanoique (15.4%9) 'hexacosane (22.6%)153) et (-

)-oxyde de caryophylléne (6.2%986) respectivemenfliableau 9).

YA VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV

(153

Tableau @ Composition de I'huile essentielle @e pelig C. thessalasp.drakiensiset

C. zuccariniangLazari etal., 2000).

Ir C. pelia C. thessala | C. zuccariniana
Composés ssp.
drakiensis
hexanal 800 0.9 - -
(E)-2-hexenal 854 0.7 - -
hexanol 867 0.2 - -
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heptanal 899 0.1 - -
o-pinéne 939 tr - -
sabinéne 976 - - -
S-pinéne 980 - - -
6-méthyl-5-hepten-2-one 984 0.6 - -
myrcéne 991 - - -
octanal 1002 0.3 - -
(E, E)-2, 4-heptadienal 1009 0.2 - -
0-3-carene 1011 tr - -
p-cyméne 1026 tr - -
limonéne 1028 0.1 0.2 tr
1,8-cinéol 1033 - - -
(E)-2-octenal 1056 0.2 - -
y-terpinéne 1062 tr - tr
linalool 1098 0.4 - -
nonanal 1103 1.9 0.3 0.2
(E)-2-nonénal 1157 0.4 - -
benzoate d'éthyle 1168 0.1 - -
1-nonanol 1171 - 0.2 0.2
térpinen-4-ol 1174 tr tr tr
salicylate de méthyle 1191 0.3 - -
dodécane 1200 0.2 - -
décanal 1204 2.7 0.6 1.4
S -cyclocitral 1217 0.3 - -
(E)-2-décenal 1259 0.4 0.1 0.2
acide nonanoique 1275 - - 0.6
dihydroédulan Il 1284 3.6 0.7 0.3
dihydroédulan | 1289 0.8 0.2 0.2
(E, 2)-2, 4-décadiénal 1290 0.3 - 0.1
carvacrol 1292 - 0.7 -
undécanal 1305 0.4 0.2 0.3
(E, E)-2, 4-decadiénal 1313 0.9 0.3 0.5
octadecanal 1361 - 0.1 0.3
cyclosativene 1362 1.2 - 0.2
acide décanoique 1369 0.2 - -
a-copaene 1371 - - 1.8
(2)- p-damascenone 1380 0.8 0.8 1.1
S-cubebéne 1385 - - 0.4
S-eléméne 1387 1.7 0.4 0.1
tétradecane 1400 0.2 0.3 0.2
eugenol 1401 - - 0.3
dodécanal 1404 0.5 0.2 0.7
a-cedreéne 1409 1.0 - -
cis-caryophylléne 1411 - 03 -
trans-caryophylléne 1415 - 0.7 0.9
géranyl acétone 1451 1.3 0.9 1.2
(E)- p-farnésene 1453 - - 0.2
a-humuléne 1454 - - -
acide undécanoique 1465 - - 0.2
n-dodécanol 1472 - - 0.4
épibicyclosesquiphellandréne 1477 0.2 - 1.1
(-)-ar-curcuméne 1478 0.3 - -
germacréne D 1480 - - -
(E)- p-ionone 1482 2.6 - 1.6
S-sélinéne 1485 0.2 - 0.3
a-sélinéne 1492 - 0.3 -
1-pentadécene 1494 - - 0.5
a-muuroléne 1498 0.3 - -
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tridécanal 1504 1.3 0.9 -
y-cadinene 1509 - - 0.3
o-cadinéne 1518 0.1 0.7 0.5
dodécanoate de méthyle 1527 - - 0.2
isopéntyl salicylate 1534 0.2 - -
8,14-cedranoxide 1546 0.5 0.8 -
nérolidol 1560 - 1.3 -
calacorene 1562 - - 2.0
acide dodécanoique 1568 7.9 1.0 3.3
(2)-3-hexenyl bénzoate 1570 - 0.1 -
(-)-spathulénol 1572 2.1 3.8 4.2
(-)-oxyde de caryophylléne 1577 4.3 7.8 6.2
(E)-2-hexenyl benzoate 1583 - - 1.3
viridiforol 1587 - 1.4 1.9
humuléne epoxide I 1605 - - 2.8
tétradécanal 1611 1.0 - 1.7
hin « sol 1632 0.5 - 0.2
gossonorol 1640 0.3 - 0.6
épia-muurolol 1641 0.4 0.3 1.4
S-eudesmol 1648 0.9 - -
9-aristolena-ol 1651 0.4 0.4 -
a-cadinol 1654 - - 2.2
acide tridecanoique 1662 0.4 0.4 1.0
tétradécanol 1672 - 1.2 -
cadaléne 1674 0.4 - 0.5
acorenone 1687 - - 1.9
péntadécanal 1714 1.1 0.4 1.7
(E, 2)-farnésol 1743 0.2 - -
acide tétradécanoique 1769 4.2 2.1 4.1
guaiazuléne 1772 0.2 - -
hexadécanal 1817 0.2 0.2 0.4
myristate d’isopropyl 1824 - 0.4 0.3
2-pentadécanone, 6,10,14- 1846 2.0 1.4 3.5
triméthyl
acide péntadecanoique 1865 0.6 0.3 0.6
(E, E)-farnésyl acétone 1919 0.6 0.5 0.7
épi13-manool 1960 - 0.2 -
acide héxadecanoique 1972 15.4 7.4 6.5
oxyde de manoyle 1991 0.1 0.3 -
octadécane 1800 - - 0.3
nonadécane 1900 - - 0.1
eicosane 2000 0.2 - 0.1
docosane 2200 0.3 5.5 0.2
tricosane 2300 - 0.3 2.3
tétracosane 2400 0.4 0.3 0.7
pentacosane 2500 1.6 - 2.3
hexacosane 2600 0.3 22.6 0.4
héptacosane 2700 5.7 1.5 4.0
octacosane 2800 0.5 1.1 0.4
nonacosane 2900 2.7 0.8 1.9
triacontane 3000 0.3 5.3 0.2
hentriacontane 3100 0.3 - 0.2
octadécanol 2081 0.2 0.1 -
1-nonadécanol 2156 - 0.1 -
1-tétracosanol 2456 - 1.8 -
1-héxacosanol 2852 - 1.3 -
épi13-oxyde de manoyl 2013 - 0.2 -
abietatriene 2056 0.2 0.2 0.2
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manool 2057 0.1 - -
déhydro-abietal 2263 tr tr -
trans-phytol 2122 0.9 1.8 0.3
10-deméthylsqualéne 2830 0.3 0.5
acétate d’hexadécyle 2009 0.3 -
méthyle octadécanoate 2130 0.7 0.2
éthyl ester de 9,12,15- 2139 2.2 1.4 0.3
octadécatrienoique acide

tr: traces

a7




Il. MATERIEL ET METHODES

Il. MATERIEL ET METHODES

II.1. Matériel végétal
II. 1. a. Centaurea pullatalL .
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La récolte de&Centaurea pullatd.. a été réalisée aléatoirement dans son habitatehatu
au niveau du parc national de Chréa (Blida) dansétgaon appelée Beni Ali & 850 m
d’altitude en avril 2006.

Situé a 50 Km au Sud-Ouest d'Alger, avec 1550 nititdide ; le parc national de
Chréa s’étend sur 26587 ha le long des partiesatestde la chaine de I'atlas tellien, entre les
latitudes Nord 36° 25' 33 39", et les longitudes E 52' 36 77" (Halimi, 1980 ; Google earth,
2007).

Limité au Nord par la plaine de la Mitidja, le D@lChénoua, au Sud par Médéa et les
hautes plaines du Titteri, a I'Ouest par le refi@dntagneux de Chiffa et a I'Est par les

hauteurs de la chaine Kabykdure 8a).

Le climat méditerranéen typique du Nord algériest,caractéristique de la montagne
de Chréa. Halimi (1980), attribue la région de BeXi a I'étage meéditerranéen
inférieur (compris entre 250 et 1000 m) qui eststiué de foréts a dominance d’olivier, de
pistachier lentisque, et de pin d’Alep.

L’identification de I'especeCentaurea pullataa été réalisée par Mr Abd El Kader
BELOUED Technicien Supérieur a I'INA (Alger), unt@amtillon a été gardé au niveau du
laboratoire de Physiologie Végétale et Environnememiversité d’Annaba sous le code :
Ann-BV 2006/0010.

II.1.b. Centaurea grisebachiiNyman) Heldr. ssp grisebachii

La récolte deCentaurea grisebachifNyman) Heldr. sspgrisebachiia été réalisée
aléatoirement au niveau du mont Olympus (Olympe)ésa 400 Km d’Athénes a 650 m
d’altitude, en juillet 2006.

Le mont Olympe (2917 m) s'étend au nord de la Ggrés de la cOte égéenne pres de
la Thessalie et de la Macédoine entre les latitidtasl 40° 01" 24 79", et les longitudes Est
22° 23' 12 63" (Google earth, 2007). L'Olympe wst montagne bordée de larges ravins.
Densément boisé dans sa partie inférieure, sop gagimet rocheux est recouvert de neige la

majeure partie de lI'annéeigure 8b).

Le climat méditerranéen est caractéristique deréc& L'été est chaud dans certaines
régions les températures peuvent atteindre le<C45€ vent (neltém), peut souffler trés fort
durant cette période. Les précipitations maximsaéesituent en décembre, janvier et février, il

pleut beaucoup plus sur le versant ouest du pays.
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L’identification de I'espéceCentaurea grisebachssp grisebachiia été réalisée par
Prof. Assistant Dr. Théophanis CONSTANTINIDIS, Dépaent de Systématique
Botanique, Université d'Agronomie (Athénes); unasthlon a été gardé au sous le code:
Skaltsa et Argyropoulou 01

blida, chrea

a) Le parc national de Chréa (Google earth, 2007).
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Mount Olympos
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b) Le mont Olympe (Google earth, 2007).

Figure 8 : Situations géographiques.

II. 2. Méthodes

Notre étude s'est déroulée pendant trois ans aamidu laboratoire de Chimie du
département de Biologie a I'Université de Blidad@die) et durant un an et demi au niveau
du laboratoire de Pharmacognosie et de chimie aehijts naturels a I'Université d’Athénes
(Grece).

11.2.1. Extraction des substances

Dans un premier temps, les espéces récoltées@stéhées a I'abri de la lumiere et
du soleil. Le séchage a duré deux semaines podeles espéces. Ensuite le matériel végétal
a été broyé ainsi, les drogues pulvérisées présemte plus grande surface de contact avec

les solvants extracteurs, ce qui permettra d’ameflie rendement d’extractioAiinexe 0.

[1.2.1.1. Sesquiterpénes lactones
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Pour I'extraction des sesquiterpéne lactones neoissaemployée la méthode un peu
modifiée de Bohlmann etl. (1984) Figure 9).

La premiere étape a été la macération des drogeretapt 24 h avec trois solvants de
polarité différentes: cyclohexane-MeOH@t (1:1:1). La quantité de solvant doit étre
appropriée a la quantité de la matiére utilisé® (2du mélange de solvants pour 1Kg de
drogue pulvérisée). L'extraction a été effectuéenapérature ambiante.

La deuxieme étape est la séparation : I'extraitpécé a été filtré et concentré sous
pression réduite au rotavapeur, puis dilué dand 16 méme mélange de solvant additionné
de 1.5 | de solution NaCl saturée. Deux phasesétintbbtenues, la phase aqueuse a était
gardée et soumise a son tour a une extractioné@8t fois) avec EtOAc. Lors de cette

extraction la phase organique (peu polaire), qatieat les sesquiterpenes lactones.

Nous avons obtenus 12.7 g d’extrait brutGentaurea pullateet 3.8 g deCentaurea
grisebachiissp grisebachii Ces deux extraits ont fait I'objet des fractiomsats et des

analyses ultérieures.
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Centaurea pullata(1 Kg)
Centaurea grisebachissp grisebachii(380 g)

| |

|. Extraction avec [I. Extraction avec
Cyclohexane:EpO:MeOH (1:1:1) MeOH:H 0 (5:1)
‘ NaCl
l _ l VLC
Phase organique A Phase aqueuse
| EtOAC
Phase organique B Phase aqueuse
VLC

Figure 9: Processus d’extraction

[1.2.1.2. Flavonoides

Les drogues récupérées apres l'extraction desisapgmes lactones, ont été extraites
dans 1l du mélange MeOH,8 (5:1); cette extraction a été répétée 3 fois.elgiltration et
concentration, nous avons récupéré 130 g d'exbait pour C.pullata et 30 g pourC.

grisebachiissp grisebachiices deux extraits ont fait I'objet de fractionnernseet d’analyses

ultérieures.
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[1.2.1.3. Huile essentielle

Les huiles essentielles ont été obtenues par Higliltation selon les

recommandations de la Pharmacopée Hellénique (2002)

100 g de matiéres végétales séches coupées en ipetiteaux, ont été mises dans 500 mi

d’eau bouillante pendant 1 h 30, en utilisant upaagil de type Clevenger.

Les huiles essentielles ont était récupérées amveepkntane (CG-grade) et passées
par du sulfate de sodium anhydre £8i@;), pour I'élimination de I'humidité, puis stockéas
20°C.

Le rendement a été défini comme étant le rappadre éa masse de I'huile essentielle

et la masse de la matiere végétale utilisée (Bespadietal., 2005).

I1.3. Méthodes chromatographiques analytiques

[1.3.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince (CCM, T@&€Canglais) a été effectuée en

phase normale, dans la plupart des cas, avec wsugpsrts suivants :

» Plaque de gel de silice sur feuille d’aluminium ¢®le Art. 5554) avec indice de
fluorescence, dont les dimensions sont: 20 x 20épaisseur de la couche 0.1 mm.

» Plague de cellulose sur feuille d’aluminium (Merckrt. 5552) sans indice de
fluorescence, dont les dimensions sont : 20 x 20égraisseur de la couche 0.1mm.

Ces plaques constituent la phase stationrelles, ont été ensuite plongées dans des cuves

conventionnelles en verre (Camag), remplies a envit5 cm avec une phase mobile, qui est

généralement un mélange binaire de solvants, $elkype de séparation recherchée.

Pour lidentification des flavonoides, nous avomalisé des CCM avec deux

différents systemes d'élutions :

* Solvant de Partridge

C’est un systeme peu polaire ou les aglycones al@tibides migrent beaucoup en
comparaison avec les glucosides qui possédentde8.R Il a été préparé en mélangeant
BuOH-acide acétique-eau (4 :1 :5) phase supér{@iahl, 1969).
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* AcOH-15
Ce systeme a été préparé en mélangeant 85 mlal'acé&tique glacial avec 15 ml
d'eau (Mabry eal., 1970). Les aglycones de flavonoides migrentgedsdans ce systéme.

Apres son développement dans un des difféerentemgst la plague CCM a été
observée sous UV a 254 et a 366 nm; ensuite répéléan réactif de détection en solution
selon les substances recherchées, afin de metté¥igence les constituants présents dans

I'extrait. Ainsi, les réactifs utilisés dans le peé@t travail ont été les suivants:

* Réactif d’anisaldéhyde

Le réactif d’anisaldéhyde a été préparé en mélanigg& ml dep-anisaldéhyde (4-
meéthoxybenzaldéhyde), 1 ml d’acide sulfurique eini0d’acide acétique glacial. Les CCM
ont été trompées dans ce réactif, puis chauffé&85a°C; I'apparition de taches violettes,

visibles a I'oeil nu, indique la présence de sasgpénes lactones (Stahl, 1969).

* Reéactif de Neu ou Naturstoffreagenz A

Vaporiser une solution méthanolique de l'acide éliptboriques-aminoéthylester 1%

(Neu, 1957) sur les plaques de CCM. Les flavonomgsaraissent sous forme de taches
fluorescentes; selon la couleur obtenue nous aidemdifié le type de flavonoide (Stahl,
1969) :

> Les dérivés d’apigénine présentent une couleurdkaente sous I'UV jaune verdatre
et apres 24h, leurs couleurs a la lumiere visibkent au rouge-brun.

> Les dérivés de lutéoline présentent une couleordkcente sous I'UV jaune.

> Les dérivés de kaempférol présentent une coulewardbcente sous I'UV jaune-
verdatre plus intense que celle des dérivés d’apige

> Les dérivés de quercétol présentent une couleorgcente sous I'UV orange intense.

[1.3.2 Chromatographie en phase gazeuse (CG)

L’analyse par CG a été réalisée en utilisant urasppde type Perkin Elmer 8500
muni d’'un FID, d’'une colonne apolaire capillairgeél de silice fondu DB-5 (30m x 0.25mm,
épaisseur du film: 0.28n). La température de la colonne a été régléeta dar60°C jusqu’a
250°C avec un flux de 3°C/min. Les températured’idgcteur et du détecteur ont été
programmeés a 230°C et 280°C, respectivement. Lihéktait le gaz vecteur avec un débit de

1.0 ml/min, le volume de l'injection a été del2

55



11.3.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée spectre de masse (CG-SM)

L’analyse par CG-SM a été réalisée par un appdeeitype Hewlett-Packard 5973-
6890 avec un mode EI (70 eV) équipé par un injecselit/splitless (220 °C), avec un ratio
1/10, muni de deux colonnes capillaires: une apkaigel de silice fondu HP-5 MS (30 m x
0.25 mm, épaisseur du film: 0.28m); l'autre polaire HP-Innowax (30 m x 0.25 mm,
épaisseur du film: 0.50m).

La programmation de la température de la colonRe&HMS a été réglée a partir de
60 °C pendant 5 min jusqu’a 280 °C avec un déb# &&/min; pour la colonne HP-Innowax
de 60 °C a 260 °C avec un débit de 3 °C/min. Liinélétait le gaz vecteur avec un débit de

1.0 ml/min; le volume de l'injection a été de2.

Les indices de rétentions de tous les composéshdédes essentielles ont été
déterminés en utilisant une série d’'alcanes@g) et calculés selon I'équation proposée par
Van den Dool et Kratz (1963), puis compares avex ceAdams (2001) et Davies (1990).

L’identification des composés des huiles essertial été basée sur la comparaison de
leurs spectres de masse avec ceux de la base d@vitede Library et ceux de Massada
(1976).

II.4 Méthodes chromatographiques préparatives

[1.4.1. Chromatographie liquide basse pression (vazim liquid chromatography, VLC)

Citée la premiere fois par Coll ak (1977), la chromatographie liquide basse pression
est un mode chromatographique simple rapide ataeffi; elle a été utilisée pour la séparation
de produits naturels.

Le premier fractionnement des extraits bruts aeffectué dans un entonnoir au fond
du quel se trouve un filtre en verre fritté de [®itdd 4, ou nous avons déposé la phase
stationnaire, gel de silice HOpour chromatographie sur couche mince, dimensies d
granules 70-230 mesh (Merck, Art. 7736), puis @agss# application du vide vue la petite
dimension des granules. Ensuite nous avons intrddsi échantillons délicatement a la

surface sous forme de mélanges secs avec la phtisasaire (2.5 a 3 fois leur poids).
La polarité de la phase mobile utilisé a été gdedrent croissante, néanmoins le

choix de cette derniére a été déterminé au preéakl@c une CCM (Coll et Bowden, 1986;
Targett etl., 1979).
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11.4.2. Chromatographie sur colonne (CC)

Les fractionnements des extraits étudiés ont édisés par chromatographie sur
colonne ouverte en utilisant différentes phasetsostaaires, qui ont été adaptés a la quantité
et a la nature des échantillons a séparer:

» Gel de silice 60, ASTM (SDS 9385), dimension deangles 40-63um (230-400
mesh)

» Seéphadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals), dimandés granules: 25-1G0n. I
doit étre laissé pendant 24 h avec le solvant @ méthanol) pour se gonfler.

Les dimensions de chaque colonne (hauteur et die)jnant été choisies en fonction
de la quantité de I'extrait a disposition. Les éyses d’élution utilisés ont été composeés de
différents gradients avec des proportions déterasiradl préalable sur couche mince avant la
séparation. Les échantillons ont été introduitsgotme solide en les mélangeant avec de 2.5

a 3 fois leur poids avec une quantité de la phiad®snaire.

I1.4.3. Chromatographie en phase liquide a haute péormance (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC)

Un systeme HPLC Jasco analytique/semi-préparatifpéqd’'une pompe Jasco PU-
980 et d’'un détecteur RI-930 Jasco (refractivexpdescté utilise.
La séparation a été réalisée sur une colonne Kib@a8 semi-préparative (10m, 250 mm
x 10 mm). Nous avons utilisé un injecteur manuetygpe Rhéodyne 7725i (Rohnhert Park),
muni d’'une boucle dinjection de 500l. Un systeme d’élution MeOH: J@ a des
proportions variables selon I'échantillon, avec débit de 1.7 ml/min a été utilisé. La
concentration des échantillons était de 7 mg/mls Lfeactions ont été collectées
manuellement.

Les solvants utilisés ont été de qualité HPLC &dtr(0,45um) et dégazés avec

I'hélium.
II.5 Méthodes spectroscopiques

[1.5.1 Spectre infra-rouge (IR)

Les spectres infra-rouges des composBs été mesurés par un appareil de type
Perkin-Elmer FT-IR Spectrometer Paragon 500. Pela, cine quantité de chaque échantillon
a été diluée avec le MeOH et appliqué sur cristaak. Le balayage des nombres d’onde a
été fait entre 4000 et 625 €m
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11.5.2 Spectre ultraviolet (UV-Vis)

Les spectres UV-Vis des composeés isolés ont éténgeen solution méthanolique a
'aide d’'un spectrophotometre UV-Vis de type ShimadJV-160 A, selon les consignes de
Mabry etal. (1970); Markham, (1981); Mears et Mabry, (1972).

Les résultats obtenus sont présentés sous la fapmelog €), oUAmax représente les
longueurs d’'onde des maxima en rarest I'absorbance molaire a ces longueurs d'orale, |
couche de solution traversds st exprimée en centimetres et la concentratiper( moles

par litre dans la formule suivante (loi de Beer-lbemt):

A=¢.cb

Les réactifs de déplacement d’apres Mabryakt(1970) ont été utilisés pour la

confirmation partielle de la structure des flavatesipar spectrophotométrie UV.

Les réactifs suivants ont été ajoutés :

* NaOMe (base forte)
Ajouter 3 gouttes d’'une solution de NaOMe (2.5 gsddium métallique dans 100 ml
de MeOH) a la solution méthanolique du flavonoi@e. réactif déprotone tous les groupes

hydroxyles phénoliques.

* NaOAc (base faible)
Ajouter une quantité de NaOAc anhydre a la solutiséthanolique de flavonoide
jusqu'a la formation d'un précipité de 2 mm. Cectiéane déprotone que les groupes

hydroxyles les plus acides (OH-4' et OH-7).

* NaOAcC + H3BO3
Ajouter une quantité d'acide borique jusqu'a larfation d’'un précipité de 1 mm a la

solution méthanolique de flavonoide additionnédNd©®Ac. Ce réactif entraine la formation
de complexes avec les groupetho-dihydroxyles.
* AlCI 5

Ajouter 6 gouttes d’'une solution méthanolique d’BI6 % a la solution méthanolique

du flavonoide. Ce réactif entraine la formation amnplexes acido-résistants entre les
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hydroxyles et les fonctions cétones voisines, stabenplexes acido-labiles avec les groupes

ortho-dihydroxyles.

* AICI 5/HCI

Ajouter 3 gouttes d’ HCI solution aqueuse (50% \dvla solution méthanolique de
flavonoide additionnée d’AlGl Ce réactif entraine la formation de complexesrdwyt
cétoniques et la destruction des complexes achiteta

11.5.3 Spectre de résonance magnétique nucléaire [RN)

La résonance magnétique nucléaire ou RMN est wimigue utilisée pour I'analyse
des structures de nombreuses molécules chimiquéle. dert principalement a la
détermination structurale des composés organiduess.principaux noyaux étudiés sont le
proton’H, le carboné®C, le phosphord'P et I'azote"N.

Cette méthode repose essentiellement sur le phémode magnétisme. En effet, les
noyaux de certains atome$( °C) possédent un moment magnétique nucléaire, &'dse
gu’ils se comportent comme des aimants microsc@giqgcaractériseés par une grandeur
guantique appelée «le spin» (Laszlo et Stang, 1972)

La technigue de RMN étudie le comportement desurogtomiques en présence d'un champ
magneétique externe. Le champ magnétique appliguéenduits entraine un dédoublement
des niveaux d'énergie du spin nucléaire, de sortexguisse induire des transitions entre eux,

suite a l'absorption d'une radiation électromagpuétiadéquate.

Les échantillons ont été dissous dans les sohauitants : le chloroforme deutéré
CDCl; (7.24 ppm pourH-NMR et 77.0 ppm poul’C-NMR) et le méthanol deutéré @DD
(3.31 ppm poutH-NMR et 49.5 ppm poul’C-NMR), le tube contenant I'échantillon a était
soumis au champ magnétique permettant I'obtentiea spectres utiles a I'élucidation

structurale.

Les valeurs des déplacements chimiqugssont exprimées en ppm par rapport au
signal du tétraméthylsilane (TMS), celles des cmiss de couplages)(sont exprimées en
Hertz (Hz).

Les spectres RMN ont été mesurés sur deux appdhaiiest de type Bruker AC 200
(200.13 MHz pourH-NMR et 50.3 MHz pour*C-NMR et I'autre est de type Bruker DRX
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400 (399.95 MHz pour'H-NMR, contenant une sonde multi-nucléaire (5 mrgs
programmes de séquences impulsionnelles fourniesepméme fabriquant ont permis de
réaliser les expériences bidimensionnelles COSY, BAM HSQC et NOESY. La
caractérisation de la multiplicité des signdd®-NMR (expériences DEPT) a été effectuée
sous des angle® de 90° (signaux CH positifs) et 135° (signaux QHCeél; positifs, CH
négatifs).

[1.5.3.1. RMN monodimensionnelle (RMN — 1D)

a) RMN proton (*H) et RMN carbone (°C)

Ces spectres sont des méthodes puissantes utiladeda détermination structurale
des composeés organiques inconnus. lls fournissemtothbreuses informations. Le spectre
RMN du proton fournit des informations telles gae difféerents types d’hydrogenes présents
dans la molécule analysée, les différents typegdidgenes présents dans l'environnement
électronique et le déplacement chimique caraciguistde chaque proton.

Le spectreRMN du carbone permet de mettre en évidence tamisdebones de la
molécule. Chaque atome de carbone qui est danswiroenement unique provogue une
créte distincte sur un spectre. L'analyse se baskes déplacements chimiques observés en

fonction de I'environnement de chacun des atomesid®ne

b) Expérience DEPT 135°

Cette expérience permet la mise en évidence dekormes primaires (CH)
secondaires (C}), tertiaires (CH). Les carbones quaternaires meg pas détectés avec le
DEPT.

[1.5.3.2. RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)
Les expériences de RMN-2D reposent sur une suocedsitrois intervalles de temps,
le temps de préparation, le temps d'évolution eeneps de détection. Dans certaines autres

expériences, il peut s’ajouter une autre périodamala détection, c’est le temps de mixage.

a) Corrélations homonucléaires
» COSY (COrrelation Spectroscof) (*H-'H): cette expérience fournit des

informations sur les couplages homonuclédidesntre les protons voisins.
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» NOESY (NuclearOverhauseEffect Spectroscoly) (*H—'H) : cette technique permet
d’observer, dans l'espace, les corrélations entatops (effets Overhauser) d’'une méme

molécule.
b) Corrélations hétéronucléaires

» HMBC (HeteronucleaM ultiple Bond Correlation) ¢J w.c, °J w.c): cette technique
permet la détection des couplages longue distadge, 33i.c, et permet de déduire les
carbones quaternaires couplés aux protons voisins.

» HSQC (HeteronuclearSingle Quantum Coherence) '0.c): cette technique permet
d'observer les couplages chimiques entre les casbehles protons directement liés entre
eux. Toutefois, elle ne permet pas d'observer Eggdadements chimiques des atomes de

carbones quaternaires.

[1.5.4. Spectre de masse (SM)

Les spectres de masse des produits purs isolétébtenus en modes d’ionisation
par impacte électronique (ESI). L'appareillageisdila été:

» Un spectrometre de masse a haute résolution duPtgrieptive Biosystems Voyager-
DE time of flight (Université de Notre Dame, Démantent de Chimie et Biochimie, Notre
Dame, Indiana, USA).

> Un spectrométre de masse a haute résolution duTtypeno LTQ Orbitrap (FT-M9Y
(Université de Florence, Italie).

» Un spectrometre de masse a basse résolution Hé&aektard 6890 (70 eV).

11.5.5. Pouvoir rotatoire [a] EO

Le pouvoir rotatoire des composés présentant yslumieurs carbones asymetriques a
éte déterminé au moyen d’un polarimetre de typ&iRr€iimer 341, avec une solution MeOH
ou CHCI; (g/100 ml).

La mesure a été réalisée dans une cuve de 10 twnglesur, a température ambiante,
en utilisant la raie D du sodium (589 nm) commersedumineuse. La valeur de]p,

exprimée en degré, a été calculée au moyen dentaufe suivante:
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[a] 2D0: ax1000
1xc

Avec : a : angle de rotation en degrés lu sur le polarieetr
c : concentration de la solution mesurée en g/l.
| : longueur de la cuve de mesure en dm.
Les concentrations se rapportant aux mesures pmaigques sont exprimées par

convention en g/100 ml.

Il. 6. Méthodes biologiques

11.6.1. Activité antimicrobienne

Dans le but d’investiguer I'activité antimicrobiendes sesquiterpenes lactones isolées
a des quantités suffisantes @e pullata ainsi que celles des huiles essentielles des deux
plantes, la méthode de microdilution modifiée @ étilisée (Daouk eal., 1995; Hanel et
Raether, 1988).

Les sesquiterpéne lactones @egriesebachiissp.griesebachiiont été déja étudiées
pour leur activité antimicrobienne dans des travatérieurs (Karioti eal., 2002; Saroglou
etal., 2005; Skaltsa etl., 2000a; id. 2000b).

Les flavonoides n’ont pas fait I'objet d’étudesimmtrobiennes car ils ne possedent

pas une activité importante (Konstantinopouloalt2003; Panagouleasat, 2003).

Les microorganismes utilisés ont été obtenus duolzbire de Mycologie,
Département de Physiologie végétale, Institut deberches biologiques "SiniSa Stankta
Belgrade, Serbie.

Les souches bactériennes suivantes ont été usilisée
Bacillus subtilis (ATCC 10907), Micrococcus flavus(ATCC 10240), Staphylococcus
epidermidisATCC 12228) (Gram-positifs).

Pseudomonas tolaasi{isolé dAgaricus bisporus Escherichia coli (ATCC 35210),
Salmonella enteritidigATCC 13076) (Gram-négatifs).

Les champignons suivants ont été utilisés :

Alternaria alternata(DSM 2006), Aspergillus flavugATCC 9643),A. niger (ATCC 6275),
A. ochraceugATCC 12066),Fusarium tricinctum(CBS 514478)Penicillium funiculosum
(ATCC 36839)P. ochrochlorofATCC 9112),Trichoderma viridgIAM 5061).
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Les microorganismes testés ont été conservés damiieu d’agar de Muller-Hinton (MH
agar)et stockées a ®4C, puis réensemenceés une fois par mois (BootH,)1&n suite, ils ont
été lavés de la surface des boites en utilisamiélange d’'une solution saline stérile 0.85% et
de Tween 80 0.1% (v/v) (Yamadaadt, 1993).

L’inoculum obtenu a été ajusté avec la méme saluBaline stérile jusqu'a une
concentration approximative de 1.0 x >1@nicroorganisme/ml. Les inocula ont été
réensemencés dans le milieu d’agar de Muller-Hipiour vérifier leurs validités (absence des
contaminations) (Hanson et Stevens, 1992).

Dans le but de réactiver les souches bactériemsésess, elles ont éte transférées dans
le milieu LB (Luria Broth) pendant 24 h pour se e@pper a 37 ° C.

Les champignons utilisés ont été réactivés damsilieu Malt extract Broth pendant 36 h

pour se développer a 28 ° C.

Les échantillons investigués ont été dissous danBMSO (1.0 mg/ml). De cette
concentration, on utilise pour la dilution initiadkepl. On ajoute 85ul du milieu de culture
plus 10pl d’inoculum (1.0 x 18 celulles/ml).

Nous avons réalisé une série de dilutions a pautipuits initial en utilisant chaque foisub
du contenu précédant dans le puits suivant, quieoaiit déja 8%l du milieu de culture plus
10 pl d’inoculum.

Les microplaques (plague de 96 puits) ont été iéeslpendant 48 h a<3C pour les
bactéries et 72 h a 2& pour les champignons.

DMSO a été utilisé comme un contréle négatif, algue streptomycine (0.fl/ml) et le
fongicide commercial miconazole (&ml) ont été utilisés comme controles positifsu$des
tests ont été réalis@s triplicata. L’antibiotique ampicilline et le fongicide bifonalsoont été

utilisés comme controles positifs.

La concentration minimale qui a inhibé le développat des microorganismes
(visible au microscope binoculaire) a été définmmme CMI (Concentration Minimale
Inhibitrice) cette valeur caractérise l'effet baicgtatique des substances testées. Les
concentrations minimales bactéricidéaMB (Concentration Minimale Bactéricide) et
fongicides CMF ont été définies comme les pluslésiltoncentrations détruisant 99.9% de

inoculum (effet bactéricide des substances testée
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[1.6.2. Activité cytotoxique/cytostatique

Nous avons investigé l'activité cytotoxique desgséerpenes lactones isolées @e
pullata, en utilisant le Test sulfornodamine B (SRB). Ce@C. grisebachiissp.grisebachii
ont fait 'objet d’études antérieures (Kariotiat, 2002; Saraglou etl., 2005).

Il s’agit d'une méthode basée sur la coloration @estéines cellulaires par la
sulforhodamine B (SRB) (Skehanadt, 1990).
Les lignées de cellules cancéreuses utiliséeslesrduivantes : DLD1 (coloréctales), SF268
(glioblastomescancer du systéme nerveux central), MCF7 (mamn)aird$460
(pulmonaires) et OVCAR3 (adénocarcinome ovarieBfles ont été obtenues de I'Institut
National de Cancérologie, NIH (Bethesda, USA).

Au début de chaque expérience la viabilité deslleslla été contrdlée en utilisant la
coloration d’exclusion par « le bleu de trypan >t parmet la différenciation des cellules
viables (incolores) et non viables (colorées erulpléors du dénombrement cellulaire la
viabilité doit dépasse35%.

Les tests ont été réalisés en triplicat, les rawutint été analysés statistiquement par le
testt de student, en utilisant le logici&8PSS pour Windows (Version11.0.0, SPSS Inc.,

USA), la différence a été considérée significatjuandp < 0.05.

Les cellules cancéreuses ont été déposées dansg d®@nilieua une concentration de
5000 cellules/puits dans des plaques de cultufeufs.
Les plaques ont été incubé®$ h pour permettre aux cellules de reprendre la oSS
avant I'addition des composés a tester.
A fin de déterminer I'activité des substanded( elles ont été dissoutes dans le DMSO et

préparés en 10 dilutions (de 100 a Qu®l) ajoutés aux cellules puis incubées durant 48 h.

5-FU (Fluorouracil)a été utilisé comme controle positif CV<15%; c’astanalogue
de pyrimidine, il est transformé a lintérieur da ctellule en différents métabolites
cytotoxiques, qui sont alors incorporés a I'ADN'&RN, induisant I'arrét de la synthese de
I'ADN. Il est un médicament spécifique.

Les cellules ont été fixées avec I'acide trichlorage#i (TCA) pendant 1 h a 4°C.

Apres rincage a l'eau, les protéines cellulairest smlorées par une solution de SRB (100
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ul/puits) diluée dans l'acide acétique 1%. L’'absodm a été mesurée a 490 nm dans un
appareil de typ&L-311 BIOTEK (microelisa reader; BioTek, Winoos¥iT, USA)

Les parametres suivants ont été détermingg, GG, LCso (Maswadeh eal., 2000).
» Glsp: la concentration 092—18 x100=150; elle mesure le pouvoir inhibiteur du

développement des composés testés.

» TGI : la concentration des composés testés-l—-éa;9 x100=0; elle mesure I'effet

C-T0

cytostatiqgue des composés.

. . . T.
» LCso: | aconcentration des composes testés.—ea— x100= -50.

T-T0
» T :ladensité optique des puits, apres une péritgdsition aux composeés testés de
48 h.
> Ty estla densité optique des populations cellegaau temps 0 (lors de I'ajout du
COMpose).
» C :ladensité optique des puits de controle, ocddisiles ont été incubées durant 48h,

et représente I'activité cytotoxique des composés.
[I.7. Prédiction des propriétés pharmacologiques

[1.7.1. Introduction

Les composés naturels d’origine végétale ou anirpatestituent traditionnellement
une source majeure dans la découverte de médicaniBmmtdseil etal., 2001 ; Lee et
Schneider, 2001), alors que selkennedy (1997) et Prentis &t (1998) plus de 50% de ces
substances promises pour l'industrie pharmaceutsprg rejetées a cause de leur profil
pharmacocinétique insuffisant et leur grande té&idgrigure 10).

En 1972 une étude approfondie menée par Hansclerpadsla relation qui existe
entre les structures et les propriétés pharmacigiues des substances naturelles, ceci en

rassemblant de la littérature une base de donnédsuss activitésn vivo.

De nos jours, il est intéressant d’appliquer s aemposés des méthodes de criblage
virtuelles (cible-ligand), qui sont de nouvelleshriques bien établies pour l'identification

des nouvelles substances-conductrices (lead-condgd(@reen, 2003 ; Waltersalt, 1998).
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Figure 1C. Efficacité des substances actives en industrienpdgeutique
(Kennedy, 1997)

Sachant que les propriétés clefs pour la découdedenédicaments sont I'absorption,
la distribution, le métabolisme et I'excrétion (AMRY ces derniéres doivent étre préciser et
optimiser. Il est nécessaire de filtrer ces paragsgbar un criblage virtuel, pour pouvoir les
optimiser (Lipinski e@al., 1997).

Récemment, dans le domaine de la computationffl@sseétablis ont été réalisés dans
le but d’obtenir des modéeles, qui décrivent et préwt le comportement pharmacocinétique
d’'un composé (Ekins eil., 2000; Van De Waterbeemdadt, 1996).

Dans la littérature la méthode computationnellplies utilisée est la méthode Volsurf
(Crivori etal., 2000 ; Cruciani eal., 2000a, id 2000b ; Hu, 2006 ; Koukoulitsaakt 2005 ;
Menezes edl., 2003)

I1.7.2. Méthode Volsurf

Volsurf est une méthode computationnelle, qui ad&signée spécifiquement pour
produire des descripteurs relatifs aux propriétéarmacocinétiques des substances étudiées
(Cruciani etal., 2000a).

Nous avons commenceé par un créer fichier de l& ckrtla molécule (en 3D), dans la
procédure standard GRID (interactions de champgjod®rd, 1985) Kigure 11). Ces
descripteurs ont été calculés autour de la molécule

La molécule est mise ensuite théoriquement a timté d’'une sonde (sous forme de
cube). On calcule I'énergie totale entre les atoaeda molécule et du probe choisi [eau
(OH2)/ hydrophobique (DRY) / H-liaison carbonyleja point précis par ses coordinations

XY, Z.
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Figure 11.Méthode de calcule I'énergie totale

Le principe de base de Volsurf est la compresseladyrille d'informations présentes
en 3D, en quelques descripteurs numériques en @iBsont plus simple a comprendre et a
interpréter. Les descripteurs moléculaires obteseigéférent aux tailles et formes de la

molécule.

Les modéles ADME inclus dans le logiciel Volsurégisent :
> les absorptions des cellules Caco-2 (ligné de lesllépithéliales obtenues d’'un cancer
colorectal) (Cruciani edl., 2000a).
> liaison protéinique (Cruciani at., 2000b).
> la perméabilité barriere-sang-cerveau (Barriere &térrncéphale ou BHE) (Crivori
etal., 2000).
> la solubilité de la substance dans I'eau (Crucéhal., 2003).
la solubilité de la substance dans le DMSO.
la stabilité métabolique (Crivori at., 2004).
hERG (human Ether-a-go-go Related Gene) inhibition.
volume de distribution des hERG (Koukoukitsalket 2005).

La méthode s’applique aux molécules des diversesermhions, petites, moyennes et

grandes, ainsi qu’aux polyméres: ADN, peptidesretdines.
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a) Base de données
La base de données a été constituée de 10 sepquidactones isolées Ge pullata
celles isolées d€. griesebachissp.griesebachiin’ont pas fait I'objet d’étude car elles ont

déja fait partie d’'une étude antérieure (Koukoalie$al., 2005).

b) Génération de la structure en 3D

Les structures ont été générées en utilisant uitiébgde modelage moléculaire
SYBYL (Sybyl Molecular Modeling System, version {.8ui fonctionne dans un poste de
travail Linux sur un systeme d’opération Fedoraurseenergies ont été optimisées en utilisant
la méthode Powell avec critére de convergence fqanles forces du fichier Tripos (Vinter
etal., 1987)

c) Méthode computationnelle
La perméabilité des cellules Caco-2, I'affinité ptea-protéines, la perméabilité BHE,
ainsi que la solubilité thermodynamique des compdasé@diés ont été prédit en utilisant

Volsurf version 4 \ww.moldiscovery.com Nous avons utilisé les sondes (sous formes de

cubes) suivantes: eau {B), hydrophobique (DRY) et H-liaison carbonyle (@)fin de
générer I'énergie de l'interaction en 3D dans yvaes grille de 0.5 A.

Le systéme graphique moléculaire Gviemn{v.moldiscovery.coma été utilisé pour

visualiser la projection de la molécule étudiéesdas difféerents modeles.

11.8. Recherche ethnobotanique

Lors de notre recherche ethnobotanique surisation deC. pullata(Tableau 10 et
deC. grisebachiissp.grisebachii(Tableau 1) en médecine traditionnelle, nous avons dressé

les questionnaires suivants (Cheritakt 1995) :

Tableau 10: Utilisation deC. pullataen médecine traditionnelle

Questinonnaire N°.......

Nom vernaculaire de la plante (Arabe, Francais oudxbére): ..............................
Partie de la plante utilisée

[1 Feuille[] Fleur O [J Graine [1 Tige [0 Racind]l Partid] Plante
Fruit aérienne entiere

Nous vous remercions pour votre collaboration

68



Tableau 11 C. grisebachiissp.grisebachiien médecine traditionnelle

Epotyportoroyro N°.......

Tomuki OVORAGIN TOV QUTOV: ...,
Mépog Tov GUTOV TTOL YPCLUOTOLEITAN !

[0 o [0 Avon [ Kapnog [ Zaéppara [ Braotog [ Pica [ Yrgpyso [ Yroyew
TUAWO GLTOD  TUN U
PLTOV

TPOmOC YPNONG & v,

AVETIOOPUNTES EVEPYELES vt v it iie e ae e aaas
20G ELYOPLOTOVLE TTOAD Y10 TO ¥POVO KO TN GLVEPYUCIN GO

Nous avons choisi la période de floraison des qéamtes avril et mai respectivement
pour la réalisation du questionnaire, les plantés2teé présentées fraiches lors des interviews.

Les questions ont été posées aux personnes damsyptusites :

» PourC. pullatanous avons choisi trois sites il s’agit des wikgaivantes : Alger,

Blida et Boumerdes.
» PourC. grisebachiissp.grisebachiinous avons choisi un seul site : le village Karya
(Mont Olympe).

Sachant que souvent les connaissances traditiesnelés vertus des plantes sont
exclusivement réservées aux personnes agées etpaltisulierement aux femmes qui

détiennent un savoir important, nous avons chaigtalisation d’entretiens directs :

» PourC. pullatanous avons interrogé 52 personnes (dont 12 honetné8 femmes)
appartenant a une tranche d’age entre 45 et 90cartajns d’entre eux exercent le métier

herboriste.

» Pour C. grisebachiissp. grisebachii nous avons interrogé 13 personnes (dont 3

hommes et 10 femmes) appartenant a une tranche eréige 35 et 50 ans.
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lll. RESULTATS ET DISCUSSIONS

70



lll. RESULTATS ET DISCUSSIONS

[1l.1. Résultats phytochimiques

a) Sesquiterpenes lactones isolées @epullata
Plusieurs sesquiterpénes lactones ont été isoléssconstantes de couplagédset les

déplacements chimiquéssont présentés en Hz et ppm respéctivement.

Composé 1 : 1%, 13-dihydrosaloniténolide.

Le composd se présentait sous forme d’huile incolore solulales le chloroforme.

w13

‘\\\\\\\

[a]’+ 16.00° (CHGJ; ¢ 0.25).

IR (CaR): vmax = 3372 (OH), 1758 (C=Oy-lactone, ester), 1660 et 164t * (doubles
liaisons).

EI-MS (70eV): m/z 266 (GH2:04).

L’analyse du spectrH-RMN (Figure 12) nous a permis de constater qu'il s’agit d’un

gérmacranolide portant deux doubles liaisaHs” etA * (Bently etal., 1970).

Au niveau du méme spectre, nous avons constatéelale dans la région du bas
champ des signaux correspondants aux protons igkééis d’'un groupe exométhyléne typique
de I'anneaw-méthyleney-lactone. Ces signaux sont remplacés par un samailé & 1.42
(J=6.7) caractéristique du groupeméthyley-lactone (H-13).

Les valeurs de déplacements et les constantesugéages Tableau 12) ainsi que les
spectres de corrélations a deux dimensions: honkegite (COSY, Figure 13 et
hétéronucléaires (HSQEjgure 14 et HMBC, Figure 15, nous ont permis d’enregistrer la

position de tous les protons.
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> Le proton H-1 apparait comme un doublet dédouldlé& ®4 (0= 5.1, 11.7) déblindé a
cause de la présence de la double liaisBH’ et élargi a cause de sa conjugaison avec ses
protons voisins.

Dans la méme région, nous avons distingué :

» Un doublet dédoublé a 4.85 J = 9.0, 9.8) qui a été attribué au proton H-6. Les
grandes constantes de couplage nous indiqguenequetbn H-6 et ses protons voisins H-5 et
H-7 ont une position entre ewsans-diaxiale. De plus, les constantes de couplagees datr
protons H-7 et H-8 indiquent qu’ils tiennent unesifion entre euxransdiaxiale. Sachant
gue le proton H-7 tient uneconformation pour des raisons biosynthétiques @Rap efal.,

1967) par consegent, ses protons voisins H-6 etddh&nt tenir ung-conformation.

» Un doublet & 4.70 0 = 9.8) attribué au proton H-5, qui se conjugue a@t proton

voisin H-6.

Selon le spectre COSY, dans la région ou appardis¢ss protons voisins a une fonction
oxygénee, nous avons distingué :

» Deux doublets élargis correspondants aux protomsnggix H-15a et H-15b &4.25
(J=13.7) et @ 4.02 0= 13.7), respectivement.

» Un triplet dédoublé @ 3.92 (= 2.4, 10.9) attribué au proton H-8, qui se congig
avec les protons H-9b et H-7. Ceci a été confirardg@spectre COSY.

Selon le méme spectre dans la région des hautspshamus avons observé les signaux
suivants :

» Un quadruplet dédoubléd 6 2.74 (0= 6.7, 10.9) attribué au proton H-11 qui se
conjugue avec le doublet des protons H-13.

» Un doublet de doublets de doublets dédoubl&2.88 (= 4.7, 5.1, 12.1, 12.5) attribué
au proton H-2b, suggérant sa conjugaison aveatasns H-1, H-3b, H-3a et son géminal H-
2a.

» Un doublet de doublets dédoublég a.50 (= 2.3, 7.8, 12.5) a été attribué au proton
H-3a, qui se conjugue avec son géminal H-3b gtrietons de la position C-2 .

> Un triplet ao 2.37 (= 12.5) attribué au proton H-9b, qui se conjuguecae proton
H-8 et son géminal H-9a.
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> Un singulet intégrant pour 3 protons détectésla37 correspondant au méthyle de la
position C-14 placé sur le C-10 (HMBC). Cette valalu déplacement chimique est
indicative du groupe des gérmacranolides sans ehafi@rale a I'hydroxyle en position C-8.

Le reste des protons apparaissaient dans la m&ios $ous forme de multiplets.

Tableau 12: Valeurs dedH-RMN (400 MHz; CDC}) du composé

d (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
4.94 1 dd(J=5.1, 11.7) H-1
2.25-2.15 1 m H-2a
2.08 1 dddd(J= 4.7, 5.1, 12.1, 12.5) H-2b
2.50 1 ddd(J= 2.3, 7.8, 12.5) H-3a
4.70 1 d (3= 9.8) H-5
4.85 1 dd (3= 9.0, 9.8) H-6
1.86-1.97 2 m H-7, H-3b
2.74 1 qd (J= 6.7, 10.9) H-11
3.92 1 td (J= 2.4, 10.9) H-8
2.57-2.51 1 m H-9a
2.37 1 t (J= 12.5) H-9b
1.42 3 d(J=6.7) H-13
1.37 3 S H-14
4.25 1 d (I= 13.7) H-15a
4.02 1 d (J=13.7) H-15b

Figure 12: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé.
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Tableau 13 Valeurs de$°C-RMN du composé*

o (ppm) Types de carbones| Positior
128.6 CH C-1
26.1 CH C-2
34.7 CH C-3
141.9 C C-4
129.2 CH C-5
75.3 CH C-6
59.5 CH C-7
72.2 CH C-8
52.5 CH C-9
133.5 C C-10
40.5 CH C-11
178.8 C C-12
17.2 CH C-13
16.7 CH C-14
61.5 CH C-15

* Assignements faits a I'aide de HSQC et HMBC

Les déplacements des carbones déduits par lesrepatEQC et HMBC sont en

accord avec les valeurs décrites dans la littézgtdarco etl.,

1992).

” o = L=
a ......... — n
: = C-2 G -
: o - : C-3 [ -
@m _______ FE C—1-1@Q-- S
By - | e B
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. 2% HBHTf . . n
J-- 'H-8/H-0b! & . L ISURRR I TN YUV T — - g
= A0 0 i : s
H-15¢/H-15¢ . & oo X
|:| % T H-5/H:6 - - HA/MH-2b s 8 | @C5 B
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Figure 13 Spectre COSY (400
composél

MHz, CD£Idu

Figure 14: Spectre HSQC (400 MHz,

CDCl3) du composéd

Selon le spectre HMBQ~{gure 15) nous avons noté les signaux de corrélations entre
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> le méthyle de la téte GHL4 (1.37) avec les carbones : C-10 (133.5), C28.@) et C-

9 (52.5).

> le méthyle éxocyclique CHL3 (1.42) avec les carbones : C-11 (40.5), C-75(56t

C-12 (178.8).

> le proton H-7 (1.94) avec les carbones : C-8 (7&tZ)-5 (129.2).
> les protons géminaux 15a,b (4.25 et 4.02) aveq 44.9).

n..dan :E
o
. =
-1 o =

L

-1

. -] - -
4 8 : i B
-]

=

: s m T T
& H15abic4 [ @

7 6 5 4 3 F2[ppm]

Figure 15.Spectre HMBC (400 MHz, CDg)l
du composd
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Par comparaison des résultats de 1D & 2D-RMN aee& de la littérature (Marco et

al., 1992) la structure suivante a été attribuée éomposeé:

Composé 1

Il s’agit du 133, 13-dihydrosaloniténolide, un gérmacranolide déoour la premiére
fois comme dérivé de réduction de cnicine avec NgBirrero etal., 1988). Comme produit
naturel, il a été isolé pour la premiére foisQlecalcitrapa(Marco etal., 1992), par la suite le
composeél a été isolé des espéces suivantes du geaendaurea C. achaia(Skaltsa etl.,
2000a),C. alba(Fernandez eal., 1995),C. maroccanaBarrero etal., 2000),C. nicaensis
(Medjroubi etal., 2003).

Chez la méme famille, ce composé a été égalemeanié¢ ishez: Onopordon

sibthorpianunetO. laconicum(Lazari etal., 1998).
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Composé 2 : 18, 13-dihydrocnicine
Le compos® se présentait sous forme d’huile incolore solulales le chloroforme.

[a]2’ +10.0° (MeOHE 0.10).
IR (CaR): vmax= 3372 (OH), 1776 (C=C:lactone), 1638 cih(C=0, chaine latérale).
EI-MS (70eV): m/z 380 (gH2507).

Au spectre’H-RMN (Tableau 14, nous avons constaté la présence d’'un anneau
gérmacrane portant deux doubles liaisaH&” etA* (Bently etal., 1970).

Le squelette central et la conformation du compgbsént identiques avec ceux du
composél:

Dans la région oléfiniqud=-{gure 16), nous avons constaté I'absence des signaux sous
forme de deux doublets caractéristiques du graup®ethyleney-lactone, dans la méme

région, les signaux suivants ont été observes:

» un doublet dédoublé@4.95 (= 7.4, 13.2) attribué au proton H-1.

> un triplet dédoublé a5.22 = 2.8, 9.0) attribué au proton H-8. Malgré que r&EgnN
ne soit pas oléfinique, il se trouve dans cettéorégoarce qu’il est déblindé a cause de la
chaine latérale gu'il porte.

> un triplet a0 5.01 J= 9.4) attribué au proton H-6, un peu superposdeparoton H-1.
Malgré que le proton H-6 ne soit pas oléfiniqueapparait déblindé a cause de sa position
allylique par rapport a la double liaisafi et de son voisinage & une fonction oxygénée.

» un doublet & 4.72 J = 9.3) attribué au proton H-5.

Dans la région ou apparaissent les protons vo&inme fonction oxygénée, nous

avons distingué: deux doublets possédant la mémsaitte de couplagd<14.0) & 4.27 et

0 4.07 et attribués aux protons géminaux H-15a-&bbl respectivement.

77



Dans la région du haut champ nous avons constgiéesence d’'un doubletal.35
(J=7.0) attribué au proton H-13 et d’'un singuletibtté au CH-14, qui résonne &1.46.

Par comparaison au compdkédes signaux additionnels attribués aux protontade
chaine latérale sont apercus:
» Dans la région oléfinique, les protons géminaux'aled H-5'b comme deux singulets
a0 6.32 et6.03, respectivement.

» Dans la région ou apparaissent les protons voésinge fonction oxygénée, un doublet
dédoublé a 4.58 (= 3.5, 6.2) attribué au proton H-3' et deux dowbtitdoublés a3.83 (=
6.6, 10.9) et & 3.59 (= 3.5, 11.3) attribués aux protons géminaux H-4'aHet'b,

respectivement.
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Tableau 14 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCY) du compos@

é (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
4.95 1 dd(J=7.4, 13.2) H-1
2.20-2.10 2 m H-2a, H-2b

2.40-2.60 3 m H-3a, H-9a, H-9b

1.93 1 ddd(J = 6.6, 12.1) H-3b
4.72 1 d (J=9.3) H-5
5.01 1 t(J=9.4) H-6
2.35 1 m H-7
5.22 1 td (J = 2.8, 9.0) H-8
2.55 1 m H-11
1.35 3 d(J=7.0) H-13
1.46 3 S H-14
4.27 1 d(J=14.0) H-15a
4.07 1 d (J = 14.0) H-15b
458 1 dd (J=3.5, 6.2) H-3'
3.83 1 dd (J=3.5, 11.3) H-4'a
3.59 1 dd (J =6.6, 10.9) H-4'b
6.32 1 S H-5'a
6.03 1 S H-5'b

Figure 16; Spectre'H-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé
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Par comparaison des donnédsRMN avec ceux de la littérature (Benayachalet

1992) la structure suivante a été attribuée a pgo0sé :

Composé 2

Il s’agit du 133, 13-dihydrocnicine, un gérmacranolide isolé p@uptemiére fois de
C. pullatapar Benayache ell. (1992) et par la suite ch€z nicaensigBruno et al., 1996;
Medjroubi etal., 2003).
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Composé 3 : 18, 13-dihydro-19 désoxycnicine
Le composa se présentait sous forme d’huile incolore solulales le chloroforme.

[a]2’ +26.79° (MeOHE 0.11).
IR (CaR): vmax= 3380 (OH), 1759 (C=0Of-lactone), 1705 cih(C=0, chaine latérale).
EI-MS (70eV): m/z 364 (gH250s).

L’analyse du spectrtH-RMN (Tableau 19 nous a indiqué la présence d’un anneau
gérmacrane portant deux doubles liaisaH&® etA* (Bently etal., 1970).
Le squelette central et la conformation du comp®ssont identiques avec ceux du
composél:
Dans la région oléfiniqud-iQure 17), nous avons constaté I'absence des signaux
sous forme de deux doublets caractéristiques dupgwméthyleney-lactone, dans la méme

région les protons suivants ont été observés:

» Le proton H-1 comme un doublet dédoubl&494 (0= 5.0, 10.9).

> Le proton H-8, malgré qu’il ne soit pas oléfiniqggemme un triplet dédoublésdb.19
(J= 2.3, 8.6); son déblindage est di a la présentz dwine latérale qu’il porte.

» Le proton H-6 comme un tripletées.00 = 9.8) un peu superposé par le proton H-1.

» Le proton H-5 comme un doublet&.71 (= 10.2).

Dans la région ou apparaissent les protanisins a une fonction oxygénée nous
avons distingué deux doublet® &.26 (= 14.0) ety 4.02 (= 14.0) qui ont été attribués aux
protons géminaux H-15a et H-15b, respectivement.

Dans la région du haut champ, nous avonstanka présence d’'un doublet 4.34
(J= 6.6) qui a été attribué au méthyle £18 et d’'un singulet a 1.46 qui a été attribué au
méthyle CH-14.
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Par comparaison au compdkédes signaux additionnels attribués aux protontade
chaine latérale ont été apercus:
» Les protons géminaux du méthyléne de la chainegalatéH-5'a et H-5'b comme
singulets élargis &6.21 et5.74, respectivement.
> Les protons géminaux H-3'a, H-3'0 2.58 comme doublet dédoubl&=(6.6, 14.5)
> Les protons géminaux H-4'a et H-4'b 8.75 comme doublet dédoubl®&=(5.9, 6.2).

Le reste des protons apparaissaient dans la m&ios $ous forme de multiplets.
L’analyse des spectres hétéro-nucléaires (HSEMure 20 & HMBC, Figure 21),

nous a permis de constater sans ambiguité lesignssiles carbones au specti€é-RMN
(Tableau 16.
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Tableau 15 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé&

o (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
4.94 1 dd (J= 5.0, 10.9) H-1
2.21-2.10 2 m H-2a, H-2b
1.91 1 | ddd(J=6.6, 12.1, 11.7) H-3b
471 1 d (J= 10.2) H-5
5.00 1 t(J=9.8) H-6
2.48-2.36 1 m H-7
5.19 1 td (3= 2.3, 8.6) H-8
2.60-2.50 3 m H-3a, H-9a , H-9b
2.64-2.54 1 m H-11
1.34 3 d (J= 6.6) H-13
1.46 3 S H-14
4.26 1 d (3= 14.0) H-15a
4.02 1 d (J= 14.0) H-15b
2.58 2 dd (J=6.6, 14.5)* H-3'a, H-3'b
3.75 2 dd(J=5.9, 6.2) * H-4'a, H-4b
6.21 1 se H-5'a
5.74 1 se H-5'b

*signaux superposes

Figure 17: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos@.
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Tableau 18 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du compos8.

o (ppm) | Types de carbones Position
129.0 CH C-1
26.1 CH C-2
34.7 CH C-3
143.0 C C-4
129.4 CH C-5
76.2 CH C-6
58.3 CH C-7
73.7 CH C-8
49.0 CH C-9
132.7 C C-10
40.1 CH C-11
178.3 C C-12
17.0 CH C-13
16.6 CH C-14
61.2 CH C-15
166.3 C C-1'
137.4 C C-2'
35.4 CH C-3'
61.5 CH C-4'
127.7 CH C-5'

T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 0 70

(ppm )

T T T T T
60 50 40 30 20

Figure 18 Spectre”*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du compos@&
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Figure 20: Spectre HSQC (200 MHz, CDgIdu  Figure 20a Détail du spectre HSQC (200 MHz,
compose8 CDCl3) du compos@&

Selon le spectre HMBO~{gure X) nous avons noté les signaux de corrélations entre
> le méthyle de la téte GHL4 (1.46) avec les carbones : C-10 (132.7) et(€3D).
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> le méthyle éxocyclique CHL3 (1.34) avec les carbones : C-11 (40.1), C-73(58t
C-12 (178.3).

> les protons géminaux H-15a, H-15b (4.26, 4.02) de®scarbones : C-4 (143.0) et C-5
(129.4).

FE

e ® H-13/C-11g5 o
H-5'a,b/(-3' H-4'g,b/C-3' H-14/C-9®©F

- g

H-13/C-7 | °

H-15a,b/C-5 re

Is C T

. <2, H-14/c-108) e

H-15b/C-4 Fe

1 % [

H-13/C-12 !E@

T 'I T T T L ' T T T T I L T T T 'I T T T T [ T L T
[ 5 4 3 F2 [ppm]

Figure 21 Spectre HMBC (200 MHz, CDg)ldu Figure 21a Corrélations HMBC du
compos&s compos&s

L'interprétation des spectres 1D & 2D-RMN nous anuis d’attribuer au composé la

structure suivante:

Composé 3

Il s’agit du 1), 13-dihydro-19 désoxycnicine, un gérmacranolidg dsolé deC.
pullata par Benayache ai. (1992).
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Composé 4: 8&-O-(4-acétoxy-5-hydroxy-angeloyl)-1#, 13-dihydrocnicine [4-acetoxy-2-
hydroxymethyl-but-2-enoic acid 9-formyl-6-hydroxysa-dimethyl-oxo-dodecahydro-
naphthol [1,2-b]furan-4-yl ester

Le composeél se présentait sous forme huileuse incolore soldnhes le chloroforme.

[a]2’ + 30.64° (MeOHg 0.1180)

MALDI-HR-MS: [M+H] " am/z438.1967, compatible avec la formule moléculair@ante :
Ca2H3009(438.1890).

IR (CaR): vmax= 3600-3300 (OH), 1764 (C=@lactone, ester), 1712 cih(C=0, acétate).

L’analyse des spectres de 1Bidure 22 Tableau 17 & 2D RMN (Figure 23-26
nous a permis de constater qu'il s’agit d'un gémaaalide portant deux doubles liaisaH'®
etA? (Bently etal., 1970).

Le squelette central et la conformation du compésgont identiques a ceux du
composél:

Dans la région oléfinique, nous avons constatésé€abe des signaux sous forme de
deux doublets caractéristiques du groupraéthyleéne-lactone.

Un signal caractéristique pour le type de sesqéte lactones ayant un groupe
meéthyle y-lactone est celui du méthyle GH3, qui apparait dans la région du haut champ
comme un doublet &1.32 g=7.0).

Par conséquence de I'absence de la double lialsowyelique 11-13, le proton H-7
apparait sous forme de multiplet plus blindé (p@port aux lactones sesquiterpénigues ayant
le groupea-méthyléner-lactone) & 2.17. Les positions de ces protons ont été détéesia

partir du spectre COSY ou le systéeme spin H-13/HH1l a été observé.
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Au spectre COSY Higure 23), nous avons détecté les systémes spin suivants
(squelette central): H-1/H-2a,b/H-3a,b (systemen ), H-5/H-6/H-7/H-8/H-9a,b (systéme
spin B), H-7/H-11/H-13 (systeme spin C) et H-15d4/b (systéme spin D).

Dans la région oléfinique, deux protons ont étdtifies ad 4.96 @d, J = 4.5, 11.4,
H-1) et 4.71 ¢, J = 9.8, H-5), correspondants aux carbones oléfasgas 129.3 (C-1) et
128.7 (C-5) (spectres HMBC & HSQC).

De plus, dans la méme région les protons suivaritété observés:

> Le proton H-8 comme un triplet dédoublé 8.28 (0= 4.3, 9.4), déblindé a cause de la
chaine latérale qu'il porte.

» Le proton H-6 comme un tripleté®s.00 J= 11.7) un peu superposeé par les protons H-
4'a & H-4'b.

Dans la région ou apparaissent les protons voinge fonction oxygénée nous avons
distingué :

» Deux doublets a 4.27 (= 14.5) eto 4.05 0= 14.1) qui ont été attribués aux protons
géminaux H-15a et H-15b, respectivement.

Dans la région du haut champ, nous avons ausstatéria présence d'un singuletya
1.46, qui a été attribué au méthyle £H (signal HMBC avec C-10).

Dans le spectre HMBC, nous avons observé les sxgaatne: C-10/H-1, H-9, H-14 & C-
4/H-3, H-5, H-6, H-15.

Les signaux NOE entre GH4/H-8/H-6 nous ont indiqué qu’ils tiennent la n&m
orientation dans la molécule; de plus les inteoastiNOE entre H-7/CH13 indiquent que
ces derniers possedent une orientation opposée.

Par comparaison au compo&g des signaux additionnels attribués aux protondade
chaine latérale ont été apercus:

» Un doublet @ 5.6 J=5.4) attribué aux protons géminaux H-4'a et H-4'b

> Un triplet ad 4.43 (= 13.7) attribué aux protons géminaux H-5'a etl-5'

» Un doublet dédoublé @6.36 0= 5.1, 5.4), attribué aux protons géminaux H-3'H-et
3'b.

Le reste des protons apparaissaient dans la mé&yos igous forme de multiplets.

Dans le spectre HMBO~{gure 25), nous avons observé les signaux entre les protons
H-4'a, H-4'b et les carbones : C-29(431.5), C-3' (& 140.4), ainsi qu'avec le carbonyléa
170.6 appartenant au groupe acétylé 2208).

Au niveau du méme spectre, nous avons observégesux entre les protons H-5'a,
H-5'b (&0 4.43) et les carbones : C-2'4431.5), C-3' (& 140.4).
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Tableau 17 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCY) du composé

0 (ppm) | n°H | Multiplicité, J (Hz) | Position
496 | 1 | dd(@J=45,11.4) H-1

2.24-2.12| 1 m H-2
2.53 1 m H-3a
192 | 1 | Wd@=6.2 12.1) H-3b
4.71 1 d (J= 9.8) H-5
500 | 1 t(J=11.7) H-6
2.17 1 m

H-7

528 | 1 td (3= 4.3, 9.4) H-8

255-241 1 m H-9a
2.57 1 m H-11
132 | 3 d(J=7.0) H-13
1.46 3 S H-14
4.27 1 d (J=14.5) H-15a
4.05 1 d(J=14.1) H-15b
6.36 2 dd(J=5.1, 5.4) H-3'a, H-3'l
5.06 2 d (J=5.4) H-4'a, H-4']
4.43 2 t (J=13.7) H-5'a, H-5'
2.08 3 S CHsCOO

Figure 22 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé.
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Tableau 18 Valeurs des*C-RMN  du composé*

o (ppm) | Types de carbones Position
129.3 CH C-1
26.0 Ch C-2
34.5 Ch C-3
142.9 CH C-4
128.7 CH C-5
75.9 CH C-6
57.9 CH C7
73.6 CH C-8
49.0 Ch C-9
132.6 C C-10
39.8 CH C-11
177.8 C C-12
16.9 Ch C-13
16.5 CH C-14
61.3 CH C-15
164.5 C C-1
131.5 C C-2'
140.4 CH C-3'
62.7 Ch C-4'
62.4 Ch C-5'
170.6 C _©OO0CH;
20.7 CH COOH;

* Assignements $aitl'aide de HSQC et HMBC

2 F1 [ppm]
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Figure 23 Spectre COSY (400 MHz, CDgldu composé
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L’analyse des spectres nous a conduit a la stristwivante:

Composé 4

Il s’agit du &-O-(4-acétoxy-5-hydroxy-angeloyl)-B1 13-dihydrocnicine. Ce
composé n'avait jamais été cité jusqu’a ce joursd@nlittérature. C’'est donc un nouveau
produit naturel (Djeddi &dl., 2007a).
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Composé 5: Mélitensine

Le composé se présentait sous forme de cristaux blancs sotlaris le chloroforme.

[a]2°+32.31° (MeOHg 0.08).
IR (CaR): vmax= 3400 (OH), 3090 (=C-H), 1747 (C=@Jactone, ester), 1640 ¢h{C=C).
EI-MS (70eV): m/z 266 (GH2,04).

Au spectre'H-RMN (Tableau 19 nous avons constaté la présence de deux signaux
singulets élargis typiques pour le squelette dés@holides a5 5.37 et 4.93 valant pour H-

3a et H-3b, respectivement.

Dans la région oléfiniqueF{gure 28) apparaissent les signaux caractéristiques d’'un

groupe vinyliqgue —CH=CH

» Le proton H-1 sous forme de doublet dédoublé &.74 (0= 10.9, 17.6), qui se
conjugue avec ses protons voisins H-@aJ(= 11.0,cis-conjugaison) et H-2b d(J = 17.6,
trans-conjugaison).

> Le proton H-6 apparait comme un tripletéa4.14 = 11.4). Son déplacement
chimique indique la présence d’'une fonction oxygéaé carbone correspondant.

» Le proton H-8 apparait comme un triplet dédouhié3eb5 ( = 3.9, 10.2).

> Le signal du proton H-7 apparait comme un tripketriplet a0 1.73 ¢ = 10.5, 12.1)
qui est une forme typique chez les élémanolidese IEonjugue avec ses voisins H-6 et H-8
ayant deux grandes constantes de couplage; cadjque qu’il se trouve entre deux protons
qui ont la méme conformation dans I'espacansdiaxiale).

» Dans la méme régiodeux doublets caractéristique® a4.05 ( = 13.7) et 3.96] =
13.7) correspondent aux protons géminaux H-15a¥hlHrespectivement.

> Le singulet intense qui integre pour 3 protond £.09 avait été attribué au méthyle de

la téte CH-14 lié au carbone C-10 du squelette.
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L’analyse des spectres des 2D nous a permis démenfqu’il s’agit de mélitensine et
pas de son isomeére (iso-mélitensine), alors iléssdent que la lactonisation est entre les
carbones C-6 et C-12. Par la combinaison des irgtioms des spectres COSFKidure 30) et
HSQC Figure 31), il est évident que le carbone le plus débliegiécelui qui est entre deux
méthines (C-5 & C-7) et pas entre un méthine (€t1)n methylene (C-9).

Les valeurs des constantes de couplages a panrogon H-5 jusqu’au proton H-8 nous
indiquent que les protons H-5/H-6, H-6/H-7, H-7/HeBt unetrans-disposition. Cela a éte
confirmé par le spectre NOESFigure 33) ou les signaux suivants ont été observés:

» CHs-14/H-2a, CH-14/H-3b, CH-14/H-6
H-7/H-5
H-5/H-9a, H-5/H-15b
H-6/H-11, H-6/H-15a
H-11/H-13

YV V V VY
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Tableau 19 Valeurs'H-RMN (400 MHz, CDGJ) du compos&

o (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
5.74 1 dd(J=10.9, 17.6) H-1
5.00 1 d (J=11.0) H-2a
4.97 1 d(J=17.6) H-2b
5.37 1 S H-3a
4.93 1 S H-3b
2.38 1 d (J=11.7) H-5
4.14 1 t(J=11.4) H-6
1.73 1 tt(J=10.5, 12.1) H-7
3.95 1 td (J= 3.9, 10.2) H-8
1.81 1 dd(J=3.9,12.9) H-9a
1.59 1 dd(J=10.9, 12.5) H-9b
2.59 1 dd(J=12.0, 12.1) H-11
1.37 1 d(@J=6.7) H-13
1.09 3 S H-14
4.05 1 d(J=13.7) H-15a
3.96 1 d(J=13.7) H-15b

Figure 28 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé.
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Tableau 20 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du composé.

o (ppm) | Types de carbones Position
145.9 CH C-1
112.5 CH C-2
1145 CH C-3
144.4 C C-4

50.3 CH C-5
78.7 CH C-6
58.3 CH C7
68.8 CH C-8
49.4 CH C-9
41.5 C C-10
41.1 CH C-11
178.9 C C-12
14.1 CH C-13
19.1 ChH C-14
67.3 CH C-15
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Figure 29 SpectreéC-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du composé&
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Par I'analyse des spectres et par comparaisonédefiats avec ceux de la littérature

(Gonzélez etl., 1974) la structure suivante a été attribuée éomposé:

Composé 5

Il s’agit du mélitensine, ce composé a été isolépramiére fois cheLentaurea
melitensispar Gonzéalez edl. (1974), par la suite il a été isolé Aeapera(Cardona etl.,
1991), C. napifolia (Bruno etal., 1995),C. calcitrapa (Marco etal., 1992),C. nicaensis
(Medjroubi etal., 2003),C. asperavar. stenophyllaTortajada etl., 1988) et d&. phrygia
(Tsankova et Ognyanov, 1985).
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Composé 68a-0-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy) mélitensine

[(3S3aR,4S,6S 7aR)-7-(1-hydroxyprop-2-en-2-yl)-3,6-dimethyl-2-oxovbayl-octahydro-
benzofuran-4-yl 4-hydroxy-2-methylenebutanoate]

Le composé se présentait sous forme huileuse de couleur teéolais claire soluble dans le

chloroforme.

HO

[a]2’+15.0° (MeOHE 0.10)
IR (CaR): vmax= 2911 (OH), 1757 (C=Qy-lactone, ester)

HR-ESI-MSm/z387.1777[M+Na]", compatible avec la formule moléculaire suivante:
Co0H280¢ [calculé 364.1878 [M]+, 387.1776 [M+Na]+A:(+ 0.01 mmu)]

Au spectre'H-RMN (Figure 21) nous avons constaté la présence de deux signaux

singulets élargis typiques pour le squelette tmanolides & 5.39 et 4.96 valant pour H-
3a et H-3b, respectivement. Dans la région oléfi@igpparaissent les signaux caracteristiques
d’un groupe vinylique —CH=CH

» Le proton H-1 apparait sous forme de doublet déléoab5.74 (= 11.0, 17.2) et se
conjugue avec les protons H-2d=(11.0, cis-conjugaison) et H-2bJE 16.8, trans
conjugaison); ces derniers apparaissent commealdsals & 5.03 et 4.98, respectivement.

> Le proton H-6 apparait comme un doublet dédouble 4325 (= 11.0, 11.3). Le
déplacement du proton H-6 indique la présence d'foretion oxygénée au carbone
correspondant.

> Le signal du proton H-7 apparait comme un doubdebdblé & 2.00 g= 10.9, 11.8).
Ce proton se conjugue avec ses voisins H-6 et atda méme constante de couplage, qui
montre que les angles dihédral entre les protosetiH-7 d’'une part et les protons H-8 et
H-7 d’autre part ont la méme valeur. Par conséquéa@roton H-7 se trouve entre deux

protons (H-6 et H-8) qui ont la méme conformatiamsl|’espaceJE 11.8,trans-diaxiale).
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> Le proton H-8 apparait comme un triplet dédoublé &.17 (= 3.9, 11.0). Son
déplacement indique aussi la présence d’'une fanotggénée au carbone correspondant.
Dans la méme régiomleux doublets caractéristiques &.07 (= 14.1, H-15a) et a 3.96 (=
13.7, H-15b) ont été attribués aux protons gémin&i:+l5a et H-15b du groupe
hydroxyméthyle.

Le singulet intense a champ ba$1(16), qui intégre pour 3 protons, a été attriaué
méthyle de la téte G114 lié au carbone C-10 du squelette.
Les protons de la chaine latérale apparaissent:
> Les protons géminaux H-3'a, H-3'd 2.56 comme doublet dédoubl&=(6.2, 5.8Hz)
» Les protons géminaux H-4'a et H-4'b &.76 comme doublet dédoubl®&=(6.3, 5.7
Hz)
> Les protons H-5'a et H-5'b comme singule#sta?5 et 5.73, respectivement.
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Tableau 21 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCY) du composé.

o (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
5.74 1 dd(J=11.0, 17.2) H-1
5.03 1 d(J=11.0) H-2a
4.98 1 d(J= 16.8) H-2b
5.39 1 se H-3a
4.96 1 se H-3b
2.43 1 d (J=11.8) H-5
4.25 1 dd(J=11.0,11.3) H-6
2.00 1 dd(J=10.9, 11.8) H-7
5.17 1 td (J= 3.9, 11.0) H-8
1.92 1 dd(J=3.9, 12.5) H-9a
1.67 1 dd(J=11.7,12.5) H-9b
2.63 1 dq(J= 6.6, 12.1) H-11
1.22 3 d(J=6.6) H-13
1.16 3 S H-14
4.07 1 dJ=14.1) H-15a
3.96 1 d(J=13.7) H-15b
2.56 2 dd(J=6.2, 5.8) H-37a, H-3D
3.75 2 dd(J=6.3,5.7) H-4'a, H-4'b
6.25 1 se H-5'a
5.73 1 se H-5'b

Figure 34 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé
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Tableau 22 Valeurs de°C-RMN du composé*

o (ppm) | Types de carbones Position
145.6 CH C-1
112.8 CH C-2
114.6 CH C-3
144.0 C C-4
50.1 CH C-5

78.2 CH C-6
55.9 CH C-7
70.4 CH C-8
44.8 CH C-9
41.1 C C-10
40.8 CH C-11
178.1 C C-12
13.8 CH C-13
18.5 CH C-14
67.1 CH C-15
166.0 C C-1'
136.6 C C-2'
35.0 CH Cc-3
61.3 CH C-4'
127.8 CH C-5'

*Assignements faitbadde de HSQC & HMBC.

£
C110 b
C-SO__ -2
c-4 e -
C-3 o
O -
D857 8
U T e T o S I € 5 4 2 2 F2 [ppm]
[ 5 a 3 2 F2 [ppm]

Figure 35 Spectre COSY (400 MHz, CD§)l  Figure 36. Spectre HSQC (400 MHz, CDgldu
du compos® composé.
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Figure 37: Spectre HMBC (400 MHz, CDg)ldu
composé

Figure 38 Corrélations HMBC du
composé

Selon le spectre HMBO~{gure 37), nous avons noté les signaux de corrélationg entr

vV V V V V V V V V V

Le méthyle CH-14 (1.16) avec les carbones C-1 (145.6), C-5 |5&.C-9 (44.8).

Le méthyle CH-13 (1.22) avec les carbones C-7 (55.9), C-118j4.C-12 (178.1).
Les protons H-2a, 2b (5.03, 4.98) avec le carboii® (11.1).

Les protons H-3a, 3b (5.39, 4.96) avec les carb@gg50.1) et C-15 (67.1).

Le proton H-5 (2.43) avec les carbones C-3 (114£65,(78.2) et C-10 (41.1).

Le proton H-7 (2.00) avec le carbone C-6 (78.2).

Les protons H-9a, 9b (1.92, 1.67) avec le carbGr@ (70.4).

Les protons H-15a, 15b (4.07, 3.96) avec le carlid83g114.6).

Les protons H-3a', 3b' (2.56) avec le carbone (138.6).

Les protons H-5a', 5b' (6.25, 5.73) avec les caab@1' (166.0) et C-3' (35.0).

L’analyse des spectres nous a conduit a la stristwivante:
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Composé 6

Il s’agit de la 8-O-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy) mélitensinee €omposé
N'avait jamais été cité jusqu’a ce jour dans l&tddture. C’est donc un nouveau produit

naturel.
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Composé 7: &-hydroxy-118, 13-dihydro-4-€pi sonchucarpolide
Le composé se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2°+38.18° (MeOHg 0.11)
IR (CaR): vmax= 3590 cnit (OH), 1769 crt (C=0,y-lactone), 1708 (CHO).
EI-MS (70eV): m/z 282 (GH2:0s).

Les spectredH-RMN (Figure 39 et Tableau 23 et *C-RMN (Tableau 24 nous ont
fourni des indications sur la présence d'une deealjui contient un anneau lactonique
(Garcia efal., 1996; Kasymov, 1982; Rustaiyanatt 1986).

Les signaux suivants ont été observes:

> Par les spectreSC-NMR et HSQC nous avons constaté que le 6-B6(0) est plus
déblindé que le C-8(68.9); ces valeurs sont révélatrices que la tasation a lieu entre les
carbones des positions C-6 & C-12.

» Le méthyle de la téte de l'eudesmanolide {1HM) apparait comme un singulet
intégrant pour trois protonssa0.83.

> Le proton du groupe aldéhyde attaché au carbone@pdrait comme un singuleta
9.92. L'absence d'une conjugaison avec le protof, Heus indique que le groupe aldéhyde
est placé axialement.

» Le proton H-1 apparait comme un doublet dédoubte 336 (= 4.3, 11.4). Son
déplacement chimique est indicatif de la présenogedfonction oxygénée au C-1.

> Le proton H-4 apparait comme un doublet dédoubl@.d@3 0= 5.8, 6.7)

A la région oléfinique, les signaux caractéristgjuel grouper-meéthyleney-lactone
sont absents. Un doublet dans la région du hauhghas 1.39 (= 6.6 Hz) intégrant pour
trois protons est indicatif de la présence d’unhylét sur méthine caractéristique du groupe

a-méthyley-lactone.
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» Le protonH-7 (C-7 ¢ 59.0) apparait comme un multipletéal.66 a cause de sa
conjugaison avec les protohs6, H-8 et H-11. Le proton H-6 (C-6 76.0) apparait comme
un triplet dédoublé a 4.41 0= 10.6, 12.1), car il se conjugue avec ses protorsnsH-5 et
H-7

> Le protonH-8 apparait comme un triplet de tripled 8.96 0= 4.3, 10.6) a cause de sa
conjugaison avec les protor$-7, H-9a etH-9b.

Le proton H-8 est blindé par rapport au proton Héa est di d’'une part a I'absence
d’'une chaine latérale et d’autre part au fait guattonisation est entre C-6 & C-12.

» Le protonH-5 (C-50 48.1) apparait comme un doublet dédoub#&1a87 (= 5.8,
12.1) et se conjugue avec ses protons voididset H-6. Ces conjugaisons sont confirmées
par COSY Figure 40).

Les valeurs des constantes de couplages a parpradon H-5 jusqu’au proton H-8
nous indiquent que les protons H-5/H-6, H-6/H-7/ M-8 ont undrans-disposition.
Par les spectre§C-NMR (Tableau C-7) et HSQC, nous avons dénombréatbones (2C,
8CH, 3CH; et 2Q3).

Dans la région ou apparaissent les carbonesngogiune fonction oxygénée trois

signhaux sont apercus : C-4747.9), C-6 § 76.0), C-8 § 68.9). Le signal @ 201.1 est indicatif
d’un groupe aldéhyde (C-15).
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Tableau 23 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du composé

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
3.36 1 dd (J= 4.3, 11.4) H-1
1.70 1 dd (3= 3.9, 10.6) H-2a
1.59 1 d(J=3.9) H-2b
2.41 1 dq(J =116, 4.3) H-3a
1.54 1 dd(J= 4.3, 11.3) H-3b
2.73 1 dd(J=5.8, 6.7) H-4
1.87 1 dd(J=5.8, 12.1) H-5
4.41 1 td (J=10.6, 12.1) H-6
1.66 1 m H-7
3.96 1 it (J= 4.3, 10.6) H-8
2.28 1 dd(J=4.3, 12.9) H-9a
1.23 1 t@=12.1) H-9b
2.64 1 dq(J=6.6, 12.1) H-11
1.39 3 d(J=6.6) H-13
0.83 3 S H-14
9.92 1 S H-15

"
ly &, L» M YN

4.4 4.7 4. ® A.¥F A.F A, 4 2.7 7. ® I.F I N. 4 I.¥T N F F N F.E J & ».T LE KN
T xx=j

Figure 39 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé.
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Tableau 24 Valeurs de$°C-RMN du compos&*

J (ppm) Types de carbones Position
77.9 CH C-1
27.3 Ch C-2
22.2 CH C-3
45.2 CH C-4
48.1 CH C-5
76.0 CH C-6
59.0 CH C7
68.9 CH C-8
48.2 CH C-9
41.0 C C-10
41.6 CH C-11
178.5 C C-12
14.6 CH C-13
13.7 CH C-14
201.1 CH C-15

* Assignements faitbadde de HSQC et HMBC.

+ 5 - ... s E'
e | - &
__________________________________ d == |
c7 -
. CA® © -
= ceY ©cC1 -
; B T T N, - g
Asa® g i
r’ & I L 4
...... _E
H-8/H-9:@= 2 & - : Z
H-6/H-5 8 H-6/H-7 | . i
O I N SN — C-15 T, =
4 3 2 F2 [ppm] T T o 0 BT o1 0 L & ol [ b [
10 8 6 4  F2[ppm]
|
Figure 40. Spectre COSY (400 MHz, CDgIdu | Figure 41 Spectre HSQC (400 MHz, CD4JI
composé&/ du compos€

108




L’'analyse des spectres nous a permis d’attribueoawposé la structure suivante:

Composé 7

Il s’agit du &-hydroxy-113,13-dihydro-4épisonchucarpolide, un eudesmanolide

isolé pour la premiére fois d@nopordum sibthorpianurtiazari etal., 1998).
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Composé 8: &-hydroxy-118, 13-dihydro-onopordaldéhyde
Le composa se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2’ +2.73° (MeOHE 0.11).
IR (CaR): vmax= 3346 cm (-OH), 1770 crit (y-lactone), 1707 cih(aldéhyde).
EI-MS (70eV): m/z 282 (&H2205s).

Les spectredH-RMN (Figure 42 et Tableau 25 et **C-RMN (Tableau 26 nous ont
fourni des indications sur la présence d'une dgealportante d’'un anneau lactonique
(Kasymov, 1982).

Les signaux suivants ont été observes:

> Par les spectreSC-NMR et HSQC Figure 44), nous avons constaté que le Cs6 (
79.1) est plus déblindé que le C#368.2); ces valeurs sont révélatrices que la lasation a
lieu entre les carbones des positions C-6 & C-12.

> A la région oléfinique du spectfél-NMR, les signaux caractéristiques du groupe
méthyleney-lactone sont absents. Un doublet dans la régiohada champ a 1.35 0= 5.9
Hz) intégrant pour trois protons est indicatif deptésence d’'un méthyle sur méthine et il est
caractéristique du groupeméthyley-lactone.

> Le méthyle de la téte de I'eudesmanolide M) apparait aussi dans la région du
haut champ a 0.97 comme un singulet intégrant pour trois pratons

» Le proton du groupe aldéhyde au carbone C-4 apgpamaime un doubletlf 4.3) ao
9.54 (au cas de la substantece proton apparait comme singuled 8.92). Cette petite
constante de couplagé=4.3) est due au fait que I'aldéhyde tient unerdaton equatoriale,
et cela lui permet de présenter une conjugaisort é¥eproton H-4 (placé axialement)
(Rustaiyan eal., 1986; Mahmoud edl., 1983).
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» Les protons géminaux H-1la & H-1b (C§125.9) apparaissent dans la région du haut
champ comme deux multipletssal.71 et 1.42. Leurs déplacements chimiques mandpes
le carbone C-1 ne porte pas une fonction oxygénée.

> Le proton H-4 apparait comme un doublet dédouldl@ &2 (= 4.3, 12.1) a cause de
sa conjugaison avec les protons H-5 et H-15 dddlajde attaché au C-4. Ces conjugaisons
sont confirmées par COS¥i@ure 43).

» Le proton H-5 (C-% 48.0) apparait comme un doublet dédoubé&lad3 (= 4.3,
11.7) et se conjugue avec ses protons voldidsetH-6 (COSY,Figure 43).

» Le protonH-7 (C-7 ¢ 59.2) apparait comme un multipletéal.75 a cause de sa
conjugaison avec les protoHs6, H-8 et H-11 (COSYFigure 43).

> Le proton H-6 (C-& 79.1) apparait comme un triplet 8.78 (= 10.9); il se conjugue
avec ses protons voisiik5 etH-7 (COSY,Figure 43).

> Le protonH-8 (C-8¢ 68.2) apparait comme un triplet dédoubt&398 (= 3.9, 10.9)
a cause de sa conjugaison avec les protdirs H-9a etH-9b.

Les valeurs des constantes de couplages a parpradon H-5 jusqu’au proton H-8
nous indiquent que les protons H-5/H-6, H-6/H-77M-8 ont unetrans-disposition entre
eux.

Par les spectre§C-NMR (Tableau C-8) et HSQC, nous avons dénombréatbones (2C,
8CH, 3CH; et 2(H3).

Dans la région ou apparaissent les carbones vodsimse fonction oxygénée deux

sighaux sont apercus : C-6 79.1) et C-8 4 68.2). Le signal & 202.0 est indicatif d’'un
groupe aldéhyde (C-15).
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Tableau 25 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCY) du compos®&

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
1.71 1 m H-la
1.42 1 m H-1b
1.67 2 m H-2a, H-2b

* 1 m H-3a
1.28 1 m H-3b
2.42 1 dd (J= 4.3, 12.1) H-4
1.43 1 dd(J= 4.3,11.7) H-5
3.78 1 t (J= 10.9) H-6
1.75 1 m H-7
3.98 1 td (J= 3.9, 10.9) H-8
1.85 1 dd (J= 3.9, 12.5) H-9a
1.31 1 de(d=11.7) H-9b
2.51 1 d(J=6.3) H-11
1.35 3 d (J=5.9) H-13
0.97 3 S H-14
9.54 1 d (J= 4.3) H-15

* Signal non distingué

1
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Figure 42 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du compos®.
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Tableau 28 Valeurs de$°C-RMN (50.3 MHz, CDGJ)) du compos&*

o (ppm) Types de carbones Position
25.9 CH C-1
19.1 CH C-2
40.2 ChH C-3
48.7 CH C-4
48.0 CH C-5
79.1 CH C-6
59.2 CH C7
68.2 CH C-8
51.2 CH C-9

- C C-10
41.2 CH C-11
- C C-12
14.3 CH C-13
19.1 CH C-14
202.0 CH C-15

* Assignements faits'a@ide de HSQC (C-10 et C-12 ne peuvent étre
observés, puisqu'ils sont quartenaires).

H-15/H-4 ©)

F1 [ppm]

T |
F2 [ppm]

Figure 43 Spectre COSY (400 MHz, CDgldu
COMposEs.

‘ h I._LJJ_,L.-I.JI’l j]
‘LE
-y =1
[ ] L] _R
C-8 v L
' C-6@® . [
8
-2
Y2 | s it - s
10 g [ 4 FZ [ppm]

Figure 44: Spectre HSQC (400 MHz, CD4JI
du compos@&

Par analyse des résultats de 1D & 2D-RMN la strectuivante a été attribuée a ce composeé:
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Composé 8

Il s’agit du &-hydroxy-115, 13-dihydro onopordaldéhyde, un eudesmanolidegisol
pour la premiére fois déentaurea granat@Medjroubi etal., 1998).

114



Composé9: 8a-O-(4-hydroxy-2-méthylene-butanoyloxy)-1,13-dihydro-4-epk
sonchucarpolide

[(BS 3aR/4S 5aR, 6R, 9S 9bR)-9-formyl-6-hydroxy-3,5 a-dimethyl-2-oxo-
dodecahydronaphthol (1,2-b)furan-4-hydroxy-2-methgbutanoate]

Le compos® se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2’+ 15.00° (MeOHg 0.1200).

IR (CaR): vmax= 3600-3300 cmi’® (OH), 1772 cm?, (C=0, y-lactone, ester), 1721 cih
(C=0, aldéhyde).

HR-ESI-MS m/z 403.1730 [M+Na], compatible avec la formule moléculaire suivante :
CooH280; [calculé 380.1827]

Les spectre$H-RMN (Tableau 27 et **C-RMN (Tableau 29 nous ont fourni des
indications sur la présence d’'une décaline portdhte anneau lactonique (Kasymov, 1982).
La région oléfinique est pauvre en signaux, taadis la région du haut champ présente un

grand nombre des signaux.

Il est évident qua la région oléfinique au spectid-RMN, les signaux
caractéristiques du groupeméthyleney-lactone sont absents. Un doublet dans la région du
haut champ & 1.19 (= 7.0) intégrant pour trois protons est indicagf ld présence d'un
meéthyle sur méthine et il est caractéristique adwpgea-méthyley-lactone.

Plus précisément, dans le spectf€-RMN, des carbones oléfiniques n’existent pas, par

contre des méthines et des méthylenes sont préatmmgda région des carbones saturés.
> Selon les spectrdSC-NMR et HSQC nous avons constaté que le G6(7) est plus

déblindé que le C-85(70.1); ces valeurs sont révélatrices que la lactorusadi lieu entre les

carbones des positions C-6 & C-12.
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> Le carbonyle de I'anneau lactonique a été détac#a 77.4 selon le spectre HMBC ou
le signal entre ce carbonyle et le proton Halété évident.

» Le proton H-4 se présente sous forme d'un triplét 275 (= 5.1), comme il se
conjugue avec le proton H-3b dl.24) et le proton H-5 (&1.89) ceci a été confirmé par le
spectre COSYHKigure 46).

> Le proton H-15 du groupe aldéhyde apparait commsingulet & 9.93; la présence
du groupe aldéhyde est confirmée par le spectre GiSElgure 47) ou le carbone
correspondant apparaiv@01.7.

> Le proton H-1 apparait comme un doublet dédouble 357 0= 4.7, 11.3). Son
déplacement chimique montre que le carbone C-&xgsfEné, confirmé par le spectre HSQC
(0 77.7).

> Le proton H-6 apparait sous forme d’'un doublet détibas 4.53 ¢= 11.0, 11.7). Il
se conjugue avec les protons H-5 et H-7.

» Le proton H-8 apparait comme un triplet dédoublé %8.21 (= 4.3, 10.9) assez
déblindé a cause de la chaine latérale qu'il porte

> Les protons géminaux du méthyléne de la chainealat®l-5'a et H-5'b apparaissent
comme deux singulets élargi® &.23 ety 5.72, respectivement.

» Les signaux des protons géminaux ta-8t H-3b apparaissent sous forme de triplets
superposés &2.56 (= 6.1).

> Les signaux des protons géminaux ta-&t H-4b apparaissent sous forme de triplets
superposés &3.76 (= 6.3)

» Le méthyle de la téte de l'eudesmanolide {@H) apparait comme un singulet
intégrant pour trois protonseé0.90.

Dans le spectre NOESYifgure 49), les signaux NOE suivants sont apercus entre:
Les protons H-1 et H-5; les protons H-6 et H-8]d&nyde groupe et le proton H-6;
I'aldéhyde groupe et le GHL4. Alors, I'aldéhyde groupe et les protons H-63 Hiennent la

méme orientation, tandis que les protons H-1 ettlérihent 'orientation opposée.
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Tableau 27 Valeurs

desH-RMN (400 MHz; CDC}) du compos®

o (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
3.57 1 dd (3= 4.7, 11.3) H-1
1.72 1 m H-2a
1.60 1 m H-2b
1.38 1 m H-3a
1.24 1 m H-3b
2.75 1 t(J=5.1) H-4
1.89 1 m H-5
4.53 1 dd (J=11.0, 11.7) H-6
1.91 1 m H-7
5.21 1 td (J= 4.3, 10.9) H-8
2.36 1 dd (3= 4.1, 12.9) H-9a
1.35 1 m H-9b
2.55 1 m H-11
1.19 1 d (3=7.0) H-13
0.90 1 S H-14
9.93 1 S H-15
2.56 2 t(J=6.1) H-3'a, H-3b
3.76 2 t (J=6.3) H-4'a, H-4'b
6.23 1 se H-5'a
5.72 1 se H-5b

) A
i ' ' ' | ' ' ' T T ' ' | ' ' ' | ' '
10 8 6 4 2 [ppm]

Figure 45 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé.
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Tableau 28 Valeurs de$°C-RMN du composé*

o (ppm) Types de carbones Position
77.7 CH C-1
27.6 CH C-2
23.6 CH C-3
45.0 CH C-4
48.4 CH C-5
75.7 CH C-6
56.9 CH C7
70.1 CH C-8
43.5 CH C-9
40.8 C C-10
40.1 CH C-11
177.4 C C-12
13.8 CH C-13
13.9 CH C-14

201.7 CH C-15
165.9 C C-1
137.0 C c-2'
35.0 CH C-3'
61.4 CH c-4'
127.3 CH C-5'

* Assignements faits a I'aide de HSQC et HMBC
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Figure 46. Spectre COSY (400 MHz, CDgIldu  Figure 47. Spectre HSQC (400 MHz, CD4JI
compos& du compos®
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Figure 48 Spectre HMBC (400 MHz, CDg)l  Figure 49 Spectre NOESY (400 MHz, CDg}I
du compos® du compos®

Figure 50.Signaux NOE du compo$

L’'analyse des differents spectres nous a conduéstiucture suivante:

Composé 9

I sagit du &-O-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy)-213-dihydro-4épk

sonchucarpolide.
Ce composé n'avait jamais été cité jusqu’a ce ftans la littérature. C’est donc un

nouveau produit naturel (Djeddi &t, 2007a).
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Composé 10: @-O-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy)-1#, 13-dihydro-
sonchucarpolide

[(3S 3aR, 4S 5aR, 6R, 9S 9bR)-9-formyl-6-hydroxy-3,5 a-dimethyl-2-oxo-
dodecahydronaphthol (1,2-b)furan-4-yl 4-hydroxy-thylenebutanoate]

Le composd0se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2’ +5.29° (MeOHg 0.17).
IR (CaR): vmax= 3600-3300 (OH), 1776 (C=@lactone, ester), 1717 (C=0, aldéhyde)tm

HR-ESI-MS m/z 381.1908 [M+1], compatible avec la formule moléculaire suivante:
CooH2507 [Ca|CU|é 3801827]

L’analyse du spectrtH-RMN (Figure 51 & Tableau 29 nous a permis de distinguer

la présence d’'une décaline portante d’un annedoniagie (Kasymov, 1982).

> |l faut noter que dans la région oléfinique lesnaigx caractéristigues du grougpe
méthyleney-lactone H-13a etH-13b) sont absents et sont remplacés par le sigpigjue du
groupea-méthyley-lactone sous forme de doublei .19 0= 7.0).

> Selon les spectres HSQEiqure 53) HMBC (Figure 54) et I'expérience DEPT 135
20 signaux ont été observés: 4 carbones quatesn@irmaéthines, 6 méthyléenes (I'un d'eux est
oléfinique) et deux méthyles.

> Le carbonyle de I'anneau lactonique (C-12) a étéaté au a 176.3 selon le spectre
HMBC ou il est évident le signal entre ce carboretléee méthyle Ck13.

> Par les spectreSC-NMR et HSQC nous avons constaté que le 6-B8(1) est plus
déblindé que le C-8(70.3). Ces valeurs sont révélatrices que lacitiois a lieu entre les
carbones des positions C-6-12.

» A 0 9.58 apparait comme un doublet le proton du gralgéhyde J= 3.9). Il faut

noter qu’au cas de la substartcee proton apparait comme singulet plus déblind&a®3.
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Dans le spectre HMBCOF{gure 54), nous avons constaté le signal entre le protogrdupe
aldéhyde et le carbone C-4.

» Le proton H-1 apparait comme un doublet dédoublg 342 (= 4.3, 11.0). Son
déplacement chimique montre que le carbone C-loxegiené cela a été confirmé par le
spectre HSQCH( 76.9.

» Les protons H-5 et H-6 apparaissent comme depbetsias 1.76 0= 11.3) et & 3.99
(J= 11.0), respectivement. Ces deux protons se coajugentre eux (COS¥igure 52). Le
proton H-5 est lié au carbone aliphatique C-5 (B&t1l est plus blindé que celui du composé
9. Il se conjugue aussi avec le proton H-4 qui agiparo 2.49, qui a son tour se conjugue
avec les protons géminaux H-3a et H-3b. Le protehdé conjugue aussi avec le proton H-7.

> Le proton H-8 n’est pas oléfinique, mais il appadains cette région comme un triplet
dédoublé & 5.17 (J= 4.7, 11.0) a cause de la chaine latérale qu'itepdDe plus sa
conjugaison avec le proton H-7, il se conjugue isangsc les protons géminaux H-9a et H-9b
qui apparaissent@2.44 0 =4.3, 12.3) eta 1.34 0 = 11.7, 12.5), respectivement. Au niveau
du spectre COSY le proton H-7 se conjugue aveddes protons H-6 et H-8 , qui sont liés
aux carbones oxygénés 8.1 (C-6) eb 70.3 (C-8).

> Les valeurs des constantes de couplages a parpradon H-5 jusqu’au proton H-8
nous indiguent que les protons H-5/H-6, H-6/H-77M-8 ont unetrans-disposition entre
eux. Le spectre NOESY Figure 55 nous a confirmé latrans-conformation de
'eudesmanolide. Les signaux NOE entres1H4/H-8/H-6 et H-6/H-4 indiquent qu’ils ont la
méme orientation dans la molécule, alors que lesadntions NOE entre H-1/H-2a, H-5, H-
9b; H-7/H-9b; H-7/CH-13 indiquent qu’ils ont I'orientation opposée.

> Le meéthyle de la téte du eudesmanolide {QH) apparait comme un singulet
intégrant pour trois protonsdal.03 plus déblindé que celui de la substahce

> Le reste des couplages entre H-3/H-2 et H-2a,b/él-domplété le noyau de la
décaline. Le déplacement chimique enregistré aeanivdu C-1 { 76.9) nous indique la

présence d’'un groupe oxygeéné a cette position.

Au spectre COSY Kigure 52) un second spin systeme a été observé. Ce dernier
appartient a la chaine latérale. L'identificatiom ld chaine latérale comme 4-hydroxyle-2-
méthylene butanoyloxy ester a été déduite par ddsuvs des déplacements chimiques des

protons correspondants, ainsi que par leurs ctwekaaux 2D spectres:
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> Les protons géminaux du méthyléne de la chainealat®l-5'a et H-5'b apparaissent
dans la région oléfinique comme singulets élargi$®3 ets 5.73, respectivement (C-80
128.3).

> Les protons géminaux H et H-3b apparaissent sous forme de triplets superposés a
0 2.56 (0= 6.2 Hz).

» Les protons géminaux Hd et H-4b apparaissent sous forme de triplets superposés a
0 3.76 (= 6.2 Hz). Leur déplacement chimique est indicdéfla présence d’'une fonction

oxygénee sur le carbone C{4 61.3).
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Tableau 29 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCY) du compos&0

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
3.42 1 dd ( (3= 4.3, 11.0) H-1
1.86 1 m H-2a
1.57 1 * H-2b
1.72 1 * H-3a
1.54 1 * H-3b
2.49 1 * H-4
1.76 1 t(J=11.3) H-5
3.99 1 t(J= 11.0) H-6
1.94 1 dd(J= 10.9, 11.5) H-7
5.17 1 td (3= 4.7, 11.0) H-8
2.44 1 dd (J= 4.3, 12.3) H-9a
1.34 1 dd(J=11.7, 12.5) H-9b
2.53 1 * H-11
1.19 3 d(J=7.0) H-13
1.03 3 S H-14
9.58 1 d (J=3.9) H-15
2.56 2 t(J=6.2) H-3'a, H-3'b
3.76 2 t(J=6.2) H-4'a, H-4'b
6.23 1 se H-5'a
5.73 1 se H-5'b

(ppm )

Figure 51: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé&o0.
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Tableau 30 Valeurs de$°C-RMN du composé0*

o (ppm) Types de carbones Position
76.9 CH C-1
28.1 CH C-2
24.1 CH C-3
47.6 CH C-4
47.7 CH C-5
78.1 CH C-6
56.3 CH C7
70.3 CH C-8
42.3 CH C-9
40.5 C C-10
40.3 CH C-11
176.3 C C-12
13.8 CH C-13
12.7 CH C-14
202.0 CH C-15
166.1 C C-1
136.6 C Cc-2'
35.1 CH C-3'
61.3 CH c-4'
128.3 CH C-5'

* Assignements faits a I'aide de HSQC et HMBC

H-15/H-4()
T T T T T

T T T T T
8 ]

4

| T T
F2 [ppm]

|

50 F1 [ppm]

c80
» _ C-60O© C-1

|
100

C-5'

I
150

T 'l T T T 'l T T T | T T T | T T
8 & 4 F2 [ppm]

Figure 52 Spectre COSY (400 MHz, CDg}ldu
composélL0.

Figure 53 Spectre HSQC (400 MHz, CD4gJI
du composd 0
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Figure 54: Spectre HMBC (400 MHz, CDg)l Figure 55 Spectre NOESY (400 MHz, CD$)I
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Figure 56. Signaux NOE du compod®

L’analyse des spectres nous a conduits a la steustuvante:

Composé 10

Il s’agit du &-O-(4-hydroxy-2-méthyléne-butanoyloxy)-£113dihydro-sonchucarpolide.
Ce composé n'avait jamais été cité jusqu’a ce ams la littérature. C'est donc un

nouveau produit naturel, (Djeddiat, 2007a).
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b) Sesquiterpenes lactones isolées @e grisebachii ssp grisebachii(Djeddi etal.,
2007b)
Composé 11: Saloniténolide
Le composéd 1l se présentait sous forme d’huile incolore soldales le dichlorométhane et le

méthanol.

13

[a]2’+ 3.66° (CHCE; ¢ 0.16).

IR (CaR): vmax = 3300 (OH), 1760 (C=Oy-lactone, ester), 1660 et 164fn"(doubles
liaisons).

EI-MS (70eV) : m/z 264 (GH2004).

L’analyse du spectr8H-RMN (Tableau 31 nous a permis de constater qu'il s’agit
d’'un gérmacranolide de type salonitenolide portix doubles liaisons™? et A* (Bently
etal., 1970).

Dans la région du bas champ, nous avons constasigieaux typiques correspondants
aux protons oléfiniques d’'une double liaison camstique du groupexr-méthyleney-
lactone : comme doublets dédoublés @37 (= 1.2, 3.3, H-13a) et@6.34 (= 1.2, 2.9, H-
13b). lls se conjuguent entre eux avec une patitstante de couplagé<1.2 Hz) et avec le
proton H-7, qui se trouve en position allyliqule 3.3, trans-position, H-13a;J = 2.9; cis-
position, H-13b), (Samek, 1970).

Le déplacement paramagnétique typique du protorBaj-hinsi que son couplage
géminal sont expliqué par I'effet Van Der Waalsl'@H-8 sur son orbitale liante (Yoshioka
etal., 1970).

Le proton H-1 apparait comme un doublet dédouldégebos 4.94 0 = 4.8, 11.6) a
cause de sa conjugaison avec ses protons voiselHet avec le méthyle GH4, qui se
trouve en position allylique.

Dans la méme région, nous avons distingué :
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> Un triplet ao 4.85 (= 9.1) attribué au proton H-6, qui se conjugue a&s protons
Voisins.

» Un doublet & 4.70 g= 9.8 Hz) attribué au proton H-5, qui se conjuguecde proton
H-6.

Dans la région ou apparaissent les protons vo&inme fonction oxygénée, nous

avons distingué:

» Deux doublets élargis correspondants aux protonsrgix de la position C-15: &
4.25 0 =13.7 Hz, H-15a) et&4.02 0 = 13.7, H-15b).

» Un doublet de doublets dédoublég 3.90 (= 3.7, 8.6, 10.7) attribué au proton H-8,

qui se conjugue avec les protons voisins.

Dans la réegion du haut champ nous avons obsengigiesux suivants:

» Un doublet de doublets de doublets dédoubles2a06 (= 4.5, 11.6, 12.0, 12.4)
attribué au proton H-2b, qui se conjugue avec tetops H-1, H-3b, H-3a et son géminal H-
2a.

» Un doublet de doublets dédoublés 2.50 (0= 2.3, 4.5, 12.0) attribué au proton H-3a,
qui se conjugue avec son geminal H-3b et avecrs¢ans voisins H-2a,b.

» Un triplet dédoublé @ 1.90 (= 5.4, 12.0) attribué au proton H-3b, qui se congug
avec son géminal H-3a et avec ses protons voisia, bl

» Un doublet dédoublé &2.37 0= 10.7, 12.8) attribué au proton H-9a qui se camgug
avec le proton H-8 et avec son géminal H-9b.

» Un singulet (intégrant pour 3 protons) caractéyigti chez les sesquiterpéne lactones a
été détecté a 1.36 correspondant au méthyle de la position Qylidse place sur le C-10. Ce
déplacement est indicatif du groupe des gérmadde®mbans chaine latérale a hydroxyle en

position C-8.
Le reste des protons apparaissaient dans la mé&ios ous forme de multiplets.

Les valeurs des constantes de couplages a parfaratan H-5 jusqu’au proton H-8 nous

indiquent que les protons H-5/H-6, H-6/H-7, H-7/Hx& unetrans-disposition.
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Tableau 31 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du composé 1

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
4.94 1 dd(J= 4.8, 11.6) H-1

2.30-2.15 1 m H-2a
2.06 1 dddd(J=4.5, 11.6, 12.0, 12.4 H-2b
2.50 1 ddd(J=2.3,4.5,12.0) H-3a
1.90 1 td (3= 5.4, 12.0) H-3b
4.70 1 d (J=9.8) H-5
4.85 1 t(J=9.1) H-6
2.80 1 dddd(J= 3.2, 3.6, 8.2, 8.6) H-7
3.90 1 ddd(J =3.7, 8.6, 10,7) H-8
2.37 1 dd(J=10.7, 12.8) H-9a
2.66 1 d(J=12.8) H-9b
6.37 1 dd(J=1.2,3.3) H-13a
6.34 1 dd(J=1.2,2.9) H-13b
1.36 3 S H-14
4.25 1 d (J=13.7) H-15a
4.02 1 d (J=13.7) H-15b

64
(ppm)

T T T T T T T
7.0 6.5 6.0

—
5.5

T
5.0

(ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

L e e
2.0 15

Figure 57: Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé 1.
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Par I'analyse des données spectroscopiques nous attoibué la structure suivante a

Cce COMpOsE:

13

Composé 11

Il s’agit du saloniténolide, un gérmawykde décrit chez les espéces suivantes :
Centaurea melitensiBarrero efal., 1989),C. salonitana(Daniewski etl., 1992, id. 1993b),
C. paui(Cardona etl., 1997),C. crithmifolia C. eriophora C. paniculata (Geppert eal.,
1983), C. seridis(Gonzalez etl., 1973),C. orphanidea(Gousiadou et Skaltsa, 200%),
iberica (Sham’yanov eal., 1998) et cheZ. pseudomaculogd urdybekov etl., 1989).
Ce gérmacranolide posséde des activités anti-caunees
Baxter, 1993).

et cytotoxiques (Harborne et

Composé 12Cnicine
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Le composeé 2 se présentait sous forme de cristaux blanchabtables dans le chloroforme.

Sa structure a été déterminée par différentes rdéghgpectroscopiques.

[a]2’ +24.98° (MeOHg 0.05).

IR (CaR): vmax= 3654 (OH), 1770 (C=Q-lactone, ester).
EI-MS (7OEV)Z m/z 37&20H2607).

L’analyse du spectrtH-RMN (Figure 58 & Tableau 32, nous a permis de constater
qu'il s’agit d’'un gérmacranolide portant deux deesblliaisonsA? et A* (Bently etal.,
1970).

Un signal caractéristique pour ce type de sesquditey lactones ayant un groupe
meéthyléney-lactone est celui du proton H-7, qui apparait cenum multiplet & 3.07 a cause
de sa conjugaison avec les méthines des positiefisGz8 et avec les protons géminaux H-
13a, H-13b (Samek, 1970).

Au niveau de la région oléfinique apparaissensigsaux de 8 protons :

» Le proton H-1 apparait comme un doublet dédoubl4.88 0 = 6.3, 11.1).

> Le proton H-5 apparait comme un doublét4a81 J = 9.8).

> Le proton H-6 apparait comme un triple6 .00 J = 9.0), bien qu’il ne soit pas
oléfinique, il apparait dans cette région a cawssadposition allylique par rapport a la double
liaisonA*; il faut noter qu'il apparait un peu superposélparoton H-1.

> Le proton H-8 n’est pas oléfinique, mais il appadains cette région comme un triplet
a0 5.15 J = 9.0 Hz) a cause de la chaine latérale qu’ilgoort

» Des signaux (sous forme de deux doublets) caratitires du groupe-meéthyleney-
lactones ont été attribués au méthylene exocyclejues 6.26 J = 3.1, H-13a) et @ 5.72
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(J = 2.7, H-13b). Dans ce cas, le couplage gémina$’apercoit pas, mais seulement le
couplage allylique avec le proton H-7 (Samek, 1970)
» Les protons géminaux du méthyléne de la chainelatél-5'a et H-5'b apparaissent

comme singulets élargisie6.37 etv 6.06, respectivement.

Lors de I'analyse du specttC-RMN (Figure 59 & Tableau 33, nous avons constaté :

» La présence de huit carbones oléfiniqgues indiguanprésence de quatre doubles
liaisons qui apparaissenva

- 1299 (C-1), 144.2 (C-4), 128.4 (C-5) et 134Q-10) pour l'anneau central
(gérmacradiéne).

- 135.2 (C-11) et 125.3 (C-13) pour la douhkEsbn exocyclique de l'anneau
lactonique

- 139.2 (C-2") et 127.4 (C-5") pour la doulidésbn de la chaine latérale.

» Deux carbonyles qui apparaissent d69.9 (anneau lactonique) et185.2 (chaine
latérale)
» Deux carbones oxygénés apparaissen7é.7 (C-6) et @& 73.2 (C-8). Le déblindage
du C-6 indique que la lactonisation se trouve eleseC-6 et C-12.
» Dans la méme région apparaissent 3 signatiX k3, 65.8 et 61.4, qui correspondent
aux : C-3' (CH), C-4' (Ch) et C-15 (CH), respectivement.
Les protons de ces derniers carbones apparaisseme sulit:
» Un doublet dédoublé@4.55 (= 3.5, 6.6) qui a été attribué au proton H-3'.
» Deux doublets dédoublés & 3.81 (= 3.5, 11.4) et & 3.57 ¢ = 7.0, 11.3)
correspondant aux protons géminaux ld-ét H-4b, respectivement.
» Deux doublets dont les constantes de couplageségmies(] = 13.5) apparaisse@to
4.22 ety 3.97 attribuées aux protons géminaux H-15a ebbi-lespectivement.
Dans la région aliphatique du spectteRMN apparaissent sous forme de multiplets
les protons : H-3a superposeé par les protons gémiHa9a et H-9b, les protons géminaux H-
2a, H-2b et H-3b.
Le méthyle de la téte du gérmacranolide {1HM) apparait comme un singulet
intégrant pour trois protonsoal.49.
L’analyse du spectre NOES¥i@ure 60), nous a permis de confirmer les suggestions
selon la valeur de la constante de couplage dwpidt6 J= 9.0), que ce proton se trouve a
une positiontrans-diaxiale par rapport a ses protons voisins H-5/ Bt par conséquence
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lanneau lactonique estrans A cause de cette conformation, les protons H-SHét
s’approchent dans I'espace et donnent des sign@k (Nigure 61) au spectre NOESY de la

substance, ainsi que les protons H-6 et H-8.
Le méthyle de la téte (GFHL4) ne donne pas de signal NOE avec le proton &4,
s’observerait au cas ou ce méthyle était placépdsitioncis par rapport au proton H-1. Par

conséquence la double liaisaH*? esttrans.

De cette fagcon nous avons constaté que la substgpagtient au groupe deans-

trans gérmacranolides (gérmacrolides).
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Tableau 32 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du composéa

é (ppm) n°H Multiplicité, J(Hz) Position
4.98 1 dd(J=6.3, 11.1) H-1
2.30-2.10 2 m H-2a, H-2b
2.10-1.90 1 m H-3b
4.81 1 d(J=9.8) H-5
5.00 1 1(J=9.0) H-6
3.07 1 m H-7
5.15 1 t(J=9.0) H-8

2.60-2.40 3 m H-3a, H-9a, H-9b
6.26 1 d(@=3.1) H-13a
5.72 1 d(J=2.7Hz) H-13b
1.49 3 S H-14
4.22 1 d(J=13.5) H-15a
3.97 1 d(J=13.5) H-15b
4.55 1 dd(J= 3.5, 6.6) H-3
3.81 1 dd(J=3.5, 11.4) H-Za
3.57 1 dd(J=7.0, 11.3) H-
6.37 1 S H-5a
6.06 1 S H-5b

A A

T
6.4

T
6.0

— T
5.6 5.2

L e . s s B s B B Sy B B B B S By B S BN S S e AL
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(ppm)

Figure 58 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé?2
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Tableau 33 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDG)) du composé2

o (ppm) Types de carbones Position
129.9 CH C-1
26.1 CH C-2
34.7 CH C-3
144.2 C C-4
128.4 CH C-5
76.7 CH C-6
52.9 CH C7
73.2 CH C-8
48.5 CH C-9
132.1 C C-10
135.2 C C-11
169.9 C C-12
125.3 CH C-13
16.8 CH C-14
61.4 CH C-15
165.2 C C-1
139.2 C Cc-2'
71.3 CH C-3'
65.8 CH c-4'
127.4 CH C-5'

B LA e e L L LR S R e e e  a e e E a e
170 160 150 140 130 120 110 100 920 80 70 60 50 40 30 20

(ppm)

Figure 59 SpectreC-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du composé 2
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L’attribution compléete des signaux a été réalisgel’'analyse des spectres de corrélations
NOESY.

Figure 60. Spectre NOESY (400 MHz, MeOD) Figure 61 Signaux NOE du composé
du composd 2. 12.

Par I'analyse des données spectroscopiques ebpgyacaison des donnéds-RMN
avec ceux de la littérature (Rustaiyanakt 1982) la structure suivante a été attribuée a ce

COMpOSE:

Composé 12

Il s’agit du cnicine une sesquiterpéne lactone ty@enacranolide. Cette substance est
trés commune au genfgentaurea elle a été isolée la premiére fois en 1837 (Bjsk®94),
puis identifiée chez les espéces suivani@s: cuneifolia (Asaln et Oksiiz, 1999), C.

malacitana C. napifolia (Barrero etal., 1995),C. cinerariassp umbrosa(Bruno et Herz,
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1988),C. nicaensigBruno etal., 1996),C. paui(Cardona etl., 1994),C. araneosgFarrag
et al.,, 1993),C. alba (Fernandez et al., 1995f;. asperassp aspera C. calcitrapa C.

eriophorg C. rochelian, C. sphaerocephalasp lusitanica C. vallesiaca(Geppert eal.,

1983), C. sulphurea (Geppert etal.,, 1983 ; Gonzélez eal., 1984), C. orphanidea
(Gousiadou et Skaltsa, 2008), bruguierana(Harraz efal., 1994),C. stoebgHuneck efal.,

1986), C. alexandrina(lsmail etal., 1986),C. deusta(Karioti et al., 2002) C. maculosa
(Kelsey et Locken, 1987¥;. zuccariniang Koukoulitsa efal., 2002),C. diffusa(Milkova et

al., 1993),C. aggregateC. aplolepa ssp.aplolepa C. aplolepassp.lunensis C. arenaria
ssp.arenariag C. arenariassp.majorowii, C. arenaria ssp.odesanacC. atticassp.drakiensis

C. atticassp.ossaeaC. calvescensC. cinerariassp.cineraria, C. cinerariavar. circae, C.

cuneifolia ssp.pallida, C. diffusavar. brevispina, C. exarata, C. grisebachissp.confusaC.

grisebachissp.grisebachi, C. kartschianaC. leucophaeasp.leucophaea, C. mantoudiC.

orphanidea ssp.orphanidea, C. pallidiossp.pallidior, C. pelig C. rhenanassp.savranica

C. sphaerocephalassp sphaerocephala, C. transien€. tymphaeassp. brevisping C.

tymphaea ssp.tymphaea, C. zuccarinian@Nowak et al., 1984),C. raphaninassp.mixata
(Panagouleas etl., 2003),C. brugueriana(Rustaiyan eal., 1982),C. rothmaleranaSantos
et al., 1995),C. spinosa(Sarouglou etl., 2005), C. attica ssp.attica et C. thessalassp.
drakiensis(Skaltsa etal., 1999),C. squarrosgTarasov etl., 1973)C. derventangTesevic
etal., 1998a)C. pallescengYoussef etl., 1987).
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Composé 138a-O-[(4-acétoxy-5-hydroxy)-angeloyl]-saloniténolide

Le composa se présentait sous forme huileuse incolore solddnhes le chloroforme.

OAc

[a]2’+10.18 (MeOH, ¢ 0.25).
IR (CaR): vnax=3436 (OH), 1648 (C=0y-lactone, ester).
EI-MS (70eV): m/z 408 (§&H2¢Os).

L’analyse du spectrtH-RMN (Figure 62 & Tableau 34, nous a permis de constater
qu'il s'agit d'un gérmacranolide de type salonitéte portant deux doubles liaisond®? et
A* (Bently etal., 1970).

Un signal caractéristique pour ce type de sesquditey lactones ayant un groupe
méthyleney-lactone est celui du proton H-7, qui apparait cemum multiplet & 3.07, a
cause de sa conjugaison avec les méthines dedopsesit-6, C-8 et avec les protons
géminaux H-13a, H-13b (Samek, 1970).

Au niveau de la région oléfinique apparaissensigsaux de 6 protons:

> Le proton H-1 apparait comme un multiplet 4.99.

» Le proton H-5 apparait comme un doublét&a82 J= 10.0 Hz).

> Bien que le proton H-6 ne soit pas oléfiniquepparait comme un doublet dédoublé a
0 5.12 0= 8.8, 10.0 Hz) dans cette région a cause de stgpoallylique par rapport a la
double liaison.

> Le proton H-8 n'est pas oléfinique également, mhiapparait dans cette région
comme un doublet dédoublésab.19 (= 8.8, 10.0 Hz) plus déblindé que le proton H-6 a

cause de la chaine latérale qu'il porte.
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> Les signaux caractéristigues du groupméthyléney-lactone ont été attribués aux
méthylénes exocycliqgues H-13a et H-13W .28 (0= 3.6 Hz) et & 5.69 (= 2.8 Hz)

respectivement.

En plus, dans le specttel-RMN, 5 signaux correspondant aux protons de kirehlatérale
ont été observés :

» Un signal doublet de doublets dédoublés &.38 0= 1.4, 4.8, 5.2 Hz, H-3", qui
indiqgue une conjugaison avec deux autres protomsapparaissent comme deux doublets
dédoublés élargis : 'un@5.08 0= 4.8, 16.0 Hz) et 'autre &5.01 (= 5.6, 16.0 Hz). La plus
petite constante de couplage (4.8 Hz) est attrilgugre conjugaison homo-allylique, tandis
gue la grande constante (16.0 Hz) indique la poesele deux protons géminaux au méme
carbone. Par conséquence, ces protons correspoagergositionsH-3' (0 6.38), H-4'a ¢
5.08) etH-4'b (9 5.01).

» Deux doublets élargis a 4.33 (= 13.6 Hz,H-5'a) et 4.30 J= 13.6 Hz,H-5'b)
correspondent a deux autres protons géminaux piekgeancore un systéme AB.

Il est important de noter que les protons gémirgeiia position C-4' sont plus déblindés par
rapports aux autres protons géminaux de la posii a cause de la présence d'un groupe
acétylé voisin (4' CHCH3COO).
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Tableau 34 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du composé3

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
4.99 1 m H-1
2.58 - 2.46 1 m H-2a
2.28-2.16 1 m H-2b
2.57 1 ddd(J=3.1,6.0, 11.6) H-3a
2.04-1.92 1 m H-3b
4.82 1 d(J=10.0) H-5
5.12 1 dd(J = 8.8, 10.0) H-6
3.07 1 m H-7
5.19 1 dd(J = 8.8, 10.0) H-8
2.60 1 d(J=13.2) H-9a
2.50 1 t(J=12.0) H-9b
6.28 1 d(J=3.6) H-13a
5.69 1 d(J=28) H-13b
1.49 3 S H-14
4.28 1 d (J = 14.0) H-15a
4.09 1 d (J = 14.0) H-15b
6.38 1 ddd(J=1.4,4.8,5.2) H-3
5.08 1 dd(J = 4.8, 16.0) H-Za
5.01 1 dd(J=5.6, 16.0) H-Z
4.33 1 d(J=13.6) H-5a
4.30 1 d(J = 13.6) H-5b
2.09 3 S CH;COO

o O O 9w Er o Er o oo o oor o &or o o0 ok o oo ow ok oak ar ar a0 sk dk  owr
==

Figure 62 Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé 3
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Par comparaison des résultatsdeRMN avec ceux de la littérature (Huneekal,

1986) la structure suivante a été attribuée a pgo0sé:

OAc

Composé 13

Il s’agit du 8x-O-[(4-acétoxy-5-hydroxy)-angeloyl]-saloniténolidee @omposé a été
isolé la premiére fois cheZentaurea stoeb@Hunecket al, 1986), par la suite il a été isolé
des espéces suivant&s: alba (Fernandezt al., 1995),C. paui(Cardona etal., 1997),C.
derventangTeSevic etl., 1998a)C. thessalasp.drakiensis(Skaltsa etl., 1999).
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Composé 14: 18, 13-déhydromélitensine
Le composd4 se présentait sous forme d’huile soluble dansleraforme.

[a]2’+19.51° (MeOHg 0.01).
IR (CaR): vmax= 3400-3300 (OH), 1770 (C=@xlactone).
EI-MS (70eV): m/z 264 (GH204).

Au spectre'H-RMN (Figure 63 & Tableau 35, nous avons constaté la présence de
deux singulets élargis typiques pour les squel@tssélémanolides @ 5.38 et 4.92 valant
pour H-3a et H-3b, respectivement.

Dans la région oléfinique apparaissent les sigrauracteristiques d’'un groupe vinylique (—
CH=CH,) :

» Le proton H-1 apparait sous forme de doublet déléoau5.76 et il se conjugue avec
les protons géminaux H-2d< 10.7,cis-conjugaison) et H-2bJE 17.2,trans-conjugaison);
ces derniers apparaissent comme deux doubtesCd et 4.98, respectivement.

» Les protons du méthyléene exocyclique apparaissassiaa la région oléfinique
comme deux doubletsé6.15 ¢ = 3.1, H-13a) et 4 5.56 (0 = 2.8, H-13b).

> Le proton H-6 apparait comme un doublet dédoubld.dl 0= 11.3, 11.6) indiquant
son interférence avec un second proton voisin aposition trans-diaxiale, qui apparait
comme un doublet &2.49 0= 12.1, H-5). Le déplacement du proton H-6 indiguprésence
d’'une fonction oxygénée au carbone correspondant.

> Le signal du proton H-7 apparait comme un tripketriplet ad 2 .61 0 = 3.1, 11.0),
qui est une forme typique chez les élémanolidese konjugue avec ses protons voisins H-6
et H-8 ayant la méme constante de couplage, quirengae I'angle dihédral entre les protons
H-6 et H-7 d’'une part et les protons H-8 et H-7udfa part est le méme. Par conséquence, le

proton H-7 se trouve entre deux protons (H-6 et)Heii ont la méme orientation dans
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'espace J= 11.0,trans-diaxiale), alors que la petite constante de cagld= 3.1) est due a
sa conjugaison avec I'un des deux protons gémidaua position C-13J(= 3.1, H-13a), qui
s’approche de ce proton.

» Le méthine de la position C-8 apparait partiellenseiperposé par le proton H-15b et
son assignement a été fait a I'aide du spectre HF@Qre 65).

» Les protons géminaux H-15a et H-15b du groupe hgyainéthyle attaché au carbone
C-4 apparaissemiommedeux doublets caractéristiques 4.13 § = 11.3) et 3.98J= 11.7),
respectivement.

» Le singulet intense qui intégre pour 3 protonrsla08 a été attribué au méthyle de la
téte CH-14 lié au carbone C-10 du squelette.
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Tableau 35 Valeurs de$H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé4

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J(Hz) | Position
5.76 1 | dd@=10.7,17.2) H-1
5.02 1 d (J=10.5) H-2a
4.96 1 dJ=17.2) H-2b
5.38 1 S H-3a
4.92 1 S H-3b
2.49 1 d (J=12.1) H-5
4.11 1 dd(J=11.3, 11.6) H-6
2.61 1 tt(J=3.1, 11.0) H-7
4.00 1 dd(J=11.0, % H-8
1.84 1 dd(J=3.9,12.9) H-9a
1.63 1 dd(J=10.6, 12.1) H-9b
6.15 1 d@J=3.1) H-13a
5.96 1 d(J=2.38) H-13b
1.08 3 S H-14
4.13 1 d(@J=11.3) H-15a
3.98 1 d@J=11.7) H-15b

E’assignement du proton H-8 a été fait a 'aideHEQC.
Il est partiellenm superposé par H-15b.

frx=}

Figure 63 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composéA.
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Tableau 38 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDG)) du composéa4.

o (ppm) | Types de carbones Position
145.9 CH C-1
112.6 CH C-2
113.9 CH C-3
143.9 C C-4
50.5 CH C-5
78.5 CH C-6
54.8 CH C7
67.1 CH C-8
49.5 CH C-9
41.9 C C-10
137.4 C C-11
169.7 C C-12
119.9 CH C-13
19.1 CH C-14
67.3 CH C-15

, ol 7 S

174 143 184 144 154 133 1447144 1k 1 Ta FEH 1] H [
ITomm= |

Figure 64 Spectre“C-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du composd4
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Figure 65. Spectre HSQQ200 MHz, CDC}) du composéd4

Par I'analyse des spectres et par comparaisonédettats déH-RMN avec ceux de
Gonzélez edl., (1974) et de*C-RMN avec ceux de Cardona &, (1989), la structure

suivante a été attribuée a ce compose:

Composé 14

Il s’agit du 1, 13-déhydromélitensine. Ce composé a été isgbédmiere fois chez
Centaurea pullatgGonzalez eal., 1974) par la suite il a été isolé d&:cuneifolia(Aslan et
Oksiiz, 1999),C. sphaerocephalasp sphaerocephalgBruno etal., 1994), C. napifolia
(Bruno etal., 1995),C. aspera(Cardona etl., 1991),C. paui(Cardona etl., 1997), C.
castellana(Gonzalez eal., 1974)et deC. asperavar. stenophyllgPicher etal., 1984).

Cette substance a été également isolée ©mepordon corymbosuifCardona eal., 1989),

un taxon voisin aux centaurées.
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Composé 15: 8-0-(3,4-dihydroxy-2-méthylene-butanoyl)-1, 13-déhydromélitensine
Le composd5 se présentait sous forme d’huile soluble dansleraforme.

[a]2’ +22.20° (MeOHg 0.09).

IR (Cak): vimax= 3356 (OH), 1768 (C=Qy-lactone, ester).
EI-MS (70eV): m/z 378 (@H2607).

L’étude du spectréH-RMN (Figure 66 & Tableau 37, nous a informé sur la

présence d’'un squelette de sesquiterpene type idtdichear

Dans la région oléfinigue apparaissent lemaix caractéristiques d'un groupe
vinylique (-CH=CH): le proton H-1 sous forme de doublet dédoubiba/4 J = 10.5, 17.2)
qui se conjugue avec les protons géminaux H32aX0.5,cis-conjugaison) et H-2b (J = 17.2
Hz, trans-conjugaison), qui apparaissent comme doubléts.84 et 4.98 respectivement.

» Deux signaux singulets élargis typiques pour lasgekites des élémanolides ont été
attribués aux protons géminaux H-3a et H-3b, qupasgssent aco 5.40 et 4.95,
respectivement.

» Les protons du méthylene exocyclique apparaissams th région oléfinigue comme
deux doublets 46.13 0= 3.1, H-13a) et 4 5.53 J = 3.1, H-13b).

> Le signal du proton H-7 apparait comme un tripketirgplet as 2 .95 (= 3.1, 11.0),
qui est une forme typique chez les élémanolidegpré®n se conjugue avec ses voisins H-6
et H-8 ayant la méme constante de couplage quirmounie I'angle dihédral entre les protons
H-6 et H-7 d’'une part et les protons H-8 et H-7utfa part est le méme. Par conséquence le
proton H-7 se trouve entre deux protons (H-6 et)He@ii ont la méme orientation dans

'espace {= 11.0,trans-diaxiale).
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> Le proton H-8 apparait comme un triplet dédoublé &.27 (= 3.9, 11.0). Le
déblindage noté pour cette substance par comparasec 1, 13-déhydromélitensine
(composél4) dont le proton H-8 apparaitéad.00 indique la présence d’'un ester au carbone
C-8 (chaine latérale).

» Un singulet intense, qui integre pour 3 protond,1al6 a été attribué au méthyle de la

téte CH-14 lié au carbone C-10 du squelette.

Dans la région des protons attachés aux carboéesalune fonction oxygénée nous avons
observé les protons suivants:

> Le proton H-6 apparait comme un triplet 4.21 (0= 11.3) indiquant la présence d’un
second proton voisin a une positibans-diaxiale, qui apparait comme un doublei 3.56
(J= 11.7, H-5). Le déplacement du proton H-6 inditu@résence d’'une fonction oxygénée
au carbone correspondant. Ceci est en accord av@gral du C-6 au spectC-RMN a6
78.4.

» Deux doublets caractéristiques 8.07 J= 13.7) et 3.99J= 13.7) ont été attribués aux
protons géminaux H-15a et H-15b du groupe hydroxiggié attaché au carbone C-4 (143.2
ppm).

Les signaux suivants de la chaine latérale montreat/’acide, qui estérifie I'hydroxyle a la
position C-8, est le 3,4-dihydroxy-2-méthylene imaiigue :

» Un doublet de doublet@4.62 J= 3.5, 6.6)a été attribué au proton H-3'.

» Deux doublets dédoublésiéa3.82 0= 3.5, 11.0, H-Za) et a0 3.59 J = 6.6, 11.3, H-
4'b).

» Deux singulets a@ 6.36 et 6.04 ont été attribués aux protons H{3&&b.

Au spectre”*C-RMN (Figure 67 & Tableau 38, dans la région oléfinique huit signaux ont
été identifiés, qui indiquent la présence de quaddigbles liaisons:

» Deux sur le squelette central entre C-1 (145.8)-2t(115.0), entre C-3 (113.2) et C-4
(143.5).

» Une sur 'anneau lactonique entre C-11 (136.5)-&8@120.8).

» Une sur la chaine latérale entre C-2' (138.6) Bt (127.4).

Au méme spectre, un signabdl69.6 a été attribué au carbonyle de 'anneawréguie, un

autre signal a 165.1 caractéristique d’'un second carbonyle atitbué a C-1".
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Tableau 37 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du composé5.

é (ppm) | nH Multiplicité, J(Hz) Position
5.74 1 dd(J=10.5, 17.2) H-1
5.04 1 d (J = 10.5) H-2a
4.98 1 d(J=17.2) H-2b
5.40 1 S H-3a
4.95 1 S H-3b
2.56 1 d@J=11.7) H-5
4.21 1 t(J=11.3) H-6
2 .95 1 tt (J=3.1, 11.0) H-7
5.27 1 dt(J=3.9, 11.0) H-8
2.05 1 dd(J=4.0,13.6) H-9a
1.71 1 dd(J=10.9, 13.6) H-9b
6.13 1 d(@=3.1) H-13a
5.52 1 d(@J=3.1) H-13b
1.15 3 S H-14
4.07 1 d(J=13.7) H-15a
3.99 1 d(J=13.7) H-15b
4.62 1 dd(J= 3.5, 6.6) H-3'
3.82 1 dd (J = 3.5,11.0) H-4'a
3.59 1 dd(J=6.6,11.3) H-4'b
6.36 1 S H-5'a
6.04 1 S H-5'b

Figure 66: Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé5.
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Tableau 38 Valeurs des°C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du composéa.

Figure 67: Spectre”*C-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du composé45

(ppm)
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o (ppm) Types de carbones Position
145.5 CH C-1
115.0 CH C-2
113.2 CH C-3
143.5 C C-4
50.2 CH C-5
78.4 CH C-6
52.1 CH C7
71.3 CH C-8
44.7 CH C-9
41.9 C C-10
136.5 C C-11
169.6 C C-12
120.8 CH C-13
12.8 CH C-14
18.5 CH C-15
165.1 C C-1
138.6 C Cc-2'
69.4 CH C-3'
65.2 CH c-4'
127.4 CH C-5'

o 10 | 150 140 130 120 1o 100 | o | 8o 70 e s a0 a0 20




Par I'analyse des spectres et par comparaisorédakats déH-RMN et de*C-RMN
avec ceux de la littérature (Bruret al, 1988), la structure suivante a été attribuée a ce

COMpOSE:

Composé 15

Il s'agit du &0-(3,4-dihydroxy-2-meéthylene-butanoyl)-2,13-déhydroméliten-
sine, un gérmacranolide qui a été isolé chez lggoes suivantes de la famille des
AsteraceaeCentaurea cinerariasp umbrosaBrunoet al, 1988),C. napifolia(Bruno etal.,
1995),C. malacitana(Barreroet al, 1988),C. napifolia (Brunoet al, 1995),C. orphanidea
(Gousiadou et Skaltsa, 2008), deustgKarioti et al., 2002)C. zuccariniangKoukoulitsa et
al., 2002),C. atticassp attica (Skaltsaet al.,1999),C. thessalasp.drakiensis(Skaltsaet al,
2000Db) et de&€nicusbenedictugTsanakovaet al, 1994).

Selon les résultats obtenus par Koukoulitsal.e2002), ce composé possédevitro

une forte activité cytotoxique et cytostatique cemes cellules cancéreuses.
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Composé 16: @-hydroxy-4-épisonchucarpolide

Le composd6 se présentait sous forme huileuse incolore solddntes le chloroforme.

[a]2°+31.80° (MeOHg 0.20).
IR (CaR): vmax= 3400 (OH), 1640 (C=Oylactone, ester) et 1718 &€rC=0, aldéhyde).
EI-MS (70eV): m/z 280 (&H200s).

Les spectresH-RMN, et™C-RMN (Figure 69 & Tableau 40, nous ont fourni des

indications sur la présence d’'une décaline portdinie anneau lactonique (Kasymov, 1982).

Au niveau du spectrtH-RMN (Figure 68 & Tableau 39, un singulet trop déblindé
dans la région du bas champ 8.91 nous a indiqué la présence d'un aldéhyde.ll® pous
avons constaté les signaux correspondant au geeupEthyleney-lactone:

> les protons géminaux de la position C-13 comme dmwublets & 6.20 (= 3.1, H-
13a) et ao 5.97 (= 3.1, H-13b) § 136.5, C-11 et 119.2, C-13), qui présentent une
conjugaison avec le proton H-7. Ce dernier appamitme un triplet de triplet &2.53 (=
3.1, 10.6). Il présente une conjugaison avec léoprtactonique H-6, qui apparait comme un
triplet a0 4.39 (0= 11.4), et également avec le protdr8, qui est proche d'une fonction
oxygénée et apparait comme un triplet de triplee 9 (= 4.3, 10.6).

Le squelette du composks est surtout conclu par les valeurs des déplacement
chimiques et des constantes de couplage des prétéh®t H-5 et par I'apparition d’'un
singulet a 0.82. Ce dernier intégrant pour 3 protons corredpu méthyle de la téte de la

sesquiterpene lactone.

Le carbone C-10 est saturé (41.2 ppm), alors gis%soit d'un élémanolide soit d’'un

eudesmanolide. Dans le spectt-RMN seulement les protons oléfiniques de la deubl
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liaison exocyclique sont observés, alors I'absed@itres protons oléfiniques rejette la

possibilité d'un squelette élémanolide.

Le protonH-9a apparait comme un doublet dédouhiéa28 0 = 4.3, 12.2) et le
proton H-9b apparait@l.29 comme un multiplet.
La trans-conformation entre les deux chaises de la décalheonclue par le signal du proton
H-5, qui apparait a 1.97 comme un doublet dédoublé 6.1, 11.7). La grande constante de
couplage J= 11.7) avec le proton H-6 montre que leurs pasitisonttrans-diaxiale Alors
gue la petite constante de couplagre.1) montre la présence d’'un autre proton vicaalC-
4 et indique que les conformations relatives emir&/H-4 sontaxiale-equatoriale par
conséguence le substituant au C-4 doit &tral.

Les constantes de couplagks et J; gindiquent une conformation relative entre eux
trans-diaxiale par conséquence le composé porte un anneau itpotoen positiorirans par
rapport au squelette central (décaline). Sachaatlgwproton H-7 tient une-conformation
pour des raisons biosynthétiques (Kupchaal.et1967) le H-8 doit tenir un&conformation

et alors OH-8 est placé en position

Le déplacement chimique du proton H-4 a.77 (J= 5.5) indique la présence d'un
substituant au méme carbone qui le déblinde; cstisudnt est le groupe aldéhydé-15).
Par le spectr&®C-NMR, nous avons dénombré 15 carbones (3G, ZCH, et 1(Hs).

Dans la région ou apparaissent les carbones vaoésinge fonction oxygénée trois
signaux ont été apercus: C4l716.4), C-6 § 74.4) et C-84 65.8).

Dans la région des carbones saturés apparaissesigf@ux suivants: C-2 £5.6), C-
3 (0 20.6), C-4 § 43.8), C-5 § 46.7), C-7 § 55.0), C-9 § 47.3), C-10 § 41.2) et C-14(
11.8).
De plus, les signaux des carbonyles suivants eénobservés : C-12)(172.5) et C-154
200.1).
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Tableau 39 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du composésé.

é (ppm) | nH Multiplicité, J(Hz) Position
3.35 1 dd (J= 4.4, 10.6) H-1
1.69 1 m H-2a
1.57 1 m H-2b
2.41 1 de(J=14.1) H-3a
1.40 1 m H-3b
2.77 1 t (J=5.5) H-4
1.97 1 dd(J=5.1,11.7) H-5
4.39 1 t@=11.4) H-6
2.53 1 tt (J= 3.1, 10.6) H-7
4.09 1 it (J= 4.3, 10.6) H-8
2.28 1 dd(J=4.3, 12.2) H-9a
1.29 1 m H-9b
6.20 1 d(@=3.1) H-13a
5.97 1 d(@d=3.1) H-13b
0.82 3 S H-14
9.91 1 S H-15

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.26.05.85.65.45. 25, 04.84.64.44.24.03.83.63.43.23.02.82.62.42.22.01.81.61.41.21.00.38
(ppm )

Figure 68 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé4s6.
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Tableau 4Q Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDG) du composés.

o (ppm) Types de carbones Position
76.4 CH C-1
25.6 CH C-2
20.6 CH C-3
43.8 CH C-4
46.7 CH C-5
74.4 CH C-6
55.0 CH C7
65.8 CH C-8
47.3 CH C-9
41.2 C C-10
136.5 C C-11
172.5 C C-12
119.2 CH C-13
11.8 CH C-14
200.1 CH C-15

hbsmmbnrsmssnbidnsosess
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110
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Figure 69 Spectre”*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du composé6.
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Figure 70: Spectre COSY (200 MHz, CD§ldu composéeé.

Par I'analyse des spectres et par comparaisonésestats des spectréd-RMN et
3C-.RMN avec ceux de la littérature (Skaltsaadt 2000b), la structure suivante a été

attribuée a ce composé:

Composé 16

II s’agit du 8&-hydroxy-4€pisonchucarpolide, un eudesmanolide isolé pour la
premiéere fois chefentaurea tessalasp.drakiensis(Skaltsa etl., 2000b), par la suite il a
été isolé de&C. orphanidegGousiadou et Skaltsa, 2003).
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Composé 17: @-0-3,4-dihydroxy-2-méthylene-butanoloxy)-4épisonchucarpolide
(Malaciténolide)
Le composé 1 se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2’ +25.53° (MeOHg 1.05).

IR (CaR): vimax= 3420 (OH), 1640 (C=Qy-lactone, ester).
EI-MS (70eV): m/z 394 (@HzeOg).

L’analyse du spectréH-RMN (Figure 71 & Tableau 41 du composél7 nous a
permis de distinguer la présence d’'une décalineapta d'un anneau lactonique (Kasymov,
1982). Son squelette central et sa conformatiohidentiques a ceux du compdsg en plus

il porte une chaine latérale, qui estérifie 'hydpe a la position C-8.

Les deux signaux oléfiniqgues des protons géminauxnédthyléne exocyclique a la
position C-13 apparaissent comme deux doublét6.46 0= 3.1, H-13a) et a 5.51 (= 3.2,
H-13b).

Un signal caractéristique pour les sesquiterpecteri@s ayant un groupeméthyléne
y-lactone a été détecté et attribué au proton Hivagparait comme un triplet de triplet a
2.83(J= 3.1, 11.0 Hz) a cause de sa conjugaison avemé#isines des positions C-6, C-8 et

avec les protons géminaux H-13a, H-13b.

Il faut signaler qu’également dans le cas des endeslides le couplage entre le proton
H-7 et les protons géminaux du méthyléne exocyeligat en bonne concordance avec la
regle de Samek (1970).

> Le proton H-4 apparait comme un doublet dédouble.a@8 g= 1.2, 5.1) a cause de sa

conjugaison avec les protons H-3a et H-3b, ain'sivgie le proton H-5.
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» Ce dernier (H-5) apparait comme doublet dédoubdéezablindé & 2.00 0= 5.7,
11.7). La petite valeur de la constante de coupteges indique que les protons H-4, H-5
tiennent une positioraxiale-équatorialeentre eux; la grande valeur de la constante de
couplage est due a sa conjugaison avec le protéretous indique que les protons H-5, H-6
se trouvent en positiamans-diaxiale

> Le proton H-6 apparait sous forme d’un triplet 450 (J = 11.3) et se conjugue avec
ses protons voisins H-5 et H-7 et indique qu’ildreevent en positiotrans-diaxale

> Le proton H-8 apparait comme un triplet dédoubié28 (J= 4.7, 10.5) plus déblindé
gue le proton H-6 et cela est expliqué par I'infloe de la chaine latérale qu’il porte.

Les grandes valeurs des constantes de couplagelestproton$i-5/H-6, H-6/H-7, H-7/H-8
confirme que ces protons sont placés entre euxositign axiale et anti-parallele et par

conséquence les deux chaises de la décaline tiemnetnans conformation entre eux.

» Un singulet trop déblindé dans la région du basnghas 9.92, nous a indiqué la
présence d’'un aldéhyde. L'absence d’une conjugaisen le proton H-4 nous indique que le
groupe aldéhyde est placé axialement. Par coritez, la substance précéderité)( le proton
H-15 apparait comme un doublet 8.64 (= 3.9) a cause de sa conjugaison avec le proton H-
4 (-CHO est placé équatorialement).

Les signaux de la chaine latérale ont été déteor@sme suit:

Dans la région ou apparaissent les protons voésimge fonction oxygénée:

» Un doublet dédoublé@4.61 (= 3.1, 6.2) qui a été attribué au proton H-3'.

» Deux doublets dédoublés &3.83 § = 3.5, 11.3) et & 3.58 0 = 6.6, 11.0)
correspondant aux protons géminaux d-dt H-4b, respectivement.

Dans la région oléfinique :
» Deux singulets élargis @6.36 etd 6.04, correspondant aux protons géminaux, H-5'a

et H-5'b, respectivement.

En plus, dans la région du haut champ nous avamdiie le reste des protons:

> Le méthyle de la téte (GHL4) apparait comme un singulet intégrant pourstroi
protons & 0.90.

> Le proton H-1 apparait comme un doublet dédoublé.as (J= 4.2, 11.3 Hz).

» Le proton H-4 apparait comme un doublet dédoublé.ag8(J= 1.2, 5.1 Hz).

» Le proton H-9a comme un doublet dédoubd&2a46(J = 4.0, 11.1 Hz).
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» Les protons géminaux H-2a et H-2b, H-3a et H-3msiaque le proton H-9b

apparaissent comme multiplets.

Tableau 41 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du composé

d (ppm) n°H Multiplicité, J(Hz) Position
3.38 1 dd (J= 4.2, 11.3) H-1

1.75-1.55 2 m H-2a, H-2b

1.85-1.60 2 m H-3a, H-3b
2.78 1 dd(J= 1.2, 5.1) H-4
2.00 1 dd (J= 5.5, 11.7) H-5
450 1 t (3= 11.3) H-6
2.83 1 t (J= 3.1,11.0) H-7
5.28 1 td (J= 4.7,10.5) H-8
2.46 1 dd (J= 4.7, 12.9) H-9a
6.16 1 d (3= 3.1) H-13a
5.51 1 d(J= 3.2) H-13b
0.90 3 S H-14
9.92 1 S H-15
461 1 dd(J= 3.1, 6.2) H-3
3.83 1 dd (J= 3.5, 11.3) H-Z4a
3.58 1 dd (J= 6.6, 11.0) H-2
6.36 1 S H-5a
6.04 1 S H-5b

I
oom

Figure 71: Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé
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Par comparaison des résultatsdeRMN avec ceux de la littérature (Barrezbal,

1997a) la structure suivante a été attribuée dEgoseé :

Composé 17

Il s'agit du &-0O-(3,4-dihydroxy-2-méthyléne-butanoloxy)épi+sonchucarpolide
(malaciténolide), isolé pour la premiére fois fantaurea malacitanéBarreroet al, 1997a);
par la suite il a été isolé par les especes gradquatticassp.attica (Skaltsaet al, 1999),C.
orphanidea(Gousiadou et Skaltsa, 2003)&tspinosgSaraglou eal., 2005).
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Composé 18: @-0-(3, 4 dihydroxy-2-méthyléne-butanoyl)-sonchucarpatie

(4-épi-malacitenolide)
Le composd8 se présentait sous forme d’huile incolore solulalesde chloroforme.

[a]2’+25.90° (MeOHg 0.04).

IR (CaR): vmax= 3600-3300 cil (OH), 2917 crit (vibration de tention C-H), 1769 ¢
(C=0,y-lactone, ester), 1723.5 eniC=0 chaine latérale).

EI-MS (70eV): m/z 394 (&H2c0g).

Les spectreSH-RMN (Figure 72 & Tableau 42 et**C-RMN (Tableau 43 nous ont
fourni des indications sur la présence d'une dgealortante d’'un anneau lactonique
(Kasymov, 1982).

Les signaux suivants ont été observes :
> Par les valeurs déSC-NMR et HSQC Figure 74) nous avons constaté que le C56 (
78.8) est plus deéblidé que le C869.5). Ces valeurs sont révélatrices que la lé&sation a

lieu entre les carbones des positions C-6 et C-12.

» A 0 9.64 apparait comme un doublet le proton du gralgéhyde au carbone C-4,
avec une constante de couplage3.9 (au cas de la substaricéce proton apparait comme
singulet & 9.92).

Cette petite constante de couplage est due auqfat I'aldéhyde tient une orientation
éguatoriale, et cela lui permet de présenter ungugaison avec le proton H-4 (placé

axialement).

> A la région oléfinique les signaux caractéristiqaesgroupea-méthyleney-lactone
sont apercudi-13a etH-13b (C-130 120.2) apparaissent comme deux doublei$dl (J =
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2.8) et 5.52 J= 2.8) a cause de leurs conjugaisons avec le pidténCette conjugaison a éte

révélée par le spectre COSFidure 73).

De plus les valeurs des constantes de couplage lenproton H-7J= 2.7, 10.6) et le proton
H-8 (J= 3.2, 9.4) nous indiquent une positiwans du groupex-méthyléney-lactone (Cadona
etal., 1997).

» Le protonH-7 (C-7¢ 55.3) apparait comme un triplet de triplet 2.88 (= 2.7, 10.6)
a cause de sa conjugaison avec les protons géniiird@a,H-13b et les protond-6 etH-8.

> Le proton H-6 (C-66 78.8) apparait comme un tripletsa3.97 ¢ = 11.3) et se
conjugue avec ses protons voisidss et H-7 (trans-diaxiale conformation), alors que le
proton H-8 apparait comme un triplet dédoublésab.27 (= 3.2, 9.4) a cause de sa
conjugaison avec les protoHs7, H-9a etH-9b.

> Le proton H-8 est déblindé par rapport au protof ekla est di a la chaine latérale
qu'’il porte.

» Le protonH-5 (C-56 48.1) apparait comme un triple6 4.88 (= 11.4) et se conjugue
avec ses protons voisii$-4 et H-6 (trans-diaxiale conformation). Ces conjugaisons sont

confirmées par COSYFigure 73).

A l'aide du spectrd&NOESY la stéréochimie relative de la substance agéouvée:

> Le groupe aldéhyde au carbone C-15 est placé étplatoent parce que le proton H-
15 donne un signal NOE avec le proidb.

» Le proton H-7 donne un signal NOE avec le pratbh; ce dernier donne un signal
NOE avec le proton H-1.

> Les protons du méthyle-14 (qui apparaissent comm&ngulet & 1.02) donnent des
signaux NOE avec les protons H-6 et H-8, mais pas ke proton H-1.

» Le proton H-4 donne des signaux NOE avec les psatb6 et le CH-14.

Ces données en combinaison avec les grandes valkesirsonstantes de couplages entre

les protondH-4/H-5, H-5/H-6, H-6/H-7, H-7/H-8 confirme que ces protons sont placéseen

eux en positioraxiale etanti-paralléle.
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Tableau 42 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du composés8.

o (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
3.42 1 dd (J= 4.3, 10.9) H-1
1.73 1 m H-2a
1.56 1 m H-2b
1.83 1 m H-3a
1.59 1 m H-3b
2.49 1 t (J= 4.0, 11.6) H-4
1.88 1 t(J=11.4) H-5
3.97 1 t(J=11.3) H-6
2.88 1 t (J=2.7, 10.6) H-7
5.27 1 dt(J=3.2, 9.4) H-8
2.55 1 dd(J=4.5, 12.9) H-9a
1.31 1 dd(J= 4.8, 13.2) H-9b
6.11 1 d(J=2.8) H-13a
5.52 1 d(J=2.8 Hz) H-13b
0.95 3 S H-14
9.64 1 d(J=3.9) H-15
4.61 1 dd(J=3.7, 6.4) H-3'
3.83 1 dd(J=3.7,11,1) H-4'a
3.59 1 dd(J=6.6, 11.1) H-4b
6.35 1 S H-5'a
6.04 1 S H-5'b

N B L B e L B A B
6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 36 3.2 2.8 24 2.0 1.6
(ppm)

Figure 72 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé4s.
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Tableau 43 Valeurs de$°C-RMN du composé8*

o (ppm) Types de carbones Position
76.9 CH C-1
24.6 CH C-2
23.1 CH C-3
47.8 CH C-4
48.1 CH C-5
78.8 CH C-6
55.3 CH C7
69.5 CH C-8
43.5 CH C-9
41.9 C C-10
136.6 C C-11
170.2 C C-12
120.2 CH C-13
12.8 CH C-14
202.2 CH C-15
166.5 C C-1
72.4 C c-2'
71.5 CH C-3'
65.9 CH c-4'
128.1 CH C-5'

*Assignements faitbadgde des spectres HSQC et HMBC.

L O3
- g L+
< L'y

1 i —— ¢ ¥ ® O
& __H-6MH-7H;BH5

/7 H3IH-4ab

) H-5'a/H-5b H-13a/F-7

Figure 73 Spectre COSY (400 MHz, CD#}I
du composds.
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Figure 75. Spectre HMBC (400 MHz, CDg)ldu composés.

Par I'analyse des spectres et par comparaisorédakats déH-RMN et de*C-RMN

avec ceux de la littérature (Saraglouakt 2005) la structure suivante a été attribuée a ce

COMpOSE:

Composé 18

II s’agit du &-0-(3, 4 dihydroxy-2-méthyléne-butanoyl)-sonchucaig®l| (4-€pi-
malacitenolide), un eudesmanolide isolé pour lampkee fois chezCentaurea spinosa
(Saraglou eal., 2005).
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Composé 19: 8-O-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthylenebutanoyl)-&pi-sonchucarpolide

Le composd 9 se présentait sous forme huileuse incolore solddntes le chloroforme.

[a]2’+21.02° (MeOHg 0.07).

IR (CaR): vmax= 3411 (OH), 1632, (C=Oy-lactone), 1766 cih(C=0, ester), 1720 cth
(C=0, aldéhyde) et 1710 ¢h{C=0, acétyle).

EI-MS (70eV): m/z 436 ( &H200)

L’analyse des spectrésl-RMN (Figure 76 & Tableau 44 et**C-RMN (Figure 77 &
Tableau 49 nous a indiqué la présence d’'un eudesmanolidet ayganneau lactonique entre
les positions C-6 et C-12 et un groupe aldéhyde @ostition C-4 (Kasymov, 1982). D’'autres
informations ont été recueillies:

» Un singulet & 9.92 a été attribué au proton du groupe aldéhyah ldosignal du
carbone apparait@201.8.

> A la région oléfinique apparaissent les signaux jpiegons H-13a, H-13b, comme
deux doublets avec des valeurs de constantes ddesti{= 2.7) a¢ 6.17 et 5.58,
respectivement. Ces protons sont caractéristiquegrdupe a-méthyleney-lactone et se
conjuguent avec le proton H-7, qui apparait comméiplet de triplet & 2.85 (= 2.7, 11.2).

Cette conjugaison est confirmée par le spectre COSY

Au niveau des mémes spectres, dans la région dudhamp nous avons observé la
présence de plusieurs signaux, a l'inverse de deéoméoléfinique, qui apparait pauvre en
signaux; ceci nous indique que la substance porszjuelette central saturé (décaline).

> Le proton H-4 apparait comme un tripleb 2.78 0 = 5.1) et se conjugue avec le
proton H-3b (confirmé par le spectre COSY) et deguroton H-5, qui apparait assez blindé a
01.99 0=5.4, 12.5). La grande constante de couplage dereer indique une conformation
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trans-diaxialeavec son autre proton voisin H-6, qui apparaitroenun triplet & 4.51 avec
une grande constante de couplaleX1.8) indicative de la présence d’un autre protoisin
en positiortrans-diaxiale(H-7).

> Le proton H-7 se conjugue avec le proton H-8, gupiagiait comme un triplet dédoublé
a05.28 § = 3.5, 11.7). La grande constante de couplagguedigue ces deux protons sont en
positiontrans-diaxialeentre eux.

Le spectre NOES¥Figure 78) confirme ces données. Nous avons apercu leasign
NOE entre les protons suivants:

» Le protonH-7 avec le protorH-5. Le proton H-9b avec les protoHs7 etH-1. Par
conclusion les protonH-1, H-5, H-7 etH-9b possédent la méme orientation dans I'espace
gue le proton H-7, qui tient ureconformation (Kupchaet al, 1967).

» Le proton H-8 avec le proton H-6.

Comme les protons H-5/H-6, H-6/ H-7, H-7/H-8 sol#cgs en positiotrans-diaxiale et
anti-parallele, donc les protons H-6 et H-8 tierineres-conformation.

» Le proton H-15 (groupe-CHO) avec le proton H-6. Bamséquence ce groupe-CHO
tient une orientatio par rapport au carbone C-4 et une posiaarale car le proton H-4
comme nous l'avons déja décrit est en posifignatorialepar rapport au proton H-5.

» Le déplacement paramagnétique du H-4 238 est révélateur de la présence d’'un
substituant oxygéné (-OH). De plus le carbone @agait a la région des carbones oxygénés
a0 77.8.

» Un singulet intégrant pour trois protons .90 a été attribué au méthyle de la téte
(C10-CHs). Par le spectre NOESY, il est évident que céhgiétdonne des signaux NOE avec
les protonsH-9a etH-6, mais pas avec le protdirl. Alors nous pouvons conclure que le
méthyle tient unep-orientation, tandis que le proton H-1 tient unerientation; par
conséquence, I'hydroxyle de la position H-1 tiemé¢ #-orientation.

> Le déplacement chimique du proton H-8 qui est diéldindé par rapport au proton H-
6 indique la présence d’'un ester a C-8. L'acide eptérifie le 8-OH est le 4-acétoxy-3-
hydroxy-2-méthylene-butanoique dont les signaux ksnsuivants:

> A 0 6.37 et 6.05 deux singulets élargis attribués pumtons H-5'a et H-5'b,
respectivement.

» A 0 2.07 un singulet intégrant pour 3 protons corragdpat au méthyle de I'acétyle.

» A04.73 0=3.9,6.7) un doublet dédoublé attribué au proiesi.
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> A04.31 (=239 11.7) et 4.17J= 6.7, 11.4) deux doublets dédoublés correspondant
aux protonsH-4'a et H-4'b, respectivement. Il faut noter qu’il y a unplEement
paramagnétique par rapport au compbs€3.83 & 3.58) a cause de l'acétyle.
Tableau 44 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé9

o (ppm) n°H | Multiplicité, J (Hz) | Position
3.38 1 | dd(J=4.3,11.4) H-1
1.71 1 m H-2a

1.60-1.56 1 m H-2b

2.45-2.40 1 m H-3a

1.46-1.43 1 m H-3b
2.78 1 t(J=5.1) H-4
1.99 1 dd(J=5.4,12.5) H-5
451 1 t(J=11.8) H-6
2.85 1 | tt@=27 11.2) H-7
5.28 1 | td@=35,11.7) H-8
2.48 1 | dd@=4.2,13.0) H-9a
1.29 1 m H-9b
6.16 1 dJ=2.7) H-13a
5.58 1 d(Jd=2.7) H-13b
0.90 3 S H-14
9.92 1 S H-15
4.73 1 | dd(J=3.9,6.7) H-3
4.31 1 | dd(J=3.9,117) | H4a
4.17 1 | dd(J=6.7,11.4) | H-4D
6.37 1 se H-5"a
6.05 1 se H-5b
2.07 3 S CH3COO
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Figure 76: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé4.9.
Tableau 45 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDG) du composé&.

o (ppm) | Types de carbones Position
77.8 CH C-1
27.3 CH C-2
22.4 CH C-3
44.9 CH C-4
48.6 CH C-5
76.3 CH C-6
53.7 CH C7
69.7 CH C-8
43.8 CH C-9
41.4 C C-10
136.4 C C-11
171.2 C C-12
120.0 CH C-13
13.9 CH C-14

201.8 CH C-15
164.6 C C-1'
138.3 C C-2'
69.7 CH C-3'
67.1 Ch C-4'
128.1 CH C-5'
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Figure 77: Spectre”*C-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos49.
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Figure 78 SpectreNOESY (400 MHz, CDC}) du Figure 79: Signaux NOE du compod®
composélL9.

Par I'analyse des spectres et par comparaisorédakats déH-RMN et de*C-RMN
avec ceux de la littérature (Skaltsaal, 2000b) la structure suivante a été attribuée a ce

COMpOSE:
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Composé 19

I s'agit du &-O-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthylene-butanoylggisonchu-
carpolide, isolé pour la premiére fois faentaurea atticassp.attica (Skaltsaet al, 2000b),
puis deC. deustgKarioti etal., 2002).

Composé 20 : &-O-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthylene-butanoyle)-soncluarpolide
Le compos&0 se présentait sous forme huileuse incolore solddntes le chloroforme.

[a]2’+10.35° (MeOHg 0.08).

IR (CaR): vmax= 3389 (OH), 1764, (C=Oy-lactone), 1760 cih (C=0, ester), 1720 cth
(C=0, aldéhyde) et 1701 ¢h{C=0, acétyle).

EI-MS (70eV): m/z 436 ( &H2¢00)

Le spectréH-RMN (Figure 80 & Tableau 46 révéle plusieurs similarités avec celui

du composd 9. Nous avons observé les différences suivantes :
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» Le proton H-15 du groupe aldéhyde est un peu blandl®.65 et apparait comme un
doublet ¢= 3.9) a cause de sa conjugaison avec le proton H-4
» Le proton H-4 apparait@2.53 comme un doublet dédoubl& @.3, 12.5) a cause de

sa conjugaison avec les protons H-5 et H-15. Rapara au compos&9, il est blindé (0.25

ppm).

Comme nous pouvons observer par la valeur de Istaote de couplage les protons H-4
et H-5 se trouvent en positidrans-diaxialeentre eux. Par conséquence, le groupe -CHO de
la position C-4 a changé d’orientation comparé laicde la substancd9 et il est placé

éguatorialement.
A cause de ces changements le proton H-5 appanmitne un triplet J= 11.2) au lieu

d’apparaitre comme un doublet de doublet et de ipjua un déplacement diamagnétiqué a
1.87 (1.99 ppm a la substari®).

Tableau 48 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du compos&0.

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J(Hz) Position
3.44 1 | dd@=35,10.1) H-1

1.84-1.50| 1 m H-2a, H-2b, H-3b
1.83 1 m H-3a
2.53 1 | dd@3=43,125) H-4
1.87 1 t(J=11.2) H-5
3.97 1 t(J= 11.0) H-6
2.88 1 td (J= 2.7, 11.0) H-7
5.28 1 dt (J= 4.6, 10.8) H-8
2.51 1 | dd@@=43,11.3) H-9a
1.31 1 m H-9b
6.12 1 d (3= 2.8) H-13a
5.54 1 d(J=3.1) H-13b
1.02 3 S H-14
9.65 1 d (J=3.9) H-15
4.71 1 m H-3
4.30 1 | dd(3=3.9,117) H-4'a
4.19 1 dd(J= 6.6, 11.3) H-4'b
6.36 1 S H-5a
6.04 1 S H-5b
2.06 3 S CH3;COO
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(ppm )

" H-15/H-5

Figure 81 Spectre NOESY (400 MHz, CD§Idu  Figure 82 Signaux NOE du compo3®.
compos&0.
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L’analyse des spectres et la comparaison des aésule’H-RMN avec ceux de la
littérature (Karioti etal., 2002) nous ont permis d’ attribuer la structstévante a ce

COMpOSE:

Composé 20

Il s’agit du &:-O-(4-acétoxy-3-hydroxy-2-méthyléne-butanoyle)-soraarpolide,un

eudesmanolide isolé pour la premiere fois dBedeustgKarioti etal., 2002).

c) Flavonoides isolés des deux especes
Les composés se présentaient comme des tachesrepsous 'UV a 365 nm, qui

devenaient jaune-verdatre avec le réactif de N8G7q)L

Afin de déterminer la structure de ces composés,amalyse par spectrophotométrie
UV-Vis a l'aide des différents réactifs de déplaeamina été menée d'aprées Mabryabt
(1970).

Composé 21: 5, 7, 4trihydroxy-6-diméthoxyflavone (6-méthoxy-apigenineg hispiduline)
Le composé1 a été isolé d&€. pullata Il se présentait sous forme de poudre de couleur

blanchéatre, soluble dans le dichlorométhane.

Selon les valeurs ded Bnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-14% (in) et
le solvant de Partridge (0.92cm) nous constatoagechent qu’il s’agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diftéreéactifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 47
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Tableau 47:Valeurs UV-Vis du compos2l

Bande I Bande |
Amax (NM) | AX Ib Amax(NM) | laAmax(nm) | Ak (1)
MeOH 274 333
MeONa 276.5 302, 309 ép., 331 389.5 +56.5
ep.
AlCl 3 262 ép. 272 302 362 +29
AICl3/ HCI 261 ép. 273 300 351 +18
NaOAc 272 -2 306 ép. 331 369
ép.
NaOAcH3BO; 272 333

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compdkk possede deux bandes d’absorption
Amax 333 (bande I) et 274 nm (bande II), caractéristigd’'un flavonoide de type apigénine
(Mabry etal., 1970).

» Avec le MeONa le déplacement bathochromique (+5@&h accompagné d'une
hyperchromie de l'intensité du spectre au niveauadéande | indique la présence d'un
hydroxyle libre a la position C-4' (Mabry a&it, 1970).

» Au niveau de la bande |, les valeurs de déplacesrigsthochromiques avec ACI
(+29 nm) et aprés l'addition du HCI (+18 nm), naug informé sur lI'absence d’'un systéeme
ortho-hydroxyles au niveau du noyau B (Mabryaét 1970).

» La présence d’'un groupe oxygéné a la position Gt@létecté grace au déplacement
bathochromique de (+18 nm) avec le AICHCI au niveau de la bande | (Mears et Mabry,
1972; Sakakibara et Mabry, 1977).

» Malgré que le déplacememgpsochromiquee la bande Il avec NaOAc, il ressort que
I'hydroxyle a la position C-7 est libre; cela egpkqué par la substitution a la position C-6
par un groupe oxygéné (Farkaskt 1966).

» Lors de I'ajout successif desBOs aucun déplacement n’'a été enregistré au niveau de
la bande I, expliquant I'absence d’un systé@rtbo-hydroxyles au niveau du noyau B.

L’étude du spectréH-RMN (Figure 83 & Tableau 48 du compos@1 a permis de
mettre en évidence dans la région aromatique kepoe de protonsa@7.85 €, J= 8.6, H-2',
H-6") etad 6.92 @, J = 8.6, H-3', H-5) dont les constantes de couplad&uent la présence
d'un systeme AA' BB' sur le noyau B. Par ailledles,ix singulets intégrants chacun pour un
proton & 6.61 (H-8) eb 6.57 (H-3) on été notés.
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Dans la région du haut champ, un singulét3297 intégrant pour 3 protons, indiquant
la présence d’'un groupe méthoxyle a été enregistrée
La combinaison des résultats des spectreRMN avec ceux des spectres UV-Vis

nous indiquent que ce méthoxyle est positionné-gu C

Tableau 48 Valeurs desH-RMN (400 MHz; CDC4) du composé@1

o (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
7.85 2 d (J=8.6) H-2', H-6
6.92 2 d (J =8.6) H-3', H-5'
6.61 1 S H-8
6.57 1 S H-3
3.97 3 S OCH;
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Figure 83 Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé@1

Par comparaison des résultats'HeRMN et de I'UV-Vis avec ceux de la littérature

(Seghiri etal., 2006), la structure suivante a été attribuée Googoseé:

Composé 21

Il s’agit du 5,7,4'-trihydroxy,6-méthoxyflavone (hispiduline). Ce composé est un
flavonoide de surface (Wollenweberadt, 2003); il a été isolé pour la premiere fois chez
Ambrosia hispidulgAsteraceae) (Herz et Sumi, 1964), par la suiéegté isolé chez plusieurs
espéeces appartenant a cette familebrosia ambrosioide@erz etal., 1969),lva hayesiana
(Herz et Sudarsanam, 1970)frutescengHerz etal., 1972),Eupatorium cuneifoliunet E.
rotundifolium (Kupchan efal., 1969),Brickellia californica (Mues etal., 1979),Flourensia
cernua(Rao efal., 1970).
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Dans le genre&Centaurea il est présent chez les especes suivar@esturfuracea
(Akkal et al., 2003), C. nervosaet C. phrygia (Christensen et Lam, 1991(,. bracteata
(Flamini etal., 2001), dans les partie aérienmesC. arguta (Gadeschi eal., 1989), C.
hierapolitana (Karamenderes al., 2007),C. floccosa(Negrete efal., 1987)C. chilensis
(Negrete etl., 1988),C. melitensigNegreteet al., 1989),C. inermis C. virgata (Oksiiz et
al., 1984),C. africana(Seghiri efal., 2006) et cheZ. phyllocephald Twalij etal., 1983).
Selon Harborne et Baxter (1993), ce flavonoide gissine activité anti-hépatotoxique.

Composé 22: 5-hydroxy-6, 7, 4'-triméthoxyflavone @vigénine)
Le compos&2 a été isolé d€. grisebachiissp.grisebachii Il se présentait sous forme de

poudre de couleur jaune pale, soluble dans le atichiéthane.
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Selon les valeurs ded Bnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-132Q@m)
et le solvant de Partridge (0.91 cm), nous constatdairement qu’il s’agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diftéreéactifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 49

Tableau 49:Valeurs UV-Vis du compos&2

Bandell Bandel
Amax (NM) | AL Ib Amax(nNM) | 1akmax(nm) | AX (1a)
MeOH 276 299 ép. 329
MeONa 277 297 ép. 328.5 -0.5
AICl 3 263 ép.| 290 ép. 302 348 +19
AICl 3/ HCI 261 ép.| 290 ép. 302 348.5 +19.5
NaOAc 272 -2 327.5
NaOAcH3BO; 272 327.5

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compd&posséde deux bandes d’absorption
Amax 329 (bande ) et 276 nm (bande Il), caractérigtiqd’'un flavonoide du type apigénine
(Mabry etal., 1970).

» Lors de I'ajout du MeONa, il apparait un tres faibléplacement hypsochromique de
(-0.5 nm) accompagné d’'une hypochromie de l'inténdu spectre au niveau de la bande I,
ceci a expligué la substitution de I'hydroxyle dtasition C-4' (Mabry edl., 1970).

» Les valeurs bathochromiques de (+19 et +19.5 nnec a&ICl et AICIy/HCI,
respectivement au niveau de la bande I, ont expligibbsence d’un systénoetho-hydroxyles
au niveau du noyau B (Mabry &t, 1970).

» De plus, le déplacement bathochromique de +19.@veo AICE/ HCI au niveau de
la méme bande a révelé la présence d’'un substitugméné a la position C-6 (Mears et
Mabry, 1972 ; Sakakibara et Mabry, 1977).

» Le déplacement hypsochromique de -1 nm au niveda bande Il avec NaOAc nous
informe sur la substitution a la position C-7 (Mabtal., 1970).

» Lors de I'ajout successif desBO3, un tres faible déplacement hypsochromique a été
induit au niveau de la bande | (-1.5 nm), qui expdi I'absence d'un systenm@tho-

hydroxyles au niveau du noyau B.

L’analyse du spectréd-RMN (Figure 84 & Tableau 50 a confirmé la présence dans
la région aromatique d’'un systéeme AA' BB' sur lggano B confirmé par deux doubletsia
7.83 (J=9.0, H-2', H-6") et @ 7.00 (= 9.0, H-3', H-5"). Par ailleurs, deux singletggrants
chacun pour un protond6.58 (H-8) eb 6.53 (H-3) ont été notés.
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Dans la région du haut champ, trois singuletsigtygs de groupes de méthoxyles,
résonnant a 3.95, 3.90 e8.87 intégrants chacun pour 3 protons ont été égvél
La combinaison des résultats des spectreRMN avec ceux des spectres UV-Vis

nous indiquent que ces méthoxyles ont été posiésanix C-6, C-7 et C- 4', respectivement.

Tableau 50 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&2

o (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
7.83 2 d(J=9.0) H-2', H-6'
7.00 2 d(J=9.0) H-3', H-5'
6.58 1 S H-8
6.53 1 S H-3
3.95 3 S OCH;
3.90 3 S OCH;z
3.87 3 S OCHs

I

—
4.0 3.8
(ppm)

7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4
(ppm)

Figure 84 Spectre’H-RMN (400 MHz, CDCY) du compos@2
Sur la base de ces résultats et par comparaiseres/données dél-RMN et de UV-

Vis de la literature (Finnegan at., 1972; Tillequin etl., 1977), la structure suivante a été

établie:
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OH O

Composé 22

Il s’agit du 5-hydroxy-6,7,4'-triméthoxyflavone (g@énine) un flavonoide de surface
(Grayer efal., 1996; Wollenweber dl., 2003), ce flavonoide a été identifié chez laifl@am
des Asteraceae dans les especes suivakigsatorium salvia(Gonzalez etal.,, 1990),
Ageratina gilbertii(Herz et Gibaja, 1972RBrickellia dentata(Ulebelen egl., 1980),Achillea
schischkinii(Ulebelen etal., 1987) et déAchillea sibiricassp.mongolica(Valant-Vetsera et
al., 1999). Dans le genrt@entaurea il a été isolé deC. cineraria ssp.umbrosa(Bruno et
Herz, 1988) et d€. cuneifolia(Aslan et Okstiz, 1999 ; Okslizadt, 1988).

Composé 235, 7, 4'-trihydroxyg, 3'-diméthoxyflavone (6- méthoxy;-géthyl-lutéoline;
jacéosidine)
Le compos&3 a été isolé des deux especes étudiées. Il senpmdssous forme de poudre

jaunatre, soluble dans le méthanol et le dichlotbaree.
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Selon les valeurs ded Bnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-189@m)
et le solvant de Partridge (0.88 cm), nous constatdairement qu’il s’agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diit8reéactifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 51

Tableau 51:Valeurs UV-Vis du compos&3

Bandell Bandel
Amax(NM) | AX | Amax (NM) AL

MeOH 274 346

MeONa 274 334 ép., +60
4061

AICl 3 283, 370 +24

294 ép.
AICI3/ HCI 258 ép. 284 362 +16
NaOAc 275 +1 | 319 ép., 383
NaOAcH3BO; 278 348 +2

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compdspossede deux bandes d’absorption:
Amax 274 (bande 1) et 346 nm (bande ll), caractérigtiqd’'un flavonoide de type lutéoline
(Mabry etal., 1970).

» Le déplacement bathochromique (+60 nsn)te a I'ajout de la base forfdeONa
accompagné d’'une hyperchromie de l'intensité detspeau niveau de la bande I, a expliqué
la présence d’'un hydroxyle libre a la position GMabry etal., 1970).

» Au niveau de la bande |, les valeurs de déplacesrizathochromiques avec AlGt
apres l'addition du HCI, nous ont informé sur lafse d’'un systémertho-hydroxyles au
niveau du noyau B (Mabry at., 1970).

» La présence d’'un groupe oxygéné a la position G alétectée avec le déplacement
bathochromique de +16 nm avec le AICHCI au niveau de la bande | (Mears et Mabry,
1972; Sakakibara et Mabry, 1977).

» Malgré que le déplacemet¢ la bande Il a été augmenté seulement de (+lanet)
NaOAc (base faible), il ressort que I'hydroxyleadplosition C-7 est libre; cela a été expliqué
par la présence a la position C-6 d’'un groupe orgg§ui diminue l'acidité de hydroxyle a la
position C-7 (Farkas &il., 1966).

» Lors de I'ajout successif desBOs, un tres faible déplacement bathochromique a été
induit au niveau de la bande | (+2 nm), expligu&atisence d’'un systemartho-hydroxyles

au niveau du noyau B.
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L'étude du spectréH-RMN (Figure 85 & Tableau 59 du compos@®3 a permis de
mettre en évidence dans la région aromatique kepoe des protonssar.46 @d, J =1.6, 8.6,
H-6"), a 7.31q, J =1.9, H-2") et & 7.02 @, J = 8.4, H-5') dont les constantes de couplage
indiquent gqu’ils ont une position relativeétaet ortho, respectivement (systeme ABX). Par
ailleurs, deux singulets intégrant chacun pour natiom a0 6.58 (H-8) et 6.54 (H-3) ont été
notés.

Dans la région du haut champ, deux singulefs4202 et & 3.98 intégrant pour 3
protons chacun ont été enregistrés, ont indigugrdsence de deux groupes de méthoxyles.

La combinaison des résultats des spectreRMN avec ceux des spectres UV-Vis
nous indiquent que ces méthoxyles sont positioang<C-6 et C-3', respectivement.

Tableau 52 Valeurs desH-RMN (400 MHz; CDC}) du compos@3

o (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
7.46 1 dd(J= 1.6, 8.6) H-6'
7.31 1 d (3= 1.9) H-2'
7.02 1 d(J=84) H-5'
6.58 1 S H-8
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6.54 1 S H-3
4.02 3 S OCH;
3.98 3 S OCHs;

Figure 85 SpectreéH-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé&3

Par comparaison des résultats'#eRMN avec ceux de la littérature (Martinez at,
1987 ; Nacer, eal., 2006) et ceux de I'UV-Vis (Christensen et LarA91; Li etal., 1988;

Medjroubi etal., 2005a) la structure suivante a éte attribuéecogosé:

OH O

Composé 23
Il s'agit du 5, 7, 4'-trihydroxy-3', 6-diméthoxgflone (jacéosidine), un flavonoide de

surface (Onyilagha et Grotewold, 2004).

La littérature mentionne la présence de ce flawdmaoians le genr€entaurea
(Asteraceae). Il a été isolé de: pallescengAli et al., 1987),C. alexandrina(Amer etal.,
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1984; Ismail etl., 1986),C. cuneifolia(Aslan etOksiiz, 1999),C. cineraria ssp.umbrosa
(Bruno et Herz, 1988)C. asperavar. subinermis(Cardona etl., 1991),C. nervosaet C.
phrygia (Christensen et Lam, 1991, thessalassp.drakiensis(Gousiadou et Skaltsa, 2003),
des racines deC. jacea(Harborne et Baxter, 1999)C. arguta(Gadeschi eal., 1989),de C.
hierapolitana une espéce endémique turque (Karamenderat,e2007),C. tougouriensis
(Nacer et al., 2006);. inermis C. kilaeaet C. virgata(Oksiiz etal., 1984), des fleurs dé.
ruthenica(Tamaki etal., 2006) et d€. phyllocephaldTwaij etal., 1983).

Dans l'espece étudiée, il a été identifié pour lanpére fois par Medjroubi el.
(2005a).

Chez la méme famille, cette substance a été idmmtthez une plante australienne
Helichrysum viscosumar. bracteatumpar Geissman etl. (1967); cheHelenium radiatum

(Herz etal. 1968) cheZrtemisia arcticaécoltée en Arizona (Herz at, 1970).

Des propriétés anti-rhumatismales et anti-inflanwinas ont été attribuées a ce
flavonoide. Li etl. (1979) et Zhao «l. (2001) indiquent l'utilisation de jacéosidine dda

meédecine chinoise.

Composé 24: 5, 7,'arihydroxy-6, 4'-diméthoxyflavone (desméthoxycentaureidine)
Le compos&4 a été isolé d€. pullata Il se présentait sous forme de poudre de couleur

jaunatre, soluble dans le dichlorométhane.
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Selon les valeurs ded Bnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-154@1) et
le solvant de Partridge (0.82 cm), nous constatdasement qu’il s'agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diftéreéactifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 53

Tableau 53:Valeurs UV-Vis du compos4

Bandell Bandel
Amax (NmM) AN Amax(Nm) AN
MeOH 271 341
MeONa 274 3891 +48
AICl3 263ép. 279 370 +29
AICl3/ HCI 281 364 +23
NaOAc 274 +3 312 ép. 385
NaOAc/H3BOs 276 340 -1

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compdsepossede deux bandes d’absorption a
271 (bande I) et 341 nm (bande Il) caractéristiqiian flavonoide de type lutéoline (Mabry
etal., 1970).

» Lors de I'ajout du MeONa, il apparait un fort dé@ement bathochromique de +48 nm
accompagné d’'une hypochromie de l'intensité du tspesiu niveau de la bande |, ce qui a
expliqué la substitution de I'hydroxyle a la pasitiC-4' (Mabry eal., 1970).

» Selon les valeurs de déplacements bathochromiquesvaau de la bande | avec
AICI; (+29 nm) et avec HCI (+23 nm), nous avons notéséabe d’'un systémertho-
hydroxyles au niveau du noyau B (Mabryaét 1970).

» De plus, le déplacement bathochromique de +23 ren AlCL/ HCI au niveau de la
méme bande a réveélé la présence d’'un groupe oxyaéadosition C-6 (Mears et Mabry,
1972; Sakakibara et Mabry, 1977).

» L’hydroxyle a la position C-7 n'est pas substitnéalgré que I'addition de NaOAc
(base faible) a provoqué un déplacement bathoclremde 3 nm seulement. Cela a été
expliqué par la présence a la position C-6 d'urugecoxygeéené (Farkas &it, 1966).

» L’ajout du HsBO3z a induit un trés faible déplacement hypsochrommu@iveau de la
bande I (-1 nm), confirmant les résultats obterues aICl;/ HCI sur I'absence d’un systeme

ortho-hydroxyles au niveau du noyau B.

L’étude du spectréH-RMN (Figure 86 & Tableau 54 du compos@4 a permis de

mettre en évidence dans la région aromatique letoms suivants: a 7.46 @d, J= 1.5, 8.2,
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H-6", ao 7.31 @, J= 1.5, H-2") et @ 7.01 @, J= 8.2, H-5) dont les constantes de couplage
indiquent qu’ils ont une position relativeétaet ortho, respectivementPar ailleurs, deux
singulets intégrants chacun pour un protorneb8 (H-8) et 6.54 (H-3) ont été notés.

Dans la région du haut champ, deux singuleis4a02 et & 3.98, intégrants pour 3
protons chacun, ont été enregistrés, indiqguantdsgnce de deux groupes méthoxyles.
La combinaison des résultats des spectreRMN avec ceux des spectres UV-Vis

nous indiquent que ces méthoxyles sont positioang<C-6 et C- 4', respectivement.

Tableau 54 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&@4

é (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
7.46 1 dd(J=15,8.2) H-6'
7.31 1 d (J=1.5) H-2'
7.01 1 d(J=8.2) H-5'
6.58 1 S H-8
6.54 1 S H-3
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4.02 OCHs
3.98 3 S OCHs

w
(7))

T
4.00
(ppm )

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10 7.00 6. 90 6. 80 6. 70 6. 60 6. 50 6. 40
(ppm )

Figure 86: Spectre’H-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&4.

Par comparaison avec les résultats de I'UV-Visesitdans la littérature (Harborne et
Mabry, 1982; Mues eal., 1979; Voirin, 1983 ), la structure suivante & éttribuée a ce

COMpOSE:

Composé 24
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Il s’agit du 5, 7, 3-trihydroxy-6, 4'-diméthoxyflane (desmethoxycentaureidine).
Chez le genr€entaurea(Asteraceae), ce composé est rencontré dans unredreb réduit
d'especes (Christensen et Lam, 1991); il a été &®C. nigrescen®tC. phrygia(Harborne
et Baxter, 1999) et d€. spinosgSaraglou eal., 2005).

Dans la méme famille, ce composé a été isolé delefe deBrickellia californica
(Mues etal., 1979) et ddrickellia laciniata(Timmermann eal., 1979).

Composé 25 : 5,4dihydroxy-6, 7, 3-triméthoxyflavone (Cirsilinéol)
Le compos@5 a été isolé d€. griesebachissp.griesebachii Il se présentait sous forme de

poudre de couleur jaune, soluble dans le dichlotbam& et le méthanol.

Selon les valeurs des Rnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-154@m) et
le réactif de Partridge (0.94 cm), nous constatdagement qu’il s'agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diit8reéactifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 55
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Tableau 55:Valeurs UV-Vis du composzs

Bandell Bandel
€p. | Amax(nm) AL Amax (NM) AL
MeOH 251 269 338
MeONa 274 348 +10
AlICl3 262 286 +17 348 +10
AICl3/ HCI 260 279 +10 348 +10
NaOAc 275 -1 348.5
NaOAc/H3BOs 270 340 +2

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compd®posséde deux bandes d’absorption
entre 269nm (bande I) et 338 nm (bande II) carsstigues d’'un flavonoide de type lutéoline.

» Lors de I'ajout du MeONa, il apparait un déplacetr@thochromique de (+10 nm)
accompagné d'une hypsochromie de l'intensité diwctspeau niveau de la bande |, qui a
expliqué que I'hydroxyle a la position C-4' estélfMabry etal., 1970).

» Les déplacement bathochromiques de (+10 nm) av€g At AlICl; / HCI au niveau
de la bande I, ont expliqué I'absence d’un systéntieo-hydroxyles au niveau du noyau B
(Mabry etal., 1970).

» De plus, le déplacement bathochromique de (+10ave¢ AICk/ HCI au niveau de la
méme bande révele la présence d’'un substituanttoyg la position C-6 (Mears et Mabry,
1972; Sakakibara et Mabry, 1977).

» Selon les valeurs de déplacement bathochromique Al&; et AICIy/HCI (+17 et
+10 nm, respectivement) au niveau de la band@ dipparait que I'hydroxyle a la position C-
5 est libre (Mabry eal., 1970; Voirin, 1983).

» Le déplacement bathochromique de (-1 nm) au nivkala bande Il avec NaOAc
nous informe sur la substitution a la position Qvabry etal., 1970).

» L’ajout de HBO;3 induit un tres faible déplacement bathochromigenm au niveau

de la bande I, qui indique I'absence d’'un systémntieo-hydroxyles au niveau du noyau B.

L’analyse du spectréd-RMN (Figure 87 & Tableau 56 a confirmé la présence dans
la région aromatique de protong &.42 @d, J =2.0, 8.2, H-6"), 7.46d( J= 2.4, H-2") et &
6.94 @, J = 8.2, H-5') dont les constantes de couplage uediy qu’ils ont une position
relative métaet ortho, respectivement. Par ailleurs, deux singulets iatégrchacun pour un

proton & 6.56 (H-8) et 6.53 (H-3) ont été notés.
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Dans la région du haut champ, trois singuleds3297, 3.95 et 3.91 intégrants chacun
pour 3 protons, typiques de groupes de méthoxgleseté enregistrés.
La combinaison des résultats des spectreRMN avec ceux des spectres UV-Vis

nous indiquent que ces meéthoxyles sont positioangsC-6, C-7 et C-3..

Tableau 58 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos&5

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J (Hz) Position
7.46 1 d = 2.4) H-2'
7.42 1 dd (J= 2.0, 8.2) H-6'
6.94 1 d(J=8.2) H-5'
6.56 1 S H-8
6.53 1 S H-3
3.97 3 S OCH;
3.95 3 S OCHs
3.91 3 S OCH;s

190



Figure 87: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du composé5.

Par comparaison des résultats '##eRMN et ceux de I'UV-Vis avec ceux de la

littérature (Medjroubi eal., 2005a), la structure suivante a été attribuée @mpose:

Composé 25

Ce composé est 5ihydroxy-6,7,3-triméthoxyflavone (cirsilinéol)l s’agit d’'un
flavonoide de surface (Wollenweberadt, 2003), isolé d&€entaurea pullata Medjroubi et
al., 2005a).

191



Composé 26: 5, 3'-dihydroxy-6, 7, 4'-triméthoxyflaene (eupatorine)
Le compos&6 a été isolé des deux espéeces étudiées. Il senpmédssous forme de poudre de

couleur jaune, soluble dans le dichlorométhanke etéthanol.

Selon les valeurs des Rnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-167@m) et
le solvant de Partridge (0.86 cm), nous constattaieement qu'il s’agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les dift&re2actifs de déplacement sont présentés

dans leTableau 57

Tableau 57:Valeurs UV-Vis du composg6

Bandell Bandel

Amax (NM) AL Amax (NM) A
MeOH 275 341
MeONa 276 395, +54
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AlCl 3 282 +7 361 +25
AICl3/ HCI 254 ép. 285 +10 357 +21
NaOAc 276 +1 319 ép., 376
NaOAcH3BO; 277 340 +4

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compdd@posseéde deux bandes d’absorption
entre 275nm (bande |) et 341 nm (bande Il) carstigues d'un flavonoide de type lutéoline
(Mabry etal., 1970).

» Lors de I'ajout du MeONa, il apparait un fort dé@ment bathochromique de +54 nm
accompagné d’'une hypochromie de lintensité du tspegu niveau de la bande I, qui a
expliqué la substitution de I'hydroxyle a la pasitiC-4' (Mabry eal., 1970).

» Les valeurs bathochromiques de (+25 et +21 nm) aAkKel; et AICIy/HCI,
respectivement, au niveau de la bande | ont expligibbsence d’un systénoetho-hydroxyles
au niveau du noyau B (Mabryat, 1970).

» De plus, le déplacement bathochromique de +21 ren AICL/ HCI au niveau de la
méme bande a révelé la présence d’'un substituggéag a la position C-6 (Mears et Mabry,
1972; Sakakibara et Mabry, 1977).

» Selon les valeurs de déplacement bathochromique AN&; et AICI/HCI +7 et +10
nm respectivement au niveau de la bande I, ibegdpque I'hydroxyle a la position C-5 est
libre (Mabry etal., 1970; Voirin, 1983).

» Le déplacement bathochromique de (+1 nm) au nigkala bande Il avec NaOAc
nous informe sur la substitution a la position Qvabry etal., 1970).

» L’ajout su ccessif de #BOzinduit un faible déplacement bathochromique (+4 nm)
au niveau de la bande I, qui explique I'absence dystemeortho-hydroxyles au niveau du

noyau B.

L'analyse du spectréd-RMN (Figure 88 & Tableau 59 a confirmé la présence dans
la région aromatique de protong &.48 (e J=8.24, H-6), 7.31 6eH-2") et a0 6.94 @, J =
8.6, H-5) dont les constantes de couplage indiguent qatilsune position relativenétaet
ortho, respectivement. Par ailleurs, deux singulets ia€grchacun pour un protorv&.55
(H-8) eto 6.53 ppm (H-3) ont été notes.

Dans la région du haut champ, trois singulets mégot ao 4.02, 3.95 et 3.94

intégrants chacun pour 3 protons, typiques de gr®de meéthoxyles, ont été enregistres.
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La combinaison des résultats des spectfeRMN avec ceux des spectres UV-Vis

nous indiquent que ces méthoxyles sont positioangsC-6, C-7 et C-4".

Tableau 58 Valeures defH-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos&6

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J (Hz) Position
7.48 1 de(J = 8.24) H-6
7.29 1 se H-2
6.94 1 d(J=8.6) H-5
6.55 1 S H-8
6.53 1 S H-3
4.02 3 S OCH;
3.95 3 S OCH;z
3.94 3 S OCHs
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7.60.55%.50.45.40.35.30.25.20.15.1%.0¥.00.9%5.906.8%.86.7%5.706.6%5.606.5%.50
(ppm )

Figure 88 SpectreéH-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos&6

Sur la base de ces résultats et par comparaisanleseésultats d&H-RMN et de
UV-Vis obtenus par (Timmermann at.,, 1979), la structure suivante a été attribuée a c

COMpOSE:

Composé 26

Ce composé est 5, 3'-dihydroxy 6, 7, 4'-triméthtawdne(eupatorine), un flavonoide
de surface (Grayer etl., 1996), isolé dans la famille des Asteraceae pyremiere fois

chezEupatorium semiserratuiupchan etl., 1969a).

Dans le genr€entaureail a été identifié cheZ. cineraria(Bruno et Herz, 1988);.
inermis C. virgata (Oksiiz etal., 1984),C. cuneifolia(Oksiiz etal., 1988),C. thessalassp.
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drakiensis(Georgiadou, 1999); il a été eégalement isolé douwe de composé minoritaire
chezC. aggregatgZapesochnaya et., 1977)

Ce composé a été également isolé d'autres gentesidues : des feuilles de
Brickellia laciniatadu Texas (Timmermann al., 1979), delLourteigia stoechadifoliadu
Vénézuéla (Triana, 1995), @&tevia satureiaefoli§Sosa etl., 1984) et ddrickellia dentata
(Ulubelen etal., 1980).

Composé 27: 5-hydroxy, 6, 7, 3', 4'-tetraméthoxyfleone
Le compos&7 a été isolé des deux espéces étudiées. Il a &ésimas forme de poudre de
couleur jaune, soluble dans le dichlorométhanke etéthanol.

Selon les valeurs des Rnregistrées sur CCM (Cellulose) avec AcOH-18§@m) et
le solvant de Partridge (0.84 cm) nous constatdasement qu’il s’agit d’aglycone de
flavonoide. Les résultats obtenus avec les diit8reéactifs de déplacement sont présentés
dans leTableau 59
Tableau 59:Valeurs UV-Vis du composg7

Bandell Bandel
Amax(Nm) AN Amax A
(hm)
MeOH 241 ép., 251 ép. 279 338
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MeONa 241 ép., 251 éf 276 369, +31
AICI; 262, ép. 282 +3 365 +27
AICI3/ HCI 282 +3 360 +22
NaOAcC 277 2 | 314ép| 365
NaOAC/H3BOs 278 340 +2

» Le spectre UV-Vis pris au MeOH du compdséposseéde deux bandes d’absorption
Amax 279 (bande |) et 338 nm (bande Il), caractérigtiodiun flavonoide de type lutéoline.

» Le déplacement bathochromique de (+31 nm) accondadme hypochromie de
l'intensité du spectre avec MeONa enregistré aeauvde la bande | indique la substitution
de 'hydroxyle a la position 4' (Mabry at., 1970).

» Le déplacement bathochromique de (+27 nm) au nideala bande | lors de I'ajout
de AICkL qui reste stable aprés I'addition du HCI (+22 nngus a informé sur I'absence au
niveau du noyau B d’un systeragho-hydroxyles (Mabry eal., 1970).

» De plus, ce déplacement bathochromique au niveda éande | avec AIGl/ HCI
nous a indiqué une substitution a la position Cab yn groupe oxygéné (Mears et Mabry,
1972).

» La présence d'un hydroxyle a la position C-5 a ééfirmé par les valeurs de
déplacement bathochromique avec AIGHCI au niveau de la bande Il (Mabryadt, 1970;
Voirin, 1983).

» Le déplacement hypsochromique de (-2 nm) au niviEala bande Il avec NaOAc
nous informe que I'hydroxyle a la position 7 edbstitué (Mabry eal., 1970).

» L’ajout de HBOs provoque un déplacement bathochromique de (+2aurmiveau de
la bande | et indique I'absence d’un systartbo-hydroxyles au niveau du noyau B.

L'analyse des spectréd-RMN (Figure 89 & Tableau 60 a révélé la présence dans
la région aromatique de proton® &.50 @d, J=2.0, 8.6, H-6), 7.31 €, J=2.0, H-2) et ao
6.95 @, J= 8.6, H-5), dont les constantes de couplage indiquent goiis une position
relativemeétaetortho, respectivement, confirmant la présence d’un systdBX sur le noyau
B. Par ailleurs, deux singulets intégrants chacour pin proton & 6.60 (H-8) et 6.54 (H-3)

ont été enregistrés.

Dans la région du haut champ, quatre singulets 397, 3.96, 3.94 et a 3.90
intégrants chacun pour 3 protons typiques de gsdpanéthoxyles.
La combinaison des résultats des spectrte®MN avec ceux du spectre NOESY

(Figure 91) nous indiquent que ces méthoxyles sont positieang C-3, C-7, C- 4, C-6.
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Tableau 6Q Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCJ) du compos&@7

é (ppm) | n°H Multiplicité, J(Hz) Position
7.50 1 dd(J= 2.0, 8.6) H-6
7.31 1 d(J=2.0) H-2
6.95 1 d(J=8.6) H-5
6.60 1 S H-8
6.54 1 S H-3
3.97 3 S 3'-0OCH;
3.96 3 S 7-OCH;
3.94 3 S 4'-OCH;
3.90 3 S 6-OCH;
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Figure 89 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDCJ) du compose&7.

Tableau 61 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du compos&@7

o (ppm) | Types de carbones Position
164.0 C C-2
104.5 CH C-3
182.6 C C-4
153.1 C C-5
132.6 C C-6
158.7 C C7

90.6 CH C-8
152.3 C C-9
108.7 C C-10
132.8 C C-1
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120.1 CH C-2'
149.3 C C-3'
153.0 C C-4'
111.1 CH C-5'
120.1 CH C-6'
60.9 Ch OCH;
56.3 CH OCHs
56.1 CH (OCHb) X 2

R i T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
185180175170165160155150145140135130125120115110105100 95 90 85 80 75 70 65 60 55
Cppm )

Figure 90: Spectre®*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du compos&7.
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Figure 91: Spectre NOESY (400 MHz, CD§ldu compos7

Par comparaison avec les données de la littérédtadorne et Mabry, 1982;
Martinez efal., 1987) avec ceux du compd&g la structure suivante a été attribuée a ce

COMpOSE:

Composé 27

Il s’agit du 5-hydroxy, 6, 7, 3', 4'-tetraméthoxgvone, un dérivé de lutéoline. Chez
la famille des Asteraceae, il a été isoléLadeirteigia stoechadifoligTriana, 1995). Chez le
genreCentaureall a été isolé d€. iberica(Ahmed et Bibi, 1979)C. cinerariassp umbrosa
(Bruno etal., 1988), deC. granata(Medjroubi etal., 1998),C. brugueriana(Rustaiyan et
al., 1982) et d€. cuneifolia(Salan et Oksiiz, 1999).

d) Autres composeés isolés des deux especes
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Composé 28: Isoscopoléting-hydroxy, 7-méthoxy -coumarin]
Le compos&8 a été isolé d€. pullata Il se présentait sous forme de poudre jaunepkolu
dans le dichlorométhane et le méthanol.

HO

HsCO O o)

[a]2’= -5.33 (MeOHC, 0.15)

Ce compose présentait une couleur bleue fluonscs®us 'UV a 365 nm, qui devient

bleue-verdatre avec le réactif de Neu (1957).

Tableau 62:Valeurs UV-Vis du composg8

Amax (NM)
MeOH 256 ép., 228, 295, 342
NaOH 5% 240, 280, 392

Les résultats obtenus avec les spectres UV-Vableau 62 et*H-NMR (Figure 92

& Tableau 63, nous ont indiqué que ce composé appartient @upgrdes coumarines.

Dans la région des protons aromatiques apparaiskant singulets attribués aux

protons H-5 et H-8 & 7.12 et 6.77, respectivement.

Les protons oléfiniqueH-4 et H-3 apparaissent comme double#s7a85 (0= 9.1) et
6.20 (= 9.6), respectivement.

Dans la région du haut champ, un singulét3291, intégrant pour 3 protons, a indiqué
la présence d’'un groupe méthoxyle.

Le site d’attachement du méthoxyle avec le groupepgirone a été conclu par le
signal NOE entre le -OC4+€t le proton H-8 donc le groupe méthoxyle se teoaiva position
H-7 (Figure 93).
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Tableau 63 Valeurs desH-RMN (400 MHz; CRO) du composés.

é (ppm) | n°H Multiplicité, J (Hz) Position
7.85 1 dJd=9.1) H-4
7.12 1 S H-5
6.77 1 S H-8
6.20 1 d(J=9.6) H-3
3.91 3 S -OCH;

5

4.‘0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1
(ppm )

Figure 92 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDO) du composés.
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Figure 93 Spectre NOESY (400 MHz, CD) du compos@8

Par comparaison des résultatsdeRMN et de 'UV-Vis avec ceux de la littérature,

la structure suivante a été attribuée a ce composeé:

HO

N3

HsC o) o)

Il s’agit de lisoscopolétine, une coumarine rertcé@ chez plusieurs especes
appartenant a des familles différentes; chez lgerAseae, elle a été isolée Ademesia
tridentata(Browin etal., 1975; Shafizadeh et Melnikoff, 1970).

Composé 29: Arctigénine
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Le compose29 a été isolé deC. grisebachiissp. grisebachii Il se présentait sous forme

incolore, soluble dans le chloroforme.

CHOL 5 2 1 10
3 B
0
.
CHa o
0
S OCH;

[a]2’= -20.91 (MeOH; ¢, 0.19).
EI-MS (70eV): m/z 372 (§&H2406)

Dans le spectréH-RMN (Figure 94 & Tableau 64, trois singulets intégrant pour
trois protons chacun@3.83, 3.80 et 3.97 attribuables a trois QOHL été notés.

Dans la région des protons aromatiques 6 protohété distingueés :

» Deux doublet@d 6.80 J= 7.8 Hz) et a 6.72J€ 8.2) attribués a H-5' &-5 a cause de
leur ortho-conjugaison avec les protons H-6' #t6 respectivement, qui a leurs tours
apparaissent comme deux doublets dédoubte6.88 (= 2.0, 7.8, H-6) et @ 6.52 (= 2.0,

8.2, H-6). Ces protons tiennent une petite constante alplage a cause de lemméta
conjugaison avec les protons H-2HeP.

» Deux doublets ont été identifiésda6.61 et 6.43 possédant la méme constante de

couplage J= 2.0) attribués aux protons H-2'Het2.

Dans la région du haut champ apparaissent:

> Les protons de la conjonction des deux benzyles Bareneau lactonique
- Les protons géminaux H-7a et H-7b sous formerigets (J = 7.4) ao 2.61 eto 2.43,
respectivement.
- Les protons géminaux H-7'a et H-7'b sous formelalgblet dédoublés &2.93 J = 5.1,
14.1) ets 2.87 0 = 7.4, 14.1), respectivement.

> Un proton & 2.62 sous forme de triplet dédoubl& (6.8, 12.9) qui a été attribué au

proton H-8'. Ce proton se conjugue avec H-7'a &tlH-
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» Un proton & 2.50 sous forme de triplet dédoubl& (7.4, 13.0) qui a été attribué au

proton H-8. Ce proton se conjugue avec H-7a et H-7b

» A 04.12 un doublet dédoublé a été distingixeq.4, 9.0) et attribué au protdéh9a de
'anneau lactonique, qui se conjugue avec son garhifBb et son proton voisin H-8.
Par I'étude du spectréC-RMN (Tableau 65& Figure 95) la présence d’un carbonyle a été
détectée (C-9") a178.5.

» A o0 71.3 apparait le signal du carbone C-9 adjacent@ygene.

> A larégion du bas champ, les carbones suivantgténdétectés: C3-C3' et C4-C4 a
148.0, 147.6, 146.6, 144.3, respectivement.

> A la région des carbones aliphatiques ont été gbsdes carbones: C-7, C-7', C-8, C-
8'asd 38.1, 34.5, 40.9 et 46.6, respectivement.
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Tableau 64 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&9

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J(Hz) Position
6.80 1 d(J=7.8) H-5'
6.72 1 d (3= 8.2) H-5
6.61 1 d (3= 2.0) H-2'
6.58 1 dd (J= 2.0, 7.8) H-6'
6.52 1 dd (J= 2.0, 8.2) H-6
6.43 1 d (3= 2.0) H-2
4.12 1 dd (3= 7.4, 9.0) H-9a
3.86 1 dd (3= 7.4, 9.0) H-9b
3.83 3 S OCHs
3.80 3 S OCH;s
3.79 3 S OCHs
2.93 1 dd(J=5.1, 14.1) H-7'a
2.87 1 dd(J=7.4, 14.1) H-7'
2.62 1 td (J=5.8, 12.9) H-8'
2.61 1 td=7.4) H-7a
2.50 1 td (J= 7.4, 13.0) H-8
2.43 1 t(J=7.4) H-7b

.“JLLJM.U — __JJML_L__A.W@

Figure 94: Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&9
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Tableau 65 Valeurs de$°C-RMN (50.3 MHz, CDG)) du compos&9

o (ppm) | Types de carbons Position
178.5 GO C-9'
148.0 C C-3
147.6 C C-3
146.6 C C-4
144.3 C C-4'
130.1 C C-1
129.4 C C-1
122.0 CH C-6'
120.5 CH C-6
114.1 CH C-5'
111.7 CH C-2'
111.5 CH C-2
111.2 CH C-5
71.3 CH C-9
55.8 CH OCH; x 3
46.6 CH C-8
40.9 CH C-8
38.1 ChH C-7
34.5 CH C-7'

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
18017517016516015515014514013513012512011511010510095 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
(ppm )

Figure 95 Spectre”*C-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du compos&9
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Selon les spectre41-RMN, *C-RMN, COSY Figure 96), HSQC Figure 97) et
HMBC (Figure 98), par comparaison avec les donnés de la littératliest évident que le
composé29 appartient au groupe des dibenzylbutyrolactonesydagpar la liaison 8-8rans
entre deux unités phénylpropanoiques substituéepaaitions 3, 4 et 3'et avec la présence d’
un anneau lactonique.

Par comparaison des résultats de la littératuréat@stOksiiz, 1999; Rahman e&tl.,

1990c) la structure suivante a été attribuée ®dogoOsé:

CHs0_ 3 2 1 A t' 9
3 H
4 0
6 713
CHO” X \(9'
| H 0
”

s
SOCH;,

Il s’agit de l'arctigénine, un lignane de type d¢iautyrolactone. Il a été isolé pour la
premiere fois en 1929 (Shinodaal 1929) avec son glucoside (arctiine) par les sensedee
Arctium lappal. (Liu et al, 2003 ; Umehara etl., 1993).

Par la suite, il a été aussi isolé denopordon acaulor(Cardonaet al, 1992b),
Cupressus lusitanicéCowan etal., 2000),lpomoea cairica(De A.Limaet al., 1997, Lin et
Chou,1997) Arctium lappa(Han etal., 1994 ; Han, 1995 ; Hiroset al, 2000; Li et Lue,
1995 ; Moritaniet al, 1996; Noseet al, 1992, id. 1993; Shinodat al, 1929; Umeharat
al., 1993, id. 1996)Trachelospermum asiaticuwar. indicu (Inagakiet al, 1971, Nishibeet
al., 1971, id. 1972)T. axillare (Nishibe et al, 1993), Carthamus tinctoriugNoseet al,
1993), Cynara cardunculugKoubaaet al., 1999), Forsythia intermedia(Rahmanet al.,
1990a, id. 1990b, id. 1990c Jurinella moschugRustaiyan et Ganji, 1987%aussurea
medusa(Takasaki etal., 2000) et deCarduus micropterussp persinospugTundiset al.,
2000).

Chez le genreCentaureail a été isolé deC. cuneifolia(Aslan etOksiz, 1999),
Centaurea dimorphéDamaket al, 2000),C. glomerata(El-Masry et al, 1985),C. diffusa
(Fortunaet al., 2001), C. calcitrapa (Marco etal.,1992), C. macrocephalqRibeiro et al.,
2002),C. dealbataShoeb eatl., 2006), C. regia(Ulubelenet al.,1988).

210



Composé 30 : Diméthylmatairésinol = 3, 4-bis [(3,-diméthoxyphényl) méthyl]-(3R-
trans) dihydro -2(3H) furanone = 8(S), 8R)-3, 4, 3,4’-tétraméthoxylignanolide.
Le composé30 a été isolé deC. grisebachiissp. grisebachii Il se présentait sous forme

d’huile incolore soluble dans le chloroforme.

[a]2’= -80.94° (CHOH, ¢ 0.15).
IR nous a indiqué la présence de deux anneaux &oprea (1517, 1260 ch et a 1767 ci

la présence d’un carbonyle.
EI-MS (70eV): m/z 386 ( &H2¢06)

Par le spectre®*C-RMN (Figure 100 & Tableau 67, en combinaison avec
'expérience DEPT nous avons constaté que la sutxsist constituée de 22 carbones.
» Un carbonyle & 178.9.
> A la région des carbones oléfiniques, il y a 10naix qui correspondent a 12
carbones. Les signaux des carbones C3-C3' et Cde@tident. Ces carbones sont les plus
déblindés @& 149.0 et 147.7, respectivement, a cause du gmnoétieoxyle qu’ils portent.
» A 6 71.3 apparait le signal du carbone C-9 qui tiere liaison éthérique avec un
oxygéne.
» Les carbones des 4 groupes méthoxyles ont donngsulisignal @ 55.9.
> A partir ded 34.7 jusqu'a 46.7 sont observés les signaux des carbones tdjpes
Cc-7,C-7, C-8, C-8".
La technique DEPT a confirmé le type de chaquearelfC-1, C-3, C-4, C-1', C-3', C-4' sont
guartenaires).
En combinant les résultatsi-RMN (Figure 99 & Tableau 66 et HSQC Figure
102, nous avons pu trouver le nombre et la posities groupes méthoxyles. Leurs protons
ont donné 4 singuletsé&3.80, 3.81, 3.83, 3.84.
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Dans la région des protons aromatiques les sigsaivants ont été observés :

> A 0 6.75 un doubletJe 7.9) attribué au proton H-5', qui tient uoho conjugaison
avec le protorH-6'.

> A 06.73 également un doublet=(7.8,H-5), qui est du a unertho conjugaison avec
le protonH-6.

> A 0 6.64 un doublet dédoublé attribué au prdibf', qui tient uneortho conjugaison
avec le protorH-5' (J=7.1) et unanétaconjugaison avec [H-2' (J= 1.9).

> A 6 6.62 un doubletXs 1.9) attribué au protoH-2', qui tient unanetaconjugaison
avec le protorH-6'.

> A 0 6.51 un doublet dédoublé attribué au prdib, qui tient uneortho conjugaison
avec le protorH-5 (J= 8.2) et & unenetaconjugaison avec le protdh2 (J= 1.9).

> A ¢ 6.45 un doubletJe 2.2) du protort-2, qui donne unenétaconjugaison avec le

protonH-6.

La combinaison de ces données avec ceux du spebtBC (Figure 103, nous a
conduit a la conclusion que les carbones C-1 et<aftachent avec les carbones C-7 et C-7',
respectivement. Par conséquence, les 4 groupesxytdh sont les substituants des carbones:
C-3,C-4,C-3'etC-4'.

» Le protonH-9a a donné un doublet dédouhlé 7.1, 9.3 Hz) & 4.10, a cause de sa
conjugaison avec les protoHs8 et son gémindi-9b, respectivement. Aussi le protlrROb
a donné un doublet dédoubl&=(7.6, 9.3 Hz) & 3.85 a cause de sa conjugaison avec les
protonsH-8 etH-9a, respectivement.

> Le protonH-7'a se présente sous forme d’'un doublet dédouh 35, qui est du a sa
conjugaison avec les protobRs7'b (= 14.2 Hz) etH-8' (J= 5.4 Hz); aussi le protoH-7'b a
donné un doublet dédoublé&&.90, qui est du a sa conjugaison avec les prdfen'a (=
14.2 Hz) et1-8' (J= 6.6 Hz).

> Les protond-7a, H-7b, H-8 et H-8' apparaissaient comme meltidhns la région de
0 2.45 jusqu'a 2.65.

Les spectres HSQC, HMBC et COSFKidqure 101), nous ont aidé a l'interprétation
des données des spectfesRMN et *C-RMN. Plus précisément par le spectre HMBC, il
était évident que le carbonyle se trouve a la jpws', car il a donné un signal avec le proton

H-7'a (conjugaisods).
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Tableau 68 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du compos&0.

d (ppm) | n°H | Multiplicité, J (Hz) Position
6.45 1 d (J=2.2) H-2
6.73 1 d (3=7.9) H-5
6.51 1 dd (J=1.9, 8.2) H-6

2.45-2.65 4 m H-7a, H-8,H-7b, H-8
4.10 1 dd(J=7.1, 9.3) H-9a
3.85 1 dd (J=7.6, 9.3) H-9b
6.62 1 d (J=1.9) H-2
6.75 1 d (3=7.9) H-5
6.64 1 dd (J=1.9, 7.1) H-6
2.95 1 dd (J=5.4, 14.2) H-7"a
2.90 1 dd (J=6.6, 14.2) H-7'b
3.84 3 S OCH;
3.83 3 S OCHs
3.81 3 S OCHs
3.80 3 S OCH;

T T T
3.84 3.82 3.80
(ppm )

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.27.06.86.66.46.26.05.85.65.45.25.04.84.64.44.24.03.83.63.43.23.02.82.62.4
(ppm )

Figure 99 Spectre'H-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&0
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Tableau 67 Valeurs des*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du compos&0.

o (ppm) Types de carbones Position
130.4 C C-1
111.8 CH C-2
149.0 C C-3
147.9 C C-4
111.3 CH C-5
120.5 CH C-6
38.2 CH C-7
41.0 CH C-8
71.3 CH C-9
130.2 C C-1
112.3 CH C-2
149.0 C C-3
147.7 C C-4
111.0 CH C-5
121.3 CH C-6
34.7 CH C-7
46.7 CH C-8
178.9 (€9 C-9
55.9 CH -CH:O x 4

MWMWWW'M A WJ“»MMJ WWL&WJ
" LA R

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
(ppm)

Figure 100 Spectre*C-NMR (50.3 MHz, CDGJ) du compos&0.
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Figure 102 Spectre HSQC (400 MHz, CDgldu  Figure 103 Spectre HMBC (400 MHz, CDg)l
compos&0. du compos&0.

215



Par conclusion la substan8@ est une dibenzylbutyrolactone, qui se forme par la
liaison entre 8-8' de deux unités phénylpropanex am pont lactonique. Par comparaison
avec les données de la bibliograpMéshibeet al, 1973; Taafrout edl., 1984) il s’agit d'une

structure symmeétrique substitué aux positionset, 3!, 4' des noyaux aromatiques.

Cette substance a été isolée chez différentesespdpartenant a plusieurs familles:
Zanthoxylum lemairi€Adesinaet al, 1997),Centaurea orphanide&Gousiadou et Skaltsa,
2003), Virola sebifera(Lopeset al, 1983),V. elongata(Kato et al, 1990),V. michellii
(Vidigal et al, 1995),Chaerophyllum maculaturMikaya et al, 1980), Trachelospermum
asiaticumvar. intermedium(Nishibe et al, 1973), Pteleatrifoliata (Reischet al, 1969),
Steganotaeniaraliacea (Taafroutet al, 1984), Cinnamomum camphorélakaokaet al,
1975),Forsythia suspens@ akizawaet al., 1981).
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Composé 31 : (8, 5R)-Loliolide
Le composé3l a été isolé deC. grisebachiissp. grisebachii Il se présentait sous forme

d’huile incolore soluble dans le chloroforme.
10 9

Z
2
Z
Z
2
A

[a]2’ = -0.15° (MeOHc 3.10).
EI-MS (70eV): m/z 196 (QH]_eOg)

L’étude du spectréH-RMN (Figure 104& Tableau 69 a révélé les signaux suivants:

Dans la région oléfinique apparaissent:

» Le proton H-7 comme un singuletvd.68. Ce proton est assez déblindé & cause du
carbonyle voisin.

> Le protonH-3 résonne @& 4.31 comme un quintupleti{ 3.5). La valeur de ce
déplacement chimique indique I'existence d’'un oxygau carbone correspondant. Ceci a été
confirmé par le spectre HSQEigure 16) ou le C-3 apparait dans la région des carbones
oxygeénes a 66.9. Le protorH-3 se conjugue avec 4 autres protons voidih@d, H-2b, H-
4a,H-4b) dont les carbones sont : C-2 47.5 et C-4 @ 45.6.

Dans la région du haut champ apparaissent:

> Les deux protons géminatik2a etH-2b comme un triplet dédoublé&al.95 (= 2.8,
14.8, H-2a) et comme un doublet dédoubdelab2 (= 3.9, 14.8, H-2b).

> A ¢ 2.43 apparait le protdfd-4a comme un triplet dédoublé=(2.8, 14.0), son proton
géminalH-4b apparait @ 1.76 comme un doublet dédouhlé @.3, 14.0).

» A 0 1.25, 1.45 et 1.76 trois singulets intégrants pduyrotons chacun. Au spectre
HMBC les méthyles a 1.25 ets 1.45 donnent des signaux avec les carbones qaats@o
35.9 (C-1) et & 182.5 (C-6) et le carbone C-247.5.
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Au spectre NOESYHigure 108, les méthyles & 1.76 etd 1.45 donnent des signaux
avec le proton H-3 (méthine oxygéné).

Au spectre HMBQFigure 107) le méthyle & 1.25 donne un signal avec les carbones
C-4 J3), C-5 (,) et C-6 (3). Au spectreNOESY ce méthyle donne un seul signal avec le
proton le plus déblindé (H-7), ceci indique queméthyle a une position équatoriale par

rapport au noyau.

La combinaison de ces données nous a amené aterpiietation des positons des

différents méthyles.

Tableau 68 Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDCJ) du composé B

d (ppm) | "°H | Multiplicité, J (Hz) Position
1.95 1 td (J= 2.8, 14.8) H-2a
1.52 1 dd(J= 3.9, 14.8) H-2b
4.31 1 q(J=3.5) H-3
2.43 1 td (J= 2.8, 14.0) H-4a
1.76 1 dd (J= 4.3, 14.0) H-4b
5.68 1 S H-7
1.76 3 S 11-CH;
1.45 3 S 10-CH;
1.25 3 S 9-CH;

] AL

T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2
(ppm)

Figure 104 Spectré¢H-RMN (400 MHz, CDGJ) du composé B
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Tableau 69 Valeurs des*C-RMN du compos81*

o (ppm) | Types de carbons Position
35.9 C C-1
47.5 CH C-2
66.9 CH C-3
45.6 CH C-4
87.0 C C-5
182.5 C C-6
113.2 CH C7
172.0 C C-8
30.0 CH C-9
26.8 CH C-10
27.0 CH C-11

* Assignement faipartir des spectres HSQC et HMBC.

H-4a/H-3

" 40
H-4a/H-4b i
4

-

@6 Qrzom-3

H-2a/H-3

M

‘#I H-2a/H2b |-

4.0

4.3

Figure 105 Spectre COSY (400 MHz, CDgIldu compos&1.
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Figure 108 Spectre NOESY (400 MHz, CDg}lI
du compos&1.
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Figure 109 Signaux NOE du composé
3L

Par comparaison des résultats’#RMN et du**C-RMN avec ceux de la littérature

(Hodges et Portes, 1964; Jonealet2000) la structure suivante a été attribuée Googoseé:
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Il s’agit du nor-isoprénoide (S, 5R)-loliolide, qui est une substance trés répondue
dans le regne végétal et chez les organismes matefjues fois elle est rencontrée sous le

nom de calendine isolé @alendula officinalis.

Selon les données bibliographiques deux autresegpsrsont isolés: le &loliolide
(3R, 59 (Borkosky efal., 1996) et liso-loliolide (3S, 55 (Klock etal., 1984).
(3S, 5R)-Loliolide a été isolé chez différentes famill€hez la famille des Asteraceae, il a
été isolé de&synedrellopsis grisebachijHernandzt al, 1996), deArnica montangHolub et
al., 1975) et de€alendula officinaligWilluhn et al,, 1987).

Chez le genr€entaureail a été isolé deC. salmantica(Fernandezt al, 1993)et de
C. deustgKarioti etal., 2002).

Ce composé est aussi présenté cligstophora moniliformis(Cystoseiraceae) (Ravi
et al, 1982),Canscora decussat@entianaceae) (Ghosat al., 1976), Lythrum salicaria
(Lythraceae) (Fujiteet al, 1972), Cocculus carolinus(Menispermaceae)(Slatkin et al,
1972),Menyanthes trifoliatgdMenyanthaceae) (Sakanal, 1969),Lolium perennéPoaceae)
(Hodges et Porte, 1964Rosa taiwanensigRosaceae) (Yangt al, 1995) etNicandra
physaloidegBegleyet al., 1976) (Solanaceae).
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Composé 32 : 4, 4, 6a, 6b, 8a, 12, 14b-heptaméthyleméthyléne-docosa-hydro-pikene-
3-ol [=taraxast-20 (30)ene-g-ol].
Le composeé32 a été isolé deC. grisebachiissp. grisebachii Il se présentait sous forme

huileuse soluble dans le chloroforme.

[a]2’= +40.16° (MeOHc, 0.03).
EI-MS (70eV): m/z 426 (§HsdO).

Nous avons constaté la présence de 30 carbongmeaties*C-RMN (Figure 111 &
Tableau 71); ceci indique que la substari@2est un triterpene.

Selon I'expérience DEPTF{gure 112, 7 carbones sont des méthyles, 11 sont des
méthylénes, 6 des méthines dont un est oxygéné qiaGenaires, parmi eux deux sont

oléfiniques.

Au spectre COSYious avons observe 5 séquences :
> Le méthyléne CH1 est lié avec le méthylene GH, ce dernier est lié & son tour avec
le méthine CH-3. Le protohl-3 est déblindé a cause de l'existence d’'un hydeosyr le
carbone correspondant. Alors le carbone C-3 ras@an/9.0; cette valeur est caracteéristique
de carbone oxygéné.

> Le méthine CH-5 est lié avec le méthylene @kt ce dernier avec le méthylene £H

> Le méthine CH-9 est lié avec le méthylene,@H; celui-ci avec le méthyléene GH
12, ce dernier est lié avec le méthine CH-13, gtilié avec le méthine CH-18; celui-ci se
conjugue avec le méthine CH-19.

» Le méthyléne Chi21 est lié avec le méthylene BI2.
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» Le méthylene CH15 est lié avec le méthylene GH6.
Selon le méme spectre ces séquences sont interesnmgpeause de la présence de
carbones quartenaires qui portent des méthylésxeéeption du C-20 et du C-30 liés entre

eux avec une double liaison exocyclique.

Au spectre HMBC Figure 114), le carbone quartenaire C-10 donne des signaes av
les protondi-1a, H-1b, H-9 et avec le méthyle gBb.

> Le carbone C-4 donne des signaux avec les métie23 et CH-24 et aussi avec
H-6a etH-6b, alors que le carbone C-8 donne des signaux lageméthyles Ck26 et CH-

27 et avec les protois-7 etH-9.

> Le carbone C-14 donne des signaux avec le méthiyle2C et les protonsi-13, H-
15a etH-15b. En méme temps, le carbone quartenaire C-hnhedaes signaux avec le
meéthyle CH-28 et les protondi-16a, H-16b, H-18H-22a etH-22b.

» Aussi, le carbone C-19 donne des signaux avec teyheéCH:-29, H-21a et avec les
protons de la double liaison exocycligtie30a etH-30b. Ces protons sont oléfiniques et
apparaissent sous forme de multiplét&a58 a cause de I'existence de la double liaison.

> A cause de lI'existence de cette double liaisorplesonsH-19 etH-21 apparaissent
déblindés @& 2.11 et & 2.21-2.42, respectivement, comme multiplets.

> Le reste des protons donne un multiplet dans li@mé@y75-1.70.
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Tableau 7Q Valeurs desH-RMN (400 MHz, CDC4) du compos&2

é (ppm) n°H Multiplicité, J (Hz) Position
0.95 1 m H-la
1.69 1 m H-1b
1.59 1 m H-2a
1.63 1 d(J=2.8) H-2b
3.18 1 dd(J=5.1, 11.4) H-3
0.74 1 d (J=10.0) H-5
1.39 1 m H-6a
1.52 1 m H-6b
1.35 1 m H-7
1.33 1 * H-9
1.28 1 m H-1la
1.54 1 m H-11b
1.11 1 m H-12a
1.70 1 m H-12b
1.60 1 m H-13
0.95 1 m H-15a
1.68 1 m H-15b
1.17 1 m H-16a
1.28 1 m H-16b
2.13 1 m H-19
2.21 1 m H-21a
2.42 1 m H-21b
1.38 1 m H-22a
1.42 1 m H-22b
0.97 3 S CHs-23
0.75 3 S CHsz-24
0.84 3 S CHs-25
1.00 3 S CHs-26
0.94 3 S CHz-27
0.85 3 S CHs;-28
0.99 3 S CHs-29
4,58 2 m H-30a, H-30b

*|le signal de ce proton est superposé par les psdie6a etH-7.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
(ppm)

Figure 110 SpectreH-RMN (400 MHz, CDC}) du compos&2.
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Tableau 71 Valeurs de$’C -RMN (400 MHz, CDGJ) du compos&2

J (ppm) Types de carbons Position
38.8 Ch C-1
27.3 Ch C-2
79.0 CH C-3
38.8 C C-4
55.3 CH H-5
18.2 Ch C-6
34.0 CH C-7
40.8 C C-8
50.4 CH H-9
37.1 C C-10
21.4 Ch C-11
26.1 CH C-12
39.1 CH C-13
42.0 C C-14
26.6 Ch C-15
38.3 Ch C-16
34.5 C C-17
48.6 CH C-18
39.4 CH C-19

151.3 C C-20
25.6 CH C-21
38.9 CH C-22
28.0 CH CH;-23
15.4 CH CH;-24
16.7 CH CH;-25
15.8 CH CH;-28
14.7 CH CH;-27
19.5 CH CH;-26
25.5 CH CH;-29

107.1 CH C-30

T T ASRRARSARE} AL T T T T
150 140 130 120 110 100 90 8 0

(ppm )
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Figure 111 Spectré*C-RMN (50.3 MHz, CDGJ) du composé 32.
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Figure 112 Spectre*C-RMN/DEPT (50.3 MHz, CDG) du compos&2.
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Figure 113 Spectre HSQC (400 MHz, CDgldu compos&2.
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Figure 114 Spectre HMBC (200 MHz, CDg)ldu Figure 115 Corrélations HMBC
COmposeés2. du composa2.

Par comparaison des résultats de 1D & 2D-RMN aeex de la littérature (Reynolds

etal., 1986) la structure suivante a été attribuée G@ogose:

Il s’agit du taraxast-20 (30) eng-8l. Cette substance a été isolée chez plusieurs
especes végeétales. Quant a la famille des Asterpela a été identifiée chez plusieurs taxa,
parmi eux: Richandria tingitana (Abdel-Mogib et al, 1993), Carthamus tinctorius
Chrysanthemum morifoliunmHelianthus annuus (Akihisa et al, 1996), Osteospermum sp
(Bohlmannet al, 1982),Cirsiumtexanum(Dominguezet al, 1974),Cirsium arvenséDutta
et Ray, 1972)Pluchea quitoc(Guilhon et al, 1996),Liatris ohlingerae(Lu et al, 1994),
Bahia schaffneri vararistata (Perezet al, 1993), Anthemis melanolepi€Saraglou el.,
2007),A. auriculata (Theodori et al., 2006)nula grantioides(Vigar et al, 1990), Tanacetum
vulgare(Wilkomirski et Kucharska, 1992).
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[1l.2. Résultats des huiles essentielles
Les huiles essentielles obtenues des deux esp@cpsllataet deC. grisebachiissp.
grisebachij avaient un rendement peu différent 0.03% et 0,0B4ec des pouvoirs

rotatoires [a]?’ -2.75 (CHCl,. ¢. 0.073) effa]?’ +1.0 (CHCl,. c. 0.040), respectivement.

Elles étaient de couleur jaune et cellddeullatapossédait une odeur spécifique.

Ces huiles ont été analysées par GC (colonne pbplatr GC-MS en utilisant deux
types de colonnes capillaires: HP-5 (apolaire) é&-lkhowax (polaire). Les composés
identifiés ont été cités en ordre d’élution dansdbbnne HP-5; leurs indices de rétention aux
deux colonnes et leurs pourcentages ainsi que descentages des differents groupes

chimiques sont présentées danfdeleau 72et 73 respectivement.

L’huile essentielle deC. pullata est constituée d'un mélange de différents groupes
chimiques. Un total de 53 composés qui représearit®6 % de I'huile ont été identifiés.

Les sesquiterpénes oxygénés (45.2%) comptent coromstituants majoritaires, parmi eux
'oxyde de caryophyllene (38.5%) se révele le phondant. Les hydrocarbures (36.5%)
constituent aussi bien un groupe important, paro &s aldéhydes (16.3%) dont le
benzaldéhyde (5.0%) est le composé le plus impprsaivis du groupe des alcanes, alcenes
(16.1%) avec I’ heneicosane (8.6%) comme constitoejoritaire Tableau 73 Figures 116

& 117).

L’huile essentielle deC. grisebachiissp. grisebachiiétait pauvre en composés. Un
total de 26 composeés, qui représentaient 82.4%hddel, ont été identifiés. Le groupe des
sesquiterpenes oxygeneés était le plus abondar8%j dont le spathulénol (12.2%) etfe
eudésmol (10.1%) étaient les composés majoritasigsit par le groupe des hydrocarbures
(28.6 %) dont le 6,10,14-triméthyl pentadécan-2-dr&9 %) était le composé majoritaire.

Les groupes des hydrocarbures sesquiterpéniquéssephényl propanoides ont été
absents chezC. grisebachii ssp. grisebachij alors que le groupe des hydrocarbures
monoterpéniques était absent chez les deux espéeesiéme remarque a été faite chez les
huiles essentielles des espéCeguccarinianaLazari etal., 2000),C. raphaninassp.mixta
(Lazari etal., 1999),C. calcitrapa(Binder etal., 1990b),C. solsititialis(Binder etal., 1990a;
Buttery etal.,1986) . Ce groupe chimique a été trouvé sousdatmtrace cheZ. Kotschyi
var.decumbengErtugrul etal., 2003).
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Il faut noter que les deux huiles essentielles gempent des hydrocarbures en séries
homologues: alcanes, alcénes, alcools aliphatiqalehydes et cétones. Des différents
acides gras sont aussi présents; ceci a été nsesé @aur les huiles essentielles des especes
grecques appartenant a la section Acrolophisipelia, C. thessalasp. drakiensis C.
zuccariniana (Lazari etal., 2000). Ces composés appartiennent plutét awstitoants
typiques des cires épicuticulaires des partiegnges qu'aux huiles essentielles au sens strict
(Nahrstedt eal., 1981; Engel el., 1993).

En examinant la littérature relative a la compositdes huiles essentielles chez le
genreCentaurea il en ressort que l'unique espece représentatévéa section Melanoloma
(C. pullatg n’a pas fait I'objet d’études antérieures, ce gous a emmené a comparer nos

résultats avec ceux de I'ensemble des centaurées.

L’oxyde de caryophylléne était le composé majartaihezC. pullata(38.5%) et chez
d’autres especesC. aladagensig6.6%) (Bilent Kse etal., 2007),C. aucheri(19.44%)
(Asadipour etl., 2005),C. behen9.9%) (Mirza etl., 2003),C. chrysanthg9.5%) (Dural et
al., 2003),C. cineraria (3.2%) (Senatore ail., 2003),C. dichroa(9.8%) (Altintas etal.,
2004), C. huber-morathii(3.3%) (Baer etal., 2006),C. raphaninassp. mixta (10.31%)
(Lazari etal., 1999).C. sessilig10.0%) (Yayli etal., 2005),C. solstitialis(25.2%) (Akbar et
al, 2006),C. thessalasp.drakiensis(7.8%) etC. zuccariniang6.2%) (Lazari eal., 2000).

A l'inverse chezC. kotscyivar.decumbense composé a été identifié comme composé
minoritaire (1.9%) (Ertugrul etl., 2003).

Dans la section Seridia, proche de la section Médena, peu d’huiles essentielles ont
été investiguées. Néanmoins, celle étudiéeCdesolstitialis (Akber, 2006; Binder etl.,
1990a; Buttery edl., 1986) ne contenait aucun composé majoritairencomavecC. pullata

Le composé majoritaire dans I'huile essentielleGlegrisebachiissp. grisebachij
6,10,14-triméthyl pentadécan-2-one (12.9%), a @détifie comme un composé majoritaire
chezC. depressd7.4%) (Akbar etl., 2005), et comme composé de faible pourcentage che
C. sessilig3.1%) etC. armena5.7%) qui appartient a une autre section (Yaydile 2005).

La méme observation a été faite pour le spathul@®P%) qui a été identifié ch€z
grisebachiissp.grisebachiicomme composé majoritaire, alors qu'il était mitadre chezC.
mucronifera(1.5%) etC. chrysantha(3.8%) (Dural etal., 2003),C. sessilis(4.9%) etC.
armena(3.9%) (Yayli etal., 2005),C. pseudoscabiosasp.pseudoscabios#2.8%) etC.
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hadimensis(3.5%) (Flamini etal., 2002), C. raphaninassp. mixta (3.97%) C. spruneri
(0.92%) (Lazari etal., 1999),C. pelia(2.1%) etC. thessalassp.drakiensis(3.8%) (Lazari et

al., 2000).

Le dernier composé majoritaire ch&z grisebachii ssp. grisebachii était le g-
eudésmol (10.1%), il I'était également cieézmucronifera(17.4%) (Dural etl., 2003),C.
sessilis(12.4%) etC. armena19.3) (Yayli etal., 2005).

Par contre, il a été signalé comme composé deefgburcentage cheZ. spruneri

2.96%) (Lazari etl., 1999), comme composé minoritaire clizzpelia(0.9%) (Lazari etl.,

2000) et totalement absent chez les especes ses@nthessalassp.drakiensis (Lazari et
al., 2000) eC. chrysanthgDural etal., 2003).

Tableau 72:Composition qualitative et quantitative de I'huile essentielk
Centaurea pullatql) et deC. grisebachissp.grisebachii(2)

Composé IR' | IR? | Surface du
pic (%)
1 2
1 | heptanal 910, 1188 0.1 -
2 | benzaldéhyde 965 11905.0 -
3 | 1-octen-3-ol 987 1209 0.3 -
4 | n-octanal 1015 1290| 0.4 -
5 | benzene acétaldéhyde 1061282| 2.5 -
6 | n-octanol 1077 1318| 0.3 -
7 | linalool 1097| 1537| 0.2 -
8 | n-nonanal 1098 1390| 3.7 -
9 | camphre 1150 1518| 0.1 -
10 | 2(E), 6(2)-nonadienal 1159 1400| 0.1 -
11 | nonyl alcool 117§ 1406| 0.2 -
12 | a-terpinéol 1196 1436| 0.2 -
13 | safranal 1198 1444| 0.5 -
14| décanal 1201 1493| 2.7 -
15 | pulégone 1231 1457 | 0.4 -
16 | acide benzéne acétique, éthyle ester 128866| 0.1 -
17 | (E)-décenal-2 1261 1510| 0.1 -
18 | 1-tridécene 1290 1541| 0.2 -
19| 2(E), 4(2)-décadienal 1296 1548| 0.3 -
20 | carvacrol 130§ - - 1.2
21 | undécanal 1311 - 0.1 -
22 | 2(E), 4(E)-décadienal 13121816| 0.5 -
23 | eugénol 1358 1605| 0.9 -
24 | 2- méthyle undécanal 13651610| 0.3 -
25 | a-copaéene 13691617| 0.2 -
26 | f-cubébene 13911624| 0.5 -
27 | n-tétradécane 1400 0.4 -
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28 | p-caryphylléne 1416 1661| 2.5 -
29 | a-humuléne 1445 1663| 0.3 -
30 | géranyle acétone 14801859| 0.7 -
31| gérmacréne D 146[71727| 0.3 -
32| (E)-p-ionone 1482 1944| 2.4 | 2.8
33 | pentadécane 1500 2.b :
34 | p-bisabolene 15011725| 0.2 -
35 | tridécanal 1503| - - 0.9
36 | y-cadinéne 15101758| 0.8 -
37| J-cadinéne 15171756| 0.1 -
38 | pf-sesquiphellandréne 1523787| 0.7 -
39 | 1,5-époxysalvial-4(14)-ene 1560 - - 0.8
40 | acide dodécanoique 1567 - 1.1
41 | spathulénol 15772129| 0.6 | 12.2
42 | oxyde de caryophylléne 15821987 | 38.5| 8.0
43 | vidiflorol 1590 - 3.8
44 | widdrol 1599 - 2.9
45 | salvial-4-(14)-en-1-one 15952013 1.1 -
46 | n-hexadecane 1600 2.8 .
47 | épicedrol 1616 - 3.7
48 | caryophylla-4-(14),8(15)-dienébol | 1641| 1940| 2.1 | 1.1
49 | epoxy- alloalloaromadendrene 1641 - 4.2
50 | p-eudesmol 1649 - 10.1
51 | vulgarol B 1650 - 1.3
52 | a-cadinol 1650 2236| 0.7 -
53| (£)-a-santalol 1671 - 2.2 -
54 | (2Z, 2E)-farnésol 1701 - 3.9
55 | pentadécanal 1712 - 2.0
56 | (2E, 62)-farnesol 174Q 2183| 0.4 -
57 | hexadécanal 1816 05| 1.1
58 | 6,10,14-triméthyle pentadecan-2-on&845| - 1.8 | 12.9
59 | n-nonadecane 1900 0.0 -
60 | (E, E)-farnésyle acétone 1918287 0.4 | 1.8
61 | acide hexadécanoique 1978173| 1.5 -
62 | n-eicosane 2000 0.2 -
63 | heneicosane 2100 86 05
64 | docosane 2200 - 0.6
65 | tricosane 2300 - 2.4
66 | tetracosane 2400 - 0.6
67 | pentacosane 2500 1.0 0)9
68 | heptacosane 2700 08 141
69 | nonacosane 2900 - 0.b
Total 93.6| 82.4

- Les composés sont présentés par ordre d’élutios th colonne HP-5MS.
- RI (indices de Kovats) calculés en comparantdesps de rétention des substances avec ceux desséG
C,4 n-alkanes dans les colonnes capillaires: HP SRIé)(et HP InnowaleIz), respectivement
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Tableau 73:Distribution des groupes chimiques de 'huile etisia de
Centaurea pullatql) et deC. grisebachissp.grisebachii(2)

Composés Surface du
pic (%)
1 2
Hydrocarbures
(a) Alcanes, alcenes
1-tridécene 0.2 -
n-tetradécane 0.4 -
pentadécane 2.5 -
n-hexadécane 2.3 -
n-nonadécane 0.1 -
n-eicosane 0.2 -
heneicosane 86 05
docosane - 0.6
tricosane - 2.4
tetracosane - 0.6
pentacosane 1.0 0.9
heptacosane 0.8 0.5b
nonacosane - 0.5
Total 16.1| 6.0
(b) Alcools
1-octen-3-ol 0.3 -
n-octanol 0.3 -
nonyl alcohol 0.2 -
(2Z, 2B-farnésol - 3.9
(2E, 63-farnésol 0.4 -
Total 1.2 | 3.9
(c) Aldéhydes
heptenal 0.1 -
benzaldéhyde 5.0 -
n-octanal 0.4 -
benzene acétaldéhyde 2|5 -
n-nonanal 3.7 -
2, 6nonadiénal 0.1 -
décanal 2.7 -
2E-décenal 0.1 -
(2E, 42-décadienal 0.3 -
undécanal 0.1 -
(2E,4B-décadienal 0.5 -
2- methyl undécanal 0.3 -
tridécanal - 0.9
pentadécanal 05 20
hexadécanal - 1.1
Total 16.3| 4.0
(d) cétones
géranyle acétone 0.7 -
6,10,14-triméthyle pentadécan-2-one 1.8 12.9
(E, E)-farnésyle acétone 04 18
Total 2.9 | 14.7
Phényl propanoides
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acide benzéne acétique, éthyle ester 0.1 -
eugenol 0.9 -
Total 1.0 | 0.0
Terpenoides
(a) Hydrocarbures sesquiterpénigues
a-copaene 0.2 -
S-cubébéne 0.5 -
p-caryophyllene 2.5 -
a-humulene 0.3 -
gérmacrene D 0.3 -
S-bisaboléne 0.2
y-cadinene 0.8 -
J-cadinéne 0.1 -
S-sesquiphellandréne 0.Y -
Total 56 | 0.0
(b) Monoterpénes oxygeneés
linalool 0.2 -
camphre 0.1 -
a-terpinéol 0.2 -
safranal 0.5 -
pulégone 0.4 -
carvacrol - 1.2
1,5-époxysalvial-4(14)-ene - 0.8
Total 14| 2.0
(c) Sesquiterpenes oxygenes
spathulénol 0.6/ 12.2
oxyde de caryophylléne 385 80
vidiflrol - 3.8
salvial-4-(14)-en-1-one 1.1 -
widdrol - 2.9
épi-cedrol - 3.7
caryophylla-4-(14),8(15)-dienésol | 2.1 | 1.1
epoxy- allealloaromadendrene| - 4.2
S-eudésmol - | 101
a-cadinol 0.7 -
vulgarol B - 1.3
Z-g-santalol 2.2 -
Total 45.2| 47.3
Composés avec C-13
(E)-p-ionone 24| 2.8
Total 24| 2.8
Acides gras
acide dodécanoique - 1.1
acide hexadécanoique 1/5 -
Total 15| 1.1
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Figure 116 :Groupes chimiques des composés de I'huile esierdeC. pullata
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Figure 117: Groupes chimiques des composeés de 'huile estlerde
C. grisebachissp.grisebachii
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[11.3. Résultats biologiques

[11.3.1. Activité antimicrobienne

[11.3.1.1. Sesquiterpenes lactones

Selon les résultats obtenuBabpleau 749, les sesquiterpénes lactones investiguées ont
possédé une activité antimicrobienne plus élevéegmgort au controle testé Stréptomycine.
Parmi eux, les gérmacranolidegl ont été les plus actifs avec des valeurs de Creéh20-
0.40 ug/ml et CMB entre 0.20-0.5Qg/ml, les bactérie8. subtiliset P. tolaasiiont été les
plus sensibles a ces composeés, alors $uenteritidiset S. epidermidisont été les plus

résistantes.

L’élémanolide5 a présenté une activité modéré par rapport a dall8tréptomycine
avec des CMI entre 0.40-0.6@/ml et des CMB= 0.6Qig/ml, B. subtilisa été la bactérie la

plus sensible alors quMd. flavusa été la plus résistante.

L’eudesmanolides/-10 ont présentés des activités contres les différebéeséries
testées avec des MIC entre 0.10-Qugml et des CMB entre 0.15-0.5@/ml. B. subtiliset
S. enteritidisont été les plus sensibles, alors Gudolaasiiet S. epidermidiont été les plus
résistantes.

L’ampiciline utilisé comme contrdle avec des CMtrer0.10-0.3Qug/ml, et des CMB
entre 0.15-0.50ug/ml, a montré une activité antimicrobienne modépée rapport aux

COMpOSES testés.

D’une maniére générale les résultats obtenus coefit 'hypothése d’une relation
inverse entre la polarité et I'activité antimicrebne chez les sesquiterpene lactones (Inoue et
al., 1995; Barrero &tl., 2000). Ces résultats sont conformes avec cetenob par Karioti et
al., (2002), Saroglou etdl. (2005) et Skaltsa ell. (2000a,b) sur des structures similaires de
sesquiterpenes lactones.

Selon leurs temps de rétentions dans la colonnd&Reurs polarités diminuent en
ordre d’élution eudesmanolides > élémanolides >ngéranolides. Alors, il semble que les
gérmacranolides étant plus lipophiles obtiennentiegré supérieur de permeéabilité a travers

les membranes des microorganismes.
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Il semble également que la présence d'un grasipeéthyl-pslactone au lieu d’un
groupe a-méthyléneplactone induit une Iégére diminution de [l'activigdtimicrobienne
(Skaltsa eal. 2000a; id. 2000b).

Tableau 74 :Concentrations minimales inhibitrices et bactélesides composéss, 7-10
(CMI/CMB, pg/ml).

Bactéries CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI CMI CMI
CMB |[CMB |CMB |CMB | CMB | CMB | CMB | CMB | CMB | CMB CMB
1 2 3 4 5 7 8 9 10 Strépta Ampicil

mycine ine

B. subtilis 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.40 | 0.10 | 0.20 | 0.20 | 0.20 0.50 0.10
0.30 | 0.20 | 0.20 | 0.30 | 0.60 | 0.15 | 0.20 | 0.30 | 0.30 0.50 0.15

M. flavus 030 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.60 | 0.15 | 0.20 | 0.20 | 0.20 0.50 0.10

0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.60 | 0.20 | 0.20 | 0.30 | 0.30 1.00 0.15
S. 040 | 040 | 040 | 0.40 | 060 | 0.20 | 0.30 | 0.40 | 0.40 1.00 0.10
epidermidis | 0.50 | 0.40 | 040 | 0.50 | 0.60 | 0.30 | 0.40 | 0.50 | 0.50 1.00 0.15
S. 030 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.60 | 0.10 | 0.20 | 0.40 | 0.40 1.00 0.15
enteritidis 040 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.60 | 0.15 | 0.30 | 0.40 | 0.40 1.00 0.20
E. coli 040 | 0.20 | 0.20 | 0.30 | 0.60 | 0.15 | 0.30 | 0.40 | 0.40 0.50 0.15

050 | 0.30 | 0.20 | 0.30 | 0.60 | 0.20 | 0.40 | 0.40 | 0.40 1.00 0.30
P. tolaasii 0.20 | 0.20 | 0.30 | 0.20 | 0.60 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.40 1.00 0.30

0.20 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.60 | 0.30 | 0.20 | 0.30 | 0.50 2.00 0.50

Les résultats de l'activitée antifongique sont prié€s dans lefableau 75 Les
differentes sesquiterpénes testés ont présentactiegées antifungiques meilleures que celle
du contdle Miconazole CMI entre 0.20-2.0§/ml et CMF entre 1.00-5.Q@g/ml.

Le contrble Bifonazole a montré plus forte quealies substances testées, avec des
CMI et CMF entre 0.10-0.2@g/ml et 0.10-0.25ug/ml.

A. flavusa été le champignon moyennement sensible, alasleueste des champignons

testés ont été résistants contre les 9 sesquiespactones testées.
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Tableau 75 :Concentrations minimales inhibitrices et fongiad€MI/CMF, ug/ml) des
composéd-5, 7-10.

CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI | CMI CMI CMI

CMF | CMF | CMF | CMF | CMF | CMF | CMF | CMF | CMF CMF CMF
: Micona Bifona
Champignons 1 2 3 4 5 7 8 9 10 zole zole
A flavus 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.20 | 0.20 | 0.05 | 0.10 | 0.20 | 0.20 0.50 0.15
0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.10 | 0.10 | 0.30 | 0.30 2.00 0.20

A. niger 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.15 | 0.10 | 0.20 | 0.20 1.50 0.15

0.20 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.20 | 0.5 | 0.10 | 0.30 | 0.30 4.00 0.20

0.20 | 0.10 | 0.10 | 0.10 | 0.20 | 0.10 | 0.10 | 0.20 | 0.20 1.50 0.15

A-ochraceus | 20 | 0.20 | 0.20 | 020 | 020 | 010 | 0.10 | 0.30 | 0.30 | 400 | 0.5

0.20 | 0.10 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.05 | 0.10 | 0.20 | 0.20 0.20 0.10

A. alternata 020 | 020 | 0.30 | 0.30 | 0.20 | 0.05 | 0.20 | 0.30 | 0.30 | 1.00 0.10
= vicncum | 020 | 010 [ 0.20 [ 020 | 0.20 | 005 | 010 | 020 | 020 | 020 0.10

0.20 | 020 | 030 | 030 | 0.20 | 0.10 | 0.10 | 0.30 | 0.30 | 1.00 0.10
P. 020 | 020 | 020 | 020 | 0.20 | 0.10 | 0.20 | 0.30 | 0.30 | 2.00 0.15
funiculosum | 0.20 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.20 | 0.15 | 0.20 | 0.40 | 0.40 | 5.00 0.20
P 020 | 010 | 0.10 | 0.10 | 0.20 | 0.10 | 0.20 | 0.30 | 0.30 | 2.00 0.15

0(':hrach|0r0n 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.10 | 0.10 | 0.40 | 0.40 5.00 0.20

0.10 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.20 | 0.10 | 0.20 | 0.40 | 0.30 2.00 0.20

T. viride 0.20 | 0.30 | 0.30 | 0.30 | 0.10 | 0.10 | 0.20 | 0.50 | 040 | 2.00 | 0.25

[11.3.1.2. Huiles essentielles
Les valeurs enregistrées par la méthode de miatmii concernant les
concentrations minimales inhibitrices et bactéasides huiles essentielles@epullataetC.

griesebachiissp.griesebachiisont présentées dans Tesbleaux 76

L’huile essentielle deC. pullata possédait les mémes valeurs de CMI contre les
bactéries Gram-posit¥l. flavuset B. subtilis(0.2 pg/ml). Cette valeur est révélatrice de la
faible activité de I'huile contre ces microorganesrcomparée a la valeur du Streptomycine
(0.0005ug/ml).

Alors que les valeurs de la CMI chez les bactéBeam-positifS. enteritidiset S.
epidermidis(0.3ug/ml et 0.4ug/ml), respectivement sont équivalentes a cellesbdetéries
Gram-négatifP. tolaasiiet E. coli, ces valeurs sont 300 & 400 fois plus grandesoglle du
contrdle.

La méme remareque peut étre exprimé pour les waldes CMI et des CMB a
I'esception de I'action de I'huile essentielle aa. coli (0.5ug/ml).

D’'une maniére générale cette huile possede unéfaiiivité microbienne vis-a-vis

des différentes bactéries utilisées dans ce testdfparaison avec les résultats de Bulent
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Kdse et des collaborateurs (2007) obtenus sunige@antimicrobienne de I'huile essentielle
de C. aladagensidont le composé majoritaire est 'oxyde de carytiphe, cette huile
possede une activité proche ce celleGlepullata ceci est expliqué par la présence d'un
commposé majoritaire commun.

L’huile essentielle deC. griesebachiissp.griesebachiia montré une bonne activité
antimicrobienne contre toutes les especes bacté&@sehes CMI sont entre 0.10-0.29/ml,
alors que les CMB sont comprises entre 0.10-Qgnl. B. subtilisa montré la plus grande
sensibilité a cette huile.

P. tolaasiia été la bactérie la plus résistante a I'huile alevaleurs de CMI et CMB
entre 0.20-0.3(ug/ml.

L’ampicilin utilisé comme contréle a montré unebiai activité par rapport a celle de
'huile, avec des valeurs de CMI et CMB entre 00180 pg/ml et 0.15-0.50ug/ml
respectivement. Cette huile a montré une meill@wtevité antimicrobienne que I'ampicilin

contre :B. subtilis, P. tolaasietS. enteritidis.

Tableau 76 : Concentrations minimales inhibitrices et baciégs des huiles essentielles de
C. pullata (1) & C. griesebachissp.griesebachii(2) (CMI/CMB, pg/ml).

CMI | CMI CMI CMI

Bactéries CMB | CMB CMB CMB
1 2 Streptomycine | Ampiciline

Bacillus 0.2 | 0.10 0.0005 0.10
subtilis 0.2 | 0.10 0.0005 0.15
Micrococcus 0.2 0.10 0.0005 0.10
flavus 0.2 | 0.15 0.001 0.15
Salmonella. 0.3 | 0.10 0.0005 0.15
enteritidis 0.3 | 0.20 0.001 0.30
Staphylococcus 0.4 | 0.10 0.001 0.10
epidermidis 0.5 | 0.20 0.001 0.15
Escherichia 0.4 | 0.15 0.001 0.15
coli 0.5 | 0.20 0.001 0.20
Pseudomonas | 0.3 | 0.20 0.001 0.30
tolaasii 0.3 | 0.30 0.002 0.50

Selon le Tableau 77les valeurs des concentrations minimales inhil@sricet
fongicides de l'huile essentielle de. pullata ont été identiques (Qug/ml). Cette valeur
comparée aux valeurs du contréle, nous a montrd’louiée avait une forte action contfe.
funiculosumet T. viride, une action moyenne contfe flavuset une action trés faible contre
A. alternataetF. tricinctum

Toutes les espéces fongiques ont été sensiblebudel’de C. griesebachiissp.
griesebachiji avec des valeurs de CMI entre 0.05-Quiydml, et CMF entre 0.10-0.20g/ml.
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Par rapport au contréle Bifonazofe altrnataet F. tricinctumont été les splus suséptible a
I'action de l'huile, alors que les espéces du gdPeacillium ont été les plus résistantes.
Bifonazole a montré une faible activité antifongigpar rapport a I'huile, avec CMI entre
0.10-0.20ug/ml et CMF entre 0.10-0.2%g/ml.

Tableau 77 :Concentrations minimales inhibitrices et fongiad€MI/CMF, ug/ml) des
huiles essentielles d&. pullata (1) & C. griesebachissp.griesebachii(2)

CMI CMI CMI CMI

Champignons CMB CMB CMB CMB
1 2 Miconazole Bifonazole

Aspergillus 0.3 0.10 0.0005 0.15
flavus 0.3 0.15 0.002 0.20
Aspergillus 0.3 0.10 0.0015 0.15
niger 0.3 0.15 0.004 0.20
Aspergillus 0.3 0.10 0.0015 0.15
ochraceus 0.3 0.15 0.004 0.15
Alternaria 0.2 0.05 0.0002 0.10
alternata 0.3 0.10 0.001 0.10
Fusarium 0.3 0.05 0.0002 0.10
tricinctum 0.3 0.10 0.001 0.10
Penicillium 0.3 0.10 0.002 0.15
funiculosum 0.3 0.20 0.005 0.20
Penicillium 0.3 0.10 0.002 0.15
ochrochloron 0.3 0.20 0.005 0.20
Trichoderma 0.3 0.10 0.002 0.20
viride 0.3 0.10 0.005 0.25

[11.3.2. Activités cytotoxique/cytostatique

Les composés-10ont été évalués pour leur activité cytotoxiqueadstatique contre 5
lignées de cellules cancéreuses. Parmi eux, sesilsdmposé$ et 2 sont actifs en ordre
décroissant d’activité. Les résultats sont préseatd ableau 78.

Selon Scotti eal., 2007, la différence de I'activité cytotoxiqueeezhes sesquiterpenes
lactones est expliquée par la variation du nomlas éléments d’alkylations. Toute fois
d’autres facteurs tel la lipophylie, la stériochémde la molécule ainsi que I'environnement
chimgue peuvent également influencer cette activité

Le composé est un élémanolide, le résultat obtenu est enrdcaeec des travaux
antérieurs sur les méme lignées cancéreuses éléhaanolides ont été prouvés les plus actifs
(Koukoulitsa etal., 2002; Saraglou etl., 2005). Il semble que la conformation du squelett
central est importante (Kupchanadt, 1970), les élémanolides étant les plus flexillesnt

éte les plus actifs, suivis des gérmacranolideslisaque les eudesmanolides ayant un anneau
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central rigide ont été prouvés toujours inactife jpus, I'ouverture de I'anneau lactonique
induit la diminution de l'activité (Koukoulitsa etl., 2002). L'étude présente nous améne a
conclure que la présence de I'anneau lactoniquanéispensable pour 'activité cytotoxique
des sesquiterpene lactones, méme au cas ou leegraugthyleney-lactone est remplacé par

le groupen-méthyley-lactone.

Tableau 78: Activité cytotoxique des composeés acfifet5 vis-a-vis des lignés cancéreuses.

2 5 5-FU
GI50 | TGI LG50 | GIS0 | TGI | LG50 | GIS0 | TGI | LC50
NCI-H460 * * * 66.9 * * 1.0 50.0 | *
MCF7 51.8 * * 33.9| 63.8 93.8| 2.0 31.0 *
SF268 * * * 40.3 | 81.1 * 50.0 * *
DLDl * * * * * * - - -
OVCAR3 * * * * * * - - -
* Non actif aux concentrations >1,0d
- Non étudié
Composé
150
S
g 100
» 3
B
O 50+
; =—-NCI-H460
o 0
é SF268
;E -50 4
S ——MCF7
-100 -
0,01 0,1 1 10 100

Dose (M)

Figure 118.Action de 5 différentes doses du compbs®ntre les lignés cancéreuses
MCF7, SF268 et NCI-H460.
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9 3:15aM

A-C: Cellules non traitées.
D-F: Cellules traitées avec iBDdu composé& durant 48h colorées avec SRB a la fin de I'inciapat

Figure 119.Réponse des cellules MCF7 (A et D), SF268 (B ettByCI-H460 (C et F)
traitées avec le compose
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