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Abreviations

OMe : Méthoxyl

Gle : Glucose

Gal : Galactose

Rha : Rhamnose

Gluc : Acide glucuronique

LPO : Inhibition de la peroxydation lipidique
TBARS : Substances réactives a 1’acid thiobarbiturique
CTA : Capacité totale antioxydant

CMI : concentration minimale inhibitrice
FRAP : Pouvoir réducteur du fer

ICAM-1 : intercellular adhésion molécules
Naz2SO0s : Sulfate de sodium

AcOEt : Acétate d’éthyle

n-BuOH : n-Butanol

MeOH : Méthanol

CH:Cl2 Dichlorométhane

CDCls : Chloroforme deutéré

CDsOD : Meéthanol deutéré

DMSO : Diméthylsulfoxyde

CCM : Chromatographie sur couche mince
CC: Chromatographie sur colonne

CCE : Chromatographie sur couche épaisse
SiO2 : Gel de silice normale

RP-18 : Silice greffée en C-18

SM : Spectrométrie de Masse

ESI Electrospray lonisation (ionisation par é€lectrospray)
m/z Masse/charge d’un ion

uma : Unité de masse atomique

UV : Ultra-Violet

nm : Nanomeétre

A max : Longeur d’onde maximale

RMN 1H : Résonance magnétique nucléaire du proton

RMN 13C : Résonance magnétique nucléaire ducarbonel3

HMBC : Heteronuclear multiple bond correlation



HSQC : Heteronuclear single quantum correlation

COSY H-H : Correlation spectroscopy H-H

[a]D: Pouvoir rotatoire

J: Constante de couplage exprimée en Hz
o: Déplacement chimique en ppm
ppm : Partie par million

m : Multiplet

s: Singulet

sl : Singulet large

d: Doublet

dd : Doublet de doublets

ddd : Doublet de doublets de doublets
ddt : Doublet de doublets de triplets

dt Doublet de triplets

t: Triplet

quint : Quintuplet

ax : Axial

eq : Equatorial

ERO : especes réactives de I’oxygene
SOD : Super-oxydes dismutases

GPO : Glutathion peroxydase

BGP : Bactéries a Gram positif

BGN : Bactéries a Gram négatif

ATCC : American type culturecollection
DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle
IC50 : Concentration inhibitrice a 50%
NCCLS : National Committee for Clinical Laboratory Standards
ATB : Antibiotique

EGA: Equivalent gramme d’acide galique
EQ : Equivalent de la quercétine

F: Fraction



Sommaire

Introduction @ENETale. ..........oiiriii i e 1
Synthése bibliographique

Chapitre I : Médecine populaire et plantes

Chapitre I1I : Rappel bibliographique (Centaurea-Cytisus)

II-1-Position systématique de la famille Asteraceae...............vveviiiiiiiininiiiiiinenn.n. 11
II-1-1-Caracteres botaniques des AStEracCes. ... ..o.vvvurieriiiiiiiie it e e eee e 11
II-1-2-Présentation du enre Centaured. ...............uuuueueeiueeaeaie it eieeaineennenns 12
II-1-3-Intérét thérapeutiques du genre Centaureq. ............oouueuuuieieeieiaiiieiiieieanannn. 12
II-1-4-Espéce Centaurea resupinata subsp. dufourii (dostal) greuter............................. 13
IT-1-4-1-Description DOtanIqUE. . ......eeutittett ettt et et e e aeaae e 13
II-1-4-2-Classification DOtaniqUE. .........oiuiiniitiitt et eeeaann 13
II-1-5-Etudes chimiques antérieures sur le genre Centaured..................ccevveiinieniniinnnn. 14
II-1-5-1-Flavonoides du gente Centaureq. ............uouuuueieeieiiiii i aeeaeeeaaaann, 14
II-1-5-2-Sesquiterpenes lactones du genre Centaurea..............ccouveeiieiiiiiiinininnannnnnn. 24
II-1-5-3-Triterpenes du genre CemtAUIrea. . ..........c.ouuuiuiii et eeaeeaeaans 30
II-1-5-4-Lignanes du genre Centaured. ...............cuuuuuiuiineiieiat i aaaaeaieannennn 32
II-1-5-5-Autre composés du genre CentauUrea. ............c.ouuieiueeie i eiieaieeaneeaannn, 34
II-1-6-Activités biologiques du genre Centaurea...............c.ueeuiiiiiiiiiiiiiiiiininean... 35
II-2-Position taxonomique de la famille Fabaceae (Leguminosae)..................coovviniinnn. 39
[I-2-1-Caracteres botaniques des Fabac€es............ooviiiiiiiiii e, 39
I1-2-2-Intérét thérapeutique des Fabac€es............ooeviiiiiiiiiiii e, 40
[1-2-3-Présentation du ENTe CPliSUS.....uueennee ettt et e e e e ee e aeeanaas 40
I1-2-4-Intérét thérapeutiques du GeNTEC CYLISUS. . ..onueenii et 41
II-2-5-Espéce Cytisus purgans (L) Benth.............oo e, 41
I1-2-5-1-Description DOtaANIQUE. ... .eeuteett ettt et e e et e e e e et e e e e e eeeeeaeens 41
I1-2-5-2-Classification DOtaniqUe. .........ovuieniintiitt ettt e eeea e 42
[I-2-6-Etudes chimiques antérieures sur le genre CYLisus......oovveeuieiieeieeiiieiiieaineennnnn. 42
II-2-6-1-Flavonondes. . . ... ..o 42

TI-2-6-2-A1CalOTdES. ..o oot e, 47



[1-2-6-3-Compose€s PhENOIIQUES. ...ttt e e e e e e 48

TI-2-6-4-StEOTACS . . .. e ettt 50
II-2-6-5-AULIES COMPOSES. ...ttt ettt ettt e et et e et e et e et e e e e eaaaeeeennas 51
I1-2-7-Activités biologiques du geNnre CYLISUS. . ....ouiinieiit e, 51
REETOINCES. ..o e 53

Travaux personnels

Chapitre I1I : Investigation chimique

III-1-Investigation chimique de I’espece Centaurea resupinata subsp.dufourii ............... 65
0 5 2 11 5 10 4 DA P 65
II1-1-2-Séparation et purification de I’extrait Acétate d’éthyle ..................cooiiiii 66
III-1-3-Détermination structurale des produits obtenus ..............cccovviiiiiiiiiiiininnnnn.. 67
III-1-3-1-Elucidation structurale du produit CR1..............ooiiiiiiiiiien 67
III-1-3-2-Elucidation structurale du produit CR2.............ccooiiiiiii e, 76
III-1-3-3- Elucidation structurale du produit CR3............cooiiiiiii e 84
II1-1-3-4-Elucidation structurale du produit CR4..............ooiiiiiiiiiiea 89
III-1-3-5- Elucidation structurale du produit CRS............cooiiiiii e 92
III-1-3-6-Elucidation structurale du produit CR6..............oooiiiiiiiiiiiiiiien 97
IMI-1-3-7-Elucidation structurale du produit CR7...........ccoiiiiiiiiii e, 100
III-1-3-8-Elucidation structurale du produit CRS8..............cooiiiiiiii e, 105
IMI-1-3-9-Elucidation structurale du produit CRO.............coooiiiiiiiiii e, 110
III-1-3-10-Elucidation structurale du produit CR10.............cooiiiiiiiiiii e, 120
00 B 00 T L 1 T ) 127
III-2- Investigation chimique de I’espeéce Cytisus purgans (L.) Benth.......................... 130
|10 P B 5 s ¢ 1+ 10 ) D PP 130
II1-2-2- Séparation et purification de I’extrait acétate d’éthyle...................coooiin 131
II1-2-3- Détermination structurale des produits obtenus ................cooviiiiiiiiiiinn... 131
[II-2-3-1-Elucidation structurale du produit CP1..............coiiiiiii e 132
II1-2-3-2-Elucidation structurale du produit CP2..............oiiiiiiiiiiiiiii e 138
[II-2-3-3-Elucidation structurale du produit CP3..............ooiiiii e 144

[I1-2-3-4-Elucidation structurale du produit CP4..............ooiiiiiiii e 149



[I1-2-3-5-Elucidation structurale du produit CP5...........ccooiiiiii e 153

II1-2-3-6-Elucidation structurale du produit CP6..............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 153
[II-2-3-7-Elucidation structurale du produit CP7...........ccoiiiiiiii e, 157
TII-2-4-CONCIUSION. . .ttt e e et e s 157
REETOINCES. ..ot 160

Chapitre IV : Activités biologiques

IV-1-Activité anti-OXYdante. . .......oouiiniitiit i e eeenans 168
IV-1-1-Stress oXydatif. . oo e 168
IV-1-2-Conséquence du Stress oxydatif..........o.ooiiiiiiiiiiii e 168
IV-1-3-Anti-0XYAANtS. . .o oeee e e 168
IV-1-3-1-AntioXydants €NZymatiqUeES. .........eevuutenreeenteeteeate et eaeeaeeenreeaeeanneenns 169
IV-1-3-2-Antioxydants NON eNZYMAtIQUES. . ......ueenrenttintentett et eteaeetenteaeeeennennn 169
IV-1-3-3-Conditions d’utilisation des antioXydants.............c..ooveiiiiiiiiiiniieiiiieniennn, 169
IV-2-Activité antimiCTODIENINE .........oiuiiniit it 170
IV-2-T-INtr0AUCHION. ... et e 170
IV-2-2-1’activité antibacterienne. ... ......oiuiiti ittt 171
IV-2-2-1-Types de DaCteris. ... .ouuineiitii ettt e e, 171
IV-2-2-2-Caracteres généraux sur les souches étudies..............oovviiiiiiiiiiiiiiiin. 172
ITV-2-3-1"activit€ antifOn@IqUE. ... .outiett ittt et et e e e e eeaeanaas 172
IV-2-4-Les Compos€s antimiCIODICNS. ... .euuuetttitentettattat et ettt eeeaeaeaenen 173
IV-3-partie eXperimentale. ..........oouiiiiiii i e e 174
IV-3-1-Dosage des polyph€nols totauX........c.vvuiiiiiiiii i e, 174
IV-3-2-Dosage des flavonoides. ...........ouiuiiuiiiiii i 174
IV-3-3-Evaluation de ’activité anti-oXydante..............cceviiiiiiiiiiiiei i 175
IV-3-4-Activité antibacterienne. ...........ouiiuiieit it 176
IV-3-4-1-M¢éthode par diffusion sur milieu gélosé (Méthode de disques)...................... 176
IV-3-5-Activité antifongiqUe. .......cuietiii e e 178
IV-3-6-Analyse StatiStIQUE. ... ..ueutinteei ittt e 178
IV-4-Resultats €t DISCUSSION. ... .utuntit ettt e 178

[V-4-1-Dosage des polyph€nols totauX.......c.vvuiiiiiiiii e e e, 178



IV-4-2-Dosage des flavonoides. ........c.oviuiiiiiiii i e e 179

IV-4-3-Evaluation de ’activité anti-oxydante...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieieaenn, 181
IV-4-4-Résultats de I’activité antimicrobienne de la plante Centaurea resupinata............ 183
IV-4-4-1-Pactivité antibacterienne. .........o.evuiitii i, 183
IV-4-4-2-Pactivité antifongique. .........ooiiiiiiii e 185
AT e B 10 LS T ) PP 186
TV-5-COonCIUSION. .. e et e 186
R CIONCES. .. 188
CoNCIUSION GENETALC. ... ...ttt e et et e e e e e e 192

Chapitre V : Partie expérimentale

V-1-Matériel et appareillage. ........c.ovniiiiniii i 194
V-1-1-Récolte des plantes EtudiCes. .........oeieiiiiii e 194
V-1-2-Chimie @XErACTIVE. ..o ettt ettt ettt ettt e e aaenes 194
V-1-2-1-Chromatographie sur couche mince et Epaisse (CCM et CCE)........................ 194
V-1-2-2-Chromatographie sur colonne ouverte (CC)..........cooeviiiiiiiiiiiiiiniiinenn. 194
V-1-3-Chimie structurale. ....... ..o 194
V-1-3-1-Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN)........................... 194
V-1-3-2-Spectroscopie de masse (SM).......cuiiuiiiriiiiii e 194
V-1-3-3-Spectrométric UV-Visible.........oooiiiiiiiiiii e 195
V-1-3-4-POUVOIr TOLAtOIIE [0L]D. . cvvreeerrreeirreeeitieeeiirieeeteeeeteeeetreeestreeeeteeessseeeesseesseeesseeesseaenns 195
V-2-Etude de I’espece Centaurea resupinata subsp. dufourii..................ccceviviiann.n.. 195
V2o T-EXITACHION. . . e e e e 195
V-2-2-Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle........................oo. 195

V-2-3-Données spectrales et constantes physiques des produits isolés de 1’espeéce Centaurea
resupinata SUbSP. dUfOUFTT .........c.ooveiiie ittt i eeeiieesieeesaeeesveesnneesneneeseenees 199

V-2-3-1-Compos€ CRIL. ... e 199
V-2-3-2-Compos€ CR2. ... e 200
V-2-3-3-Compose CR3 . ... e e 200
V-2-3-4-Compos€ CRA . ... e 200
V-2-3-5-Compose CRS ... e e 200

V-2-3-6-Compos€ CRO......ooiii e e e 201



V-2-3-T-Compos€ CR7 ... e e e e 201

V-2-3-8-Compos€ CRE. ... e 201
V-2-3-9-Compos€ CRO ... e 201
V-2-3-10-Compos€ CRIO.......oiiiii e 202
V-3-Etude de I’espece Cytisus purgans (L.) Benth................c.ooiiiiiiiiii .. 202
V3o T-EXITACHION. . e e e e 202
V-3-2-Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle.............................. 202
V-3-3-Composés isolés de I’espéce Cytisus purgans (L.) Benth................................. 206
V=3-3-1-Compose Pl e 206
V=3-3-2-ComPoSE CP2. ettt et e 206
Vm323-3-C0mMPOSE Pttt e e e e e 207
V=3-3-4-Compose CPa. ..ottt e 207
V-3-3-5-Compose CP ..o 207
V-3-3-6-Compose CPO..... o 207

V=3-3-7-Compose CP 7. .o e e 208



Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

A travers les siécles, les plantes ont été considérées comme des usines végétales pour
produire un grand nombre de biomolécules ayant un potentiel pharmacologique intéressant [1].
Les plantes médicinales ont toujours prouvé leur efficacit¢ en médecine populaire ce qui leurs
confére le premier rang des sources de principes actifs médicamenteux [2]. La valeur
thérapeutique des plantes est de plus en plus démontrée scientifiquement, en effet leurs

propriétés pharmacologiques sont souvent liées aux métabolites secondaires [3].

A nos jours, le traitement par les plantes médicinales est largement préconisé par les
thérapeutes ainsi que les organisations de la santé. La valorisation de ces ressources naturelles
est devenue une préoccupation principale pour connaitre le mode d’action, les principes actifs,
et les effets secondaires de la phytothérapie sur la sant¢ humaine [4]. L’évaluation des
propriétés antimicrobienne et anti-oxydante des plantes, notamment celles non connues et
utilisées dans la médecine populaire est trés importante car ces especes représentent une

¢ventuelle source de composés bioactifs [5].

Sur le plan écogéographique, I’ Algérie s’individualise par une diversité¢ de son climat
(entre la mer Méditerranée et I'Afrique subsaharienne), son écosystéme et sa topographie
donnant naissance a un patrimoine floristique naturel considérable. Dans cette flore on note
plus de 408 espéces Asteraceae [6] et 337 espéces Fabaceae [7]. Ces deux familles connues

pour leurs propriétés phytotherapeutiques et économiques innombrables.

Pour ces raisons, I’objectif de notre étude consiste en la valorisation de deux plantes
Centaurea resupinata subsp. dufourii (dostal) greuter (Asteraceae) et Cytisus purgans (L.)
Benth (Fabaceae). La recherche bibliographique exhaustive réalisée sur ces deux genres
Centaurea et Cytisus amis en évidence leurs richesses en substances naturelles particuliérement

les flavonoides considérées comme marqueur chimiotaxonomique [8, 9].

Ce travail de thése de doctorat est réparti en deux parties :
La premiére est un apercu bibliographique composé de deux chapitres :

% Dans le premier chapitre, nous présentons I’intérét des plantes en médecine
traditionnelle.

+»+ Le second chapitre est consacré a la description botanique des familles Asteraceae et
Fabaceae. Il expose également les études chimiques antérieures et les activités

biologiques relatives aux genres Centaurea et Cytisus.

1
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La deuxiéme partie est dédiée aux travaux personnels incluant trois chapitres:

K/
£ %4

X/
°e

X/
°

Le troisieme chapitre reporte les résultats de 1’étude phytochimique effectuée sur les
especes Centaurea resupinata et Cytisus purgans, en exposant les techniques
d’extraction, de séparation et la détermination structurale des produits isolés.

Le quatriéme chapitre consacré a I’étude in vitro des activités anti-oxydante et
antimicrobienne, effectuée sur les extraits bruts (acétate d’éthyle et butanolique) des
parties aériennes de la plante Centaurea resupinata. 11 présente également la
quantification des polyphénols totaux et des flavonoides de ces deux extraits.

Le dernier chapitre décrit en détails les protocoles chromatographiques,

spectroscopiques et biologiques effectués dans le cadre de ce travail.

Une conclusion générale résume les résultats obtenus au cours de ce travail et les

perspectives envisagées.
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Intérét des plantes en médecine traditionnelle

Depuis la plus haute antiquité, 'homme a trouvé dans les plantes les remedes pour se
soigner et soulager ses maux et par expérience, il a appris a reconnaitre les plantes toxiques.
Ces connaissances ont été développées avec le temps et transmises oralement de génération en
génération [1]. Les premiers écrits remonteraient jusqu’a 5000 avant Jésus Christ, avec
notamment la tablette sumérienne de Nippur, qui décrit plus de 250 plantes ainsi que des

recettes et modes d’emploi [2].

Les plus anciennes civilisations témoignent du large usage des plantes médicinales en
thérapeutique, celles-ci sont toujours considérées comme des sources inépuisables de
nouveaux médicaments [3]. Malgré les progrées de la médecine moderne, les plantes
médicinales conservent leur popularité pour des raisons historiques et culturelles. Ainsi, dans
de nombreux pays en développement, une grande partie de la population satisfait ses besoins

en maticre de soins de santé grace aux plantes médicinales. [4].

+ La médecine chinoise

La médecine traditionnelle chinoise (MTC) est 1'un des arts de guérison les plus anciens
connus de I'homme [5, 6]. Selon I'Organisation mondiale de la santé et l'institut national de la
santé, la MTC est née il y a plus de 3000 ans grace a ’empereur Shen Nung (environ 2700
avant J.-C.), qui a étudi¢ la valeur médicinale de plusieurs centaines d'herbes. Il est 1’auteur

du Pen T-Sao, ou Herbe indigéne, répertoriant 365 médicaments.

Maintes plantes médicinales ont été utilisées dans la médecine populaire chinoise, et les
praticiens de cette médecine utilisaient souvent des combinaisons de plantes plus tot qu'une
seule plante. La pharmacopée chinoise répertorie environs plus de 8000 ingrédients, dont 800

sont utilisés couramment [7].
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Figure I-1: La médecine dans la chine ancienne [8]

+ La médecine indienne

L‘Inde représente 8 % de la biodiversit¢ mondiale, avec environ 49000 especes
végétales, dont 5150 especes endémiques [9,10]. La chaine himalayenne, les Ghats
occidentaux, le nord-est des collines indiennes (Khasi et Mizohills) et les chaines de
montagnes Vindhya et Satpura de la péninsule nord de I'Inde sont la mine d'or des espéces
végétales supérieures. La phytothérapie a une importance particuliére dans la culture et la
médecine traditionnelle de 1'Inde [9]. Les médicaments a base de plantes sont toujours a la
base du systeme de soins de santé moderne et sont également reconnus pour leur importance

¢conomique [11].

Les concepts et les pratiques des différents systéemes médicinaux traditionnels en Inde
datent d'environ plusieurs milliers d'années. Bien que différents produits chimiques, minéraux
et produits animaux sont utilisés pour préparer des agents curatifs, une grande partie de la
population indienne croit encore et recoit des soins médicaux traditionnels, qui sont bas€s sur
les principes de trois anciens systémes de médecine indienne codifiés (SMI): Ayurveda (Ayur
signifie vie et veda signifie 1'étude : I’étude de la vie) Siddha et Unani [12]. Le plus ancien

écrit, le Charaka Samhita, remonterait a sept si¢cles avant Jésus-Christ [13, 14].

On estime que 1'Ayurveda utilise 1200 espeéces de plantes, tandis que Siddha et Unani
incluent respectivement 900 et 700 especes de plantes dans leurs préparations médicinales
[15]. Actuellement, plus de 1,5 million de praticiens de la médecine traditionnelle en Inde

utilisent les plantes médicinales a des fins préventives, promotionnelles et curatives [16].
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Figure I-2: La médecine dans 1I'Inde ancienne [17]

< La médecine égyptienne

En Egypte antique, le berceau de la médecine et de la pharmacie, les propriétés
médicinales des plantes ont été décrites dans le papyrus médical Kahun (1900 av. J.-C.), et le
papyrus Edwin Smith (1600 av. J.-C). Parmi les produits naturels fréquemment mentionnés,
on trouve le miel utilisé efficacement dans le traitement des plaies, ultérieurement des études
cliniques et pharmacologiques confirment ses propriétés osmotiques, décongestionnantes,
antiseptiques et antibiotiques [18]. En raison de son effet déshydratant et astringent, le natron
(le sel de Basse-Egypte) n'était pas utilisé seulement pour la momification, mais aussi pour

plaies exsudatives et éruptions cutanées [19].

De méme, les oignons étaient utilisés pour les plaies purulentes, les furoncles et les
Iésions inflammatoires. En effet, il y a a peine 50 ans, il a ét¢ démontré que sa composition

chimique en actifs possede des effets bactéricides et fongicides [20].
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Figure I-3: La médecine dans 1'Egypte ancienne [21]

+ La médecine grecque et romaine

Les scientifiques gréco-romains ont beaucoup contribué a I’évolution de la médecine.
On leurs doit le terme « Phytothérapie», qui signifie traitement par les plantes. Hippocrate
(460-377 av J.-C.) est le pionnier des bases de la médecine scientifique, il est le premier qui a
séparé¢ la médecine des concepts irrationnels de la magie. Il établissait une relation entre la
forme ou la couleur de la plante, et la maladie qu'elle pouvait guérir. Dans son ceuvre le

Corpus Hippocratum, il détaillait plus de 400 remedes simples a base de plantes [22].

Dioscoride, un médecin qui a vécu au premier siécle de notre ere, a décrit des plantes
médicinales, dont certaines comme la belladone, I'ergot, I'opium et le colchique, sont encore
utilisées de nos jours. Il est I'auteur du traité « materia medica » considéré comme un manuel
de référence dans le domaine de la pharmacologie européenne. Ce document présente la

description botanique et les utilisations culinaires et médicinales des plantes [23].

Galien (131-201 av J.-C), considéré comme le pere de la pharmacie, a mis au point la
science de préparation de médicaments a partir de matie¢res premicres végétales et animales,

connus sous le nom de "galénique" [24].
+ La médecine arabe

Les innovations médicales introduites par les médecins arabes (musulmans) sont
innombrables notamment, la découverte du systéme immunitaire et les microorganismes [25,

26]. Ibn Sina a ét¢ le premier a séparer la médecine de la science pharmacologique. En ce qui
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concerne la phytothérapie, les médecins arabes ont introduit de nombreux nouveaux aspects et

amélioré les connaissances sur les herbes et leur efficacité médicales.

Le chimiste Ibn Hayan a pu extraire différents composés anesthésiques a partir d'herbes
locales (Hyoscyamous aureus, Opium et Cannabis sativa) pour une anesthésie locale ou
générale. En Andalousie, les médecins, botanistes et pharmacologues arabes dirigés par Ibn
AlBitar ont pu introduire environ 350 nouvelles especes végétales comme herbes médicinales

pour le traitement des maladies humaines (Ibn AlBitar, 1874).

Abu Al Abbas et d'autres herboristes ont publi¢ plusieurs livres et encyclopédies sur les
plantes médicinales, en décrivant les parties de plantes utilisées, la procédure de préparation

de chaque remede et la procédure de traitement de certaines maladies [25, 26].

Figure 1-4: La médecine Arabe [27]
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II-1-Position systématique de la famille Asteraceae

Les Astéracées appelées autrefois composées constituent une vaste famille de
plantes dicotylédones avec environ de 24000 espéces réparties en 1600 genres [1].
En Algérie, on trouve plus de 408 especes et 109 genres [2]. Ce sont des plantes
herbacées, des arbustes, des arbres ou des lianes, parfois des plantes grimpantes ou
des epiphytes [3]. La répartition de cette famille est cosmopolite dont la plupart de
ces especes existent dans les régions tempérées, séches et aussi les régions froide du
globe [4, 5, 6].

II-1-1-Caractéres botaniques des Astéracées

Les plantes Astéracées sont caractérisées par les feuilles simples alternes, rarement
opposées ou verticillées, simples exstipulées [7]. Les fleurs sont hermaphrodites ou unisexuées,
mélées de paillettes ou de bractées, et groupées en capitule composé d'un réceptacle commun.
Elles possédent cinq pétales soudés. Les étamines sont également soudées par leurs filets a la
base de la corolle ainsi que leurs anthéres a déhiscence longitudinales et introrse [8]. Le calice
est absent nul ou assimilé au pappus et la corolle actinomorphe ou zygomorphes avec un tube
en général prolongé par un limbe, ou ligule tridentée. Les fruits sont des akénes indéhiscents et

couronngs par le limbe du calice. Les graines sont exalbuminées [9].

La classification botanique de la famille Asteraceae se présente comme suit :

+ Régne Plantae

+ Sous-régne Tracheobionta
+ Division Magnoliophyta
+ Classe Magnoliopsida
+ Sous-classe Asteridae

4+ Ordre Asterales

4 Famille Asteraceae

+ Synonyme Compositac
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II-1-2-Présentation du genre Centaurea

Les espéces du genre Centaurea sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles
et vivaces [10], a tiges rigides et pubescentes, les capitules multiflores a fleurs
homomorphes ou dimorphes. Les fleurs sont tubulées et Leur couleur varie entre le rose, le
pourpre, le violet et quelques especes a fleurs jaunes. L’involucre est composé de
nombreuses bractées, chacune terminée par une écaille qui peut étre épineuse. Le fruit est

un akeéne €laiosome avec une aigrette assez courte, surtout pour le fruit central [2].

Le genre Centaurea est répandu dans le monde entier. Il comprend plus de 500 espéces

[11] dont 45 especes poussant spontanément en Algérie [2].

Plusieurs investigations phytochimiques sur ce genre ont montré une richesse en
métabolites secondaires bioactifs notamment les flavonoides [12, 13, 14], les sesquiterpénes

lactones [15,16,17], les lignanes [18], les phytostérols et les triterpenes [19,20].
I1-1-3-Intérét thérapeutiques du genre Centaurea

Les Centaurées sont réputées d’avoir un large éventail d’applications en médecine

traditionnelle :

-L’espece C. uniflora est connue chez la population chinoise pour traiter les intoxications et la

fievre [21].

- Plusieurs especes Centaurées sont recommandées en médecine populaire turque, contre les
affections inflammatoires : C. iberica pour le traitement des abces et I’asthme, C. jacea et C.
calcitrapa pour réduire la fievre [22, 23], C. pulchella, C. virgata et C. drabifolia afin de

soulager les douleurs abdominales et les maux d’estomac [24, 25, 26, 27].

-Dans la région de Jakabszallas (Hongrie), la décoction de parties aériennes de C. sadleriana est

appliquée dans les blessures du bétail (en particulier le mouton) [28].

-En Espagne, I’infusion de C. aspera , C. melitensis et C. seridis var. maritima est utilisée pour

I'hypoglycémie, C. ornata pour traiter les ulceres et les plaies gastriques [29].
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I1-1-4-Espéce Centaurea resupinata subsp. dufourii (dostal) greuter
I1-1-4-1-Description botanique

Centaurea resupinata subsp. dufourii est une plante vivace, avec des tiges courtes,
dressées ou décombantes. Les feuilles sont pubescentes-cendrées, variables, non décurrentes
sur la tige. Les capitules sont petits (en moyenne: 7-8 mm sur 15), blanchatres a la base. Les
fleurs sont purpurines. Les akénes a aigrette trés courte; pubescente et a stries longitudinales

généralement bien marquées [2].

Figure 11-1: Espéce Centaurea resupinata subsp. Dufourii

Centaurea resupinata subsp. dufourii pousse en 1’Algérie, particulierement dans les
hautes montagnes. Elle se rencontre dans la région des Aures, les Foréts claires et paturages

pierreux d’Oranie, et 1'Atlas Saharien (Djebel Amour) [2].

I1-1-4-2-Classification botanique
L’espece Centaurea resupinata subsp. dufourii est classée comme suit [30, 31]:

» Régne : Plantae

» Branche : Tracheophyta
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» Classe: Magnoliopsida (Dicotyl¢dones)

» Ordre: Asterales

»> Famille : Asteraceae

» Genre: Centaurea

> Espéce: Centaurea resupinata subsp.dufourii
» Synonyme : Centaurea tenuifolia Dufour

I1-1-5-Etudes chimiques antérieures sur le genre Centaurea

Les especes centaurées sont réputées par leur composition chimique riche et variée. La
recherche bibliographique indique la présence de plusieurs métabolites secondaires, tels que :
les lignanes [32], les triterpenes [33], les composés phénoliques [34], les flavonoides [13] et les
sesquiterpenes lactones [17]. Ces deux derniers types de biomolécules sont les plus rencontrées
dans ce genre.
II-1-5-1-Flavonoides du genre Centaurea

Les études phytochimiques effectuées sur les Centaurées ont conduit a la purification
et la caractérisation de plusieurs flavonoides, constitués majoritairement de flavones
(apigenine, chrysoeriol, hispiduline, nepetine, luteoline .....) et falvonols (kaempferol,
quercetine, astragaline, rutine, quercitrine....). Le tableau suivant présente quelques exemples

des flavonoides isolés de diverses espéces de ce genre.

Tableau II -1 : les flavonoides identifiés du genre Centaurea

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. cineraria salvigenine (1), 3’-O-methyleupatorine (2), eupatiline [35]
subsp. umbrosa (3), jaceosidine (4)

C. sphaerocephala | chrysoeriol (5), apigenine (6), nepetine (7), luteoline (8) [36]

L chrysoeriol 7-O-B-glucoside (9), apigetrine (10) [37]

C. senegalensis eupatiline (3), jaceosidine (4), centaflavone A (11), [38]

centaflavone B (12), 6-methoxy kaempferol (13), 6-
hydroxy kaempferol (14)
C. furfuracea Coss | hispiduline 7-O-methylglucuronide (15) [39]
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C. papposa

C. urvillei DC.

subsp. urvillei

C. davidovii

C. parilica

C. stenolepis

C. schischkinii

C. jacea L

C. aegyptiaca L

C. tougourensis

Rappel bibliographique

apigenine-7-O-methylglucuronide (16), apigenine (6),
apigetrine (10), hispiduline (17), cirsimaritine (18),
5,7,4’-trihydroxy-3-methoxyflavone (19), hispiduline-7-
O-glucoside (20)

eupatorine (21)

apigenine (6), luteoline (8), apigetrine (10),hispiduline-
7-O-B-D-methylglucuronopyranoside (15), apigenine7-
O-B-D- methylglucuronopyranoside (16), hispiduline-7-
O-B-D-glucopyranoside (20), naringenine-7-O-3-D-
glucuronopyranoside (22), eriodictyol-7-O-B-D
glucuronopyranoside (23), 6-hydroxykaempferol-7-O-
B-D-glucuronopyranoside (24), hispiduline-7-O-B-D-
glucuronopyranoside (25), kaempferol (26)

apigenine (6), luteoline (8), scutellareine 6-methyl ether
(27), scutellareine 6,4’ dimethyl ethers (28),
scutellareine 6,7,4’-trimethyl ethers (29), 6-
hydroxyluteoline 6-methyl ether (30), 6-
hydroxyluteoline 6,3’-dimethyl ethers (31),
isokaempferide (32)

apigenine (6), scutellareine 6,4’dimethyl ethers (28), 6-
hydroxyluteoline 6-methyl ether (30), 6-
hydroxyluteoline 6,3’-dimethyl ethers (31)
6-hydroxyluteoline 6-methyl ether (30), axillarine (33),
centaureidine (34)

apigenine (6), astragaline (35), afzeline (36)

apigenine (6), hispiduline (17) , eupatorine (21),
1sokaempferide (32) , axillarine (33) , centaureidine
(34), cirsiliol (37), 6-methoxykaempferol 3-methyl
ether (38)

apigenine (6), isovitexine (39), vitexine (40),
isoquercetine (41), 3-O-methylquercetine (42),
quercetine (43)

methyleupatorine (2), eupatiline (3), jaceosidine (4),
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C. nicaeensis All.
var.
walliana M

C. scoparia

C. horrida

C. microcarpa
Coss. & Dur

C. bracteata

C. omphalotricha
Coss. &

Durieu ex Batt. &
Trab

C. pseudoscabiosa

subsp.
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apigenine (6), 3°-O- nepetine (7), kaempferol (26)

jaceosidine (4), apigenine (6), apigenine-7-O-p-D- [48]
methylglucuronopyranoside (16), apigenine 4°-(6°’-
methylglucuronide) (44), cirsilineol (45)

apigetrine (10), centaureidine (34), 3°,4’-dihydroxy- [49]
(3°°,4°’-dihydro-3’’-hydroxy-4’’-acetoxy)-2"",2"’-
dimethylpyrano-(5’,6°":7,8)-flavone-3-O-£- D-

glucopyranoside (46), 3,3’,4’-trihydroxy-(3"°,4"’-
dihydro-3"’,4"’-dihydroxy)-2’,2"’-dimethylpyrano-
(57°,67:7,8)-flavone (47), cynaroside (48), oroxyline A

(49), 5,7-dihydroxy-3’,4’,5’-trimethoxyflavone (50),
atalantoflavone (51), 5-hydroxy-3’,4’,8-trimethoxy-
2°,2”’-dimethylpyrano (5°°,6”°:6,7)-flavone (52),
3°,4°,5,8-tetramethoxy-2"",2"’-dimethylpyrano
(577,67°:6,7)-flavone (53)

apigenine (6), apigetrine (10), astragaline (35), afzeline [50]
(36), isovitexine (39),vitexine (40), rutine (54),

scutellareine 7-O-B-D-glucopyranoside (55), quercitrine

(56)

nepetine (7), astragaline (35), 7-O-B-D-glucopyranosyl [51]
centaureidine (57)

nepetine (7), luteoline (8), isokaempferide (32), [52]
axillarine (33), centaureidine (34), scutellareine 6-

methyl ether (18), axillarine 7-glucoside (58), jaceidine

(59), jaceine (60), 6-hydroxyluteoline 6,4’-

dimethyl ether (61), centabracteine (62), bracteoside

(63)

quercetine (43), oroxyline A (49), chrysine (64), [53]
tenaxine II (65), 5,7,2’-trihydroxyflavone (66)

pinocembrine 7-O-a-arabinopyranosyl-(1>2)-f3- [54]
glucopyranoside (67), chrysine 7-O-3-
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galactopyranuronoside (68), baicaleine 6-methylether-
7-0-B-galactopyranuronoside (69)

apigenine (6), luteoline (8), cirsimaritine (18),
isokaempferide (32)

chrysoeriol (5), jaceidine (59), algerianine (70), 4°-
methyl gossypetine (71), centaureine (72)
3’-O-methyl-eupatorine (2), eupatiline (3) , jaceosidine
(4), nepetine (7), cirsilineol (45)

salvigenine (1), 3’-methoxy eupatorine (2), eupatorine
(21)
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Figure II-2 : structures des flavonoides isolés du genre Centaurea

I1-1-5-2-Sesquiterpenes lactones du genre Centaurea

Selon la littérature, les investigations chimiques effectuées sur les Centaurées ont

montré la prédominance des lactones sesquitérpeniques de type guaiane et germacrane. Ces

substances sont considérées comme des biomolécules (marqueurs) chimio-taxonomiques de ce

genre. Le Tableau II-2 résume quelques sesquiterpenes lactones isolées de genre Centaurea.
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Tableau II-2 : les sesquiterpénes lactones isolées du genre Centaurea

Plante étudiée

C. cineraria subsp.

umbrosa

C. melitensis

C. sphaerocephala
ssp. Sphaerocephala

C. sinaica

C. papposa

C. jacea L
C. nicaeensis All.
var.

walliana M

C. microcarpa Coss.

& Dur
C. pullata L

Meétabolites isolés Références
cnicine (73), cnicine 4’-O-acetate (74) [35]
saloniténolide (75), onopordopicrine (76), [59]

arctiopicrine (77), mélitensine (78), mélitensine-3-
hydroxyisobutyrate (79), 11(13)

déhydromélitensine B- hydroxyisobutyrate (80)

cnicine (73), cnicine 4’-O-acetate (74), 1(10)- [60]
€poxy-15-hydroxy-gérmacr-4-en-6,12-

olide (81), 11B, 13-déhydromélitensine (82)

amberboine (83), chlorohyssopifoline A (84), [61]
sinaicine (85)

cnicine (73), malacitanolide (86), 8a-O-(3, 4 [62]
dihydroxy-methylenebutanoyloxy)-

dehydromelitensine (87), 8a-O-(3,
4-dihydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-15-oxo-

5,7RH, 60H eleman- 1, 3,11(13)-trien-6,12-olide

(88), 8a-O-(3, 4- dihydroxy-

methylenebutanoyloxy)-dehydromelitensin

methylester (89)

cnicine (73) , cnicine 4’-O-acetate (74) [63]
melitensine (78) [48]
hydroxy-11b,13-dihydro onopordaldehyde (90) [51]
melitensine (78), 110,13-dihydrocnicine [64]

(91),11B,13-dihydro-19-desoxycnicine (92), 8a-O-
(4-acetoxy-5-hydroxyangeloyl)-11p,13-

dihydrocnicine (93), 11,13 dihydrosalonitenolide
(94) ,80-0O-(4-hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-

25
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11B,13-dihydrosonchucarpolide (95), 8a-O-(4-
hydroxy-2-methylenebutanoyloxy)-11p,13-dihydro-
4-epi-sonchucarpolide (96), 8a-hydroxy-11p,13-
dihydro-4-epi-sonchucarpolide (97) ,8a-O-(4-
hydroxy-2-methylenebutanoyl-oxy)melitensine

(98), 8a-hydroxy-11p,13-dihydro-onopordaldehyde

99)
C. orphanidea cnicine (73), 4’-O-acetylcnicine (74) [55]
C. polyclada 13-N-proline melitensine (100), 13-N-proline- [58]

60,80,15-trihydroxyelema-1,3-dien-12-oic acide
(101), 8a-O-[2’- (hydroxymethyl)-but-2’-enoyl]-
6a,15-dihydroxyelema-1,3,11(13)-

trien-12-oic acide (102), methyl 1p,60,80-
trihydroxy-15-oxoeudesm-11(13)-en-12-oate (103),
60,80,15-trihydroxyelema-1,3,11(13)-trien-12-oic

acide (104), methyl 60,80,15-trihydroxyelema-
1,3,11(13)-trien-12-oate (105)

Ry R Rs
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(73) WHWA O H Me
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5 W
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Figure I1-3 : structures des sesquiterpénes lactones isolés du genre Centaurea
I1-1-5-3-Triterpénes du genre Centaurea

Les triterpénes sont des substances naturelles constituées principalement par six unités
d'isopréne avec des structures cycliques relativement complexes. On les trouve dans les
gommes et les résines végétales. Ces métabolites secondaires sont dotés de potentialités
hormonales et immumodulantes, ils peuvent inhiber les enzymes impliquées dans le
métabolisme du glucose, empécher le développement d'une résistance a I'insuline et normaliser
les taux plasmatiques de glucose et d'insuline [65]. Les investigations chimiques menées sur les
plantes Centaurées ont indiqué la présence de ces substances dans de nombreuses especes. Le

tableau II-3 regroupe ces composés naturels isolés du genre Centaurea.

Tableau II-3 : les triterpenes identifiés du genre Centaurea

Plante étudiée Métabolites isolés Références

C. horrida lupeol (106), betuline (107), daucosterol [54]
(108)

C. microcarpa Coss. & | daucosterol (108), B-sitosterol (109) [51]

Dur

C. bracteata daucosterol (108) [52]
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C. omphalotricha Coss. lupeol (106), daucosterol (108), B-sitosterol [53]
&Durieu ex Batt. & (109), taraxasterol (110)

Trab

C. africana daucosterol (108), B-sitosterol (109), o- [56]

Amyrine (111), B-Amyrine (112)

(107)

R (110)
(108) Glu
(109) H
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(112)

Figure I1-4 : structures des triterpénes isolés du genre Centaurea
I1-1-5-4-Lignanes du genre Centaurea

Les lignanes constituent un vaste groupe de polyphénols. Ils s’accumulent généralement
dans les racines, les graines et les tissus des plantes ligneuses. La structure de ces composés
est obtenue par couplage de deux entités de dérivés du 1-phenylpropane. Plusieurs travaux ont
montré I’effet préventif et protectif de ces substances vis-a vis de certains type de cancer
hormono-dépendants (prostate,sein) [66]. Plusieurs composés de ce type ont été isolés de

nombreuses centaurées, le tableau suivant regroupe quelques lignanes isolés de ces especes.

Tableau II-4 : les lignanes identifiés du genre Centaurea

Plante étudiée Métabolites isolés Références

C. schischkinii arctiine (113), matairesinoside (114), matairesinol [44]
(115), arctigenine (116)

C. jacea L trachelogenine (117) [45]

C. orphanidea pinoresinol (118), dimethylmatairesinol (119) [55]

C. polyclada arctiine (120) [58]
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O OMt
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Figure I1I-5 : structures des lignanes isolés du genre Centaurea

I1-1-5-5-Autre composés du genre Centaurea

En outre, d’autres métabolites secondaires, ont été isolés du genre Centaurea (tableau

I1-5).
Tableau II-5 : Autre produits identifiés dans les Centaurées

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. collina scoparone (121), scopoletine (122) [67]

C. spruneri Boiss. | scopoletine (122), isoscopolétine (123) [68]

& Heldr.

C. schischkinii schischkiniine (124) [44]

C. moschata moschamindole (125) [69]

C. unrvillei DC. arbutine (126), salidroside (127) [42]

subsp. urvillei
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R O O MeO O O

R (123)
(121) OMe
(122) OH

O
(124) (125)
OH OH
0 0
HO 0 HO
HO HO 0
OH OH
OH OH
(126) (127)

Figure I1-6 : structures des autres composés isolés du genre Centaurea

I1-1-6- Activités biologiques du genre Centaurea

Plusieurs especes du genre Centaurea sont connues en médecine populaire pour traiter
divers maladies et elles ont montré un large éventail d'effets thérapeutiques, a titre

d’exemple nous citons:

» Les parties aériennes de I’espéce C.ornato sont utilisées comme dépuratif et cholagogue

[70].
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» Les racines de I’espéce C. sinaica sont utilisées comme antispasmodique, diurétique
et antipaludique [71].

» Les thés préparés a partir des parties aériennes de 1’espece C.Chilensis sont utilisés
pour soulager les douleurs rhumatismales [72].

» L'extrait aqueux des especes C.melitensis, C.seridis et C. aspera est utilisé comme
hypoglycémiant [71].

» C. pallascens est utilisée comme agent stomachique en regard de sa saveur ameére [73].

» Les parties aériennes de la plante C. scabiosa sont employées pour traiter la toux et

les démangeaisons [74].
» Les fleurs de C. solstitialis L. ssp. solstitialis sont employées pour réduire les maux

d'estomac et les douleurs abdominales [75].

Ces usages en médecine traditionnelle ont été prouvés par des études in vivo et in vitro. En
effet Plusieurs études pharmacologiques réalisées sur les Centaurées montrent que ces plantes
présentent des activités biologiques importantes et variées, parmi lesquelles : antimicrobienne,
anti-inflammatoire, anti-oxydante et anticancéreuse. Ces effets pharmacologiques sont dus aux

métabolites secondaires présents chez ces especes.
Ces différentes propriétés biologiques sont décrites dans le tableau II-6.

Tableau II-6: Activités biologiques de quelques espéces des Centaurées

Activités Espéce Parties Model Ref
biologiques (o ves
g1 étudiées
C. polypodiifolia aériennes (ex (in vitro) DPPH [76]
C.pyrrhoblephara MeOH) -1C50=19.38+2.41 pg/ml
C. antalyense - 1C50=13.97 +£2.81 pg/ml

- ICs50=12.29 £0.99 pg/ml
anti-oxydante

C. sphaerocephala aériennes (in vitro) [77]
ex BuOH LPO
1C50=340,94+7,49ug/ml
ex AcOEt) DPPH
ICs50=11,59+0,04pg/ml
C. hypoleuca DC Fleurs (ex (in vitro) [78]
AcOEY) ABTS
IC50=29.1+0.1 pg/ml
DPPH
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antimicrobienne

C. derderiifolia

C. raphanina subsp

C. acaulis

C. cheirolopha

C. drabifolia subsp.

drabifolia

C. montana

C.ptosomipappoides

C. odyssei

C. ptosomipappa
C. amonicola
C.kurdica

C. hypoleuca DC

C. lycopifolia

C. diffusa

C. aladagensis

feuilles et
graines (ex

CHCI3)

feuilles (ex
hydro-

éthanolique)

Plante entiére
(extrait n-

BuOH)

aériennes (ex

MeOH)

aériennes (ex

AcOEY)

graines (ex
MeOH)
aériennes (ex

AcOEY)

fleurs (ex

AcOEY)

aériennes (ex

aqueux)

fleurs

(ex MeOH)

aériennes (huile

essentielle)
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ICs=64.8+0.9 pg/ml

(in vitro) DPPH

IC50=0.76+0.03 pg/ml

(in vitro)

Inhibition de 1 hemolyse

I1Cs0=35+2 pg/ml
TBARS

ECs50=29+ 1 pg/ml

(in vitro) DPPH
I1Cso=4.83pug/mL

(in vitro) test de blanchissement

du B-caroteéne

inhibition=79.515%

(in vitro) PPM

CTA=1.87+0.16mmolTE/g

extrait

(in vitro) DPPH

1C50=2,8%103 mg/mL
(in vitro) diffusion en puits

zone d’inhibition=24 mm

(in vitro) microdilution en milieu

liquide
CMI=8 pg/mL

(in vitro) microdilution en milieu

liquide

CMI=0,01-0,02 mg/ml

(in vitro) microdilution en milieu

liquide
CMI=200 mg/ml

(in vitro) microdilution en milieu

liquide
CMI=0,11 mg/ml

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[83]

[87]

[88]
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anti-

inflammatoire

anticancéreuse

C. pungens

C. sessilis

C. armena

C. iberica

C. papposa

C. cyanus

C. chilensis

C. ainetensis

C. kilaea

C. albonitens

C. bornmuelleri

C. huber-morathii

C. solstitialis

C. papposa

C. drabifolia subsp.

detonsa

C. calcitrapa subsp.

calcitrapa

fleurs (ex

AcOEt

Plante entiére
(huile
essentielle)
aériennes (ex

MeOH)

aériennes
(ex:
hexane /ether /

MeOH 1/1/1)

fleurs
(ex hydro-

alcoolique)

aériennes (ex

CHCI3

fleurs (ex
aqueux)
aériennes (ex
CHCI3)
aériennes (ex
MeOH)
graines (ex

MeOH)

fleurs (ex
EtOH)
aériennes (ex

MeOH)

aériennes (ex

CHCI3)

feuilles (ex

MeOH)
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(in vitro) microdilution en milieu [89]
liquide

CMI=40 pg/mL

(in vitro) diffusion en puits [90]

zone d’inhibition<5.5 mm

(in vivo) perméabilité vasculaire [72]
induite par ’acide acétique chez

la souris

(in vitro) [91]
ICAM-1 (intercellular adhesion

molecules)

molécules d'adhésion

intercellulaire

98% inhibition a 50 uM

(in vivo) cedéme de la patte [92]
pourcentage d’inhibition 69,93%

a 60 mg/ kg

(in vivo) cedéme de la patte [93]
67% a 64 mg/kg

(in vivo) cedéme de la patte [94]
Inhibition considérable

(in vitro) MTT [95]
1C50=3,25 pg /mL

(in vitro) MTT [96]
(in vitro) MTT [97]

ICso=29.9 g/ml
1C50=33.0 g/ml

(in vitro) MTT [98]
1Cs50=63.18 pg/mL
(in vitro) MTT [91]

1C50=8.5+ 0.5 uM

(in vitro) cellules leucémique [99]
(CCRF-CEM) et sa ligne multi
résistante CEM/ADRS5000.
1C50=0.47 = 0.07 uM

(in vitro) MTT

I1Cs50<100 pg/mL

[100]
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C. africana aériennes (ex (in vitro) MTT [56]
EtOH) IC5p=26.1 £ 0.5 uM

C. montana graines (ex (in vitro) MTT [84]
MeOH) IC50=43,9 uM

I1I-2-Position taxonomique de la famille Fabaceae (Leguminosae)

La Leguminosae ou Fabaceae est une des plus grandes familles de plantes a
fleurs, aprés les orchidées (Orchidaceae) et les asters (Asteraceae) [101], avec plus de
745 genres et 19500 especes [102]. Plusieurs especes de cette famille présentent un intérét

alimentaire a titre d’exemple la féve, les pois les haricots, et I’huile d’arachide ou soja [103].

Les Fabacées sont des plantes herbacées vivaces ou annuelles, des arbres ou arbustes
facilement reconnaissables a leurs fruits et a leurs composés [104]. La famille Fabaceae
posséde une répartition cosmopolite, se trouvant dans tous les continents. Cette famille est bien
représentée dans toutes les régions tempérées et tropicales du monde. Les légumineuses sont
diversifiées particulierement dans les foréts tropicales avec un aspect saisonniérement sec et
des arbustes tempérés soutenus par les climats xériques. La prédilection des 1égumineuses pour

les habitats semi-arides a arides est liée a un métabolisme exigeant en azote [105].

II-2-1-Caractéres botaniques des Fabacées

Les fabacées sont caractérisées généralement par des fleurs hermaphrodites irrégulieres
et une corolle zygomorphe, constituée de cinq pétales disposés en forme de papillon. Les
¢tamines sont de 5 a 10 et les anthéres sont homomorphes ou dimorphes. L’ovaire est composé
par un seul carpelle. Les feuilles simples ou composées, alternes et stipulées; parfois plus ou
moins complétement transformées en vrilles. Le fruit est généralement une gousse
multiséminée [2].

La famille Fabaceae est classée comme suit [106] :

+ Régne: Plantac

4+ Embranchement ; Spermatophyta

4+ Sous embranchement : Angiospermac

+ Classe : Eudicotyledonae

+ Sous-classe : Rosidae

+ Ordre: Eurosidae 1 (Fabidées)
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+ Sous-ordre : Fabales
+ Famille : Fabaceae
+ Synonyme : Leguminosae

I1-2-2-Intérét thérapeutique des Fabacées

Plusieurs plantes de la famille Fabaceae ont montré un pouvoir pharmacologique important.
Elles sont largement indiquées en médecine populaire pour soulager ou traiter divers maladies
[107] :

» L’espéce Cassia fistula L est employée comme analgésique pour soulager les douleurs
des hémorroides ainsi que comme laxatif doux contre la fievre et ’arthrite. La pulpe des
fruits de cette espece posséde un caractere inflammatoire, elle est considérée comme
purgative.

» Cassia occidentalis L est fréquemment préconisée pour soigner la jaunisse, la dermatite
ainsi pour induire la fertilité.

» C(litoria ternatea L est parfois indiquée pour traiter les problémes de fertilité, de
menstruations et la morsure de serpent.

» Laplante Saraca indica L est recommandée dans la population indienne pour arréter le
saignement des hémorroides. Elle est employée également pour les infections
douloureuses, elle soulage la soif excessive et améliore la digestion et 1’assimilation.

» En Indonésie I’espéce Sesbania grandiflora (L.) Pers est indiquée aux méres allaitantes

pour la production de lait maternel ainsi que pour traiter les aphtes buccaux.
I1-2-3-Présentation du genre Cytisus

Cytisus est 1'un des nombreux genres de la tribu Genisteae Le genre Cytisus comprend
environ 60 especes. Il se trouve fréquemment dans le bassin méditerranéen, dans les régions de

la mer Noire, I’Europe centrale et également le nord de I’ Afrique [108].

Les cytises sont généralement des arbustes ou arbrisseaux a feuilles trifoliolées. Les
fleurs sont généralement jaunes [2]. Les fruits sont des gousses linéaires ou oblongues
contenants de nombreuses graines Le calice gamosépale est bilabi¢ avec dix étamines

monadelphes dans un tube non fendu [109].

40



Rappel bibliographique 11

I1-2-4-Intérét thérapeutiques du genre Cytisus

Les plantes du genre Cytisus sont employées en médecine populaire comme diurétique,
hypnotique, anxiolytique [110, 111], antiparasitaire [112], antidiabétique [113,114], agent

hépatoprotecteur, antispasmodique [115].
I1-2-5-Espeéce Cytisus purgans (L.) Benth

I1-2-5-1-Description botanique

L’espece Cytisus purgans (L.) Benth (Figure II-7) est un sous-arbrisseau touffu des
hautes montagnes de 30-60 cm. Les Feuilles sont unifoliolées, trés rapidement caduques. Les
Tiges sont raides et dressées, trés denses plus ou moins piquantes a leur sommet. Les fleurs sont
jaunes solitaires en grappes courtes et nues. La gousse longue de 20-25 mm, est velue,

oblongue, noire a la fin [2].

Figure II-7: Espéce Cytisus purgans (L.) Benth

Cytisus purgans (L.) Benth est répandue dans plusieurs massifs montagneux de la
péninsule Ibérique et du Maghreb ainsi que dans le Massif central et les Pyrénées orientales.
En Algérie, cette espece se trouve dans les Paturages rocailleux des hautes montagnes des
Aures, Bellezma, les montagnes du Hodna et Djurdjura [2, 116]. Traditionnellement cette

espece est utilisée comme cardiotonique, diurétique et purgative [117].
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I1-2-5-2-Classification botanique

La classification botanique de cette plante est comme suit [30]:

+ Reégne: Plantae

+ Classe : Magnoliopsida

+ Ordre: Fabales

4+ Famille : Fabaceae

+ Sous-famille : Faboideae

+ Tribu: Genisteae

+ Genre: Cytisus

+ Espéce: Cytisus purgans (L.) Benth

+ Synonyme : Genista purgans L, Cytisus oromediterraneus

4+ Nom vernaculaire : Irrhis, Amsgré (Algérie), genét purgatif (France)

I1-2-6- Etudes chimiques antérieures sur le genre Cytisus

Les investigations phytochimiques réalisées sur les especes du genre Cytisus ont
révélé la richesse de ces plantes en métabolites secondaires notamment les substances

phénoliques, les stéroides, les flavonoides et les alcaloides.
I1-2-6-1-Flavonoides

Tableau II-7 : flavonoides identifiés du genre Cytisus

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. triflorus ’Her @ chrysine (64), chrysine-7-O-f-D-glucopyranoside [118]
(128), chrysine 7-O-B-D- galactopyranoside (129),
diosmétine (130)
C. multiflorus chrysine (64), luteoline-5-O-glucoside (131), [108]

cynaroside (48), apigenine (6), apigetrine (10), rutine
(54), orientine (132), 2°’-O-pentosyl-6-C-hexosyl-
luteoline (133), 2°’-O-pentosyl-8-C-hexosyl-luteoline
(134), 2°’-O-pentosyl-8-C-hexosyl-apigenine (135),
2°’-O-pentosyl-6-C-hexosyl-apigenine (136), 6’’-O-(3-
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hydroxy-3-methylglutaroyl)-2’’-O-pentosyl-Chexosyl-
luteoline (137), 6°-O-(3-hydroxy-3-methylglutaroyl)-
2”’-O-pentosyl-C-hexosyl-apigenine (138), chrysine-7-
O-B-D-glucopyranoside (128)

C. villosus Pourr | (3S, 4S)-2',4'-dihydroxy-3'-methoxy-6,7- [115]
methylenedioxyisoflavane-4-ol (139), chrysine (64),
chrysine —7-O-B-D-glucopyranoside (128), 2”-O-a-L-
rhamnosylorientine (140), génistéine (141)

C. scoparius kaempferol (26), rutine (54), quercetine (43), [119]
quercitrine (56), génistéine (141), isorhamnetine (142),
sarothamnoside (143)

chrysine (64), orientine (132), apigenine (6)

[120]
C. albus daidzine (144), genistine (145) [121]
isoquercetine (41), rutine (54), quercitrine (56),
quercetine (43), luteoline (8), apigenine (6) e
C. nigricans ononine (146) [123]
. . . o [122]
1soquercetine (41), rutine (54), quercitrine (56),
luteoline (8), Kaempferol (26), apigenine (6)
C. eriocarpus R. | génistéine (141) [124]
Br
C. battundieri génistéine (141), daidzeine (147) [124]
Maire, C.
welwitschii, C.
commututus
(Willk.) Briq, C.
proliferus L
C.purgans quercetine (43), sarotanoside (148) [125]
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Figure I1-8: structures des flavonoides isolés du genre Cytisus
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11-2-6-2-Alcaloides

Tableau I1-8 : alcaloides identifiés du genre Cytisus

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. scoparius (-)-3B, 3a-dihydroxylupanine (149), (+)-130-

hydroxylupanine (150), 3a,13a-dihydroxylupanine (151), [126]

(-)-3pB,13a-diacetoxylupanine (152),30,13a -

diacetoxylupanine (153), 123,13 a-dihydroxylupanine

(154)

lupanine (155) [120]

. . . [127]

sparteine (156), aphylline (157), anagyrine (158)
C. purgans lupanine (155), sparteine (156) [125]
C. (+)-2,3-déhydro-10-oxo0-a-iso-spartéine (159), [128]
monspessulanus | aphyllidine (160)
C. laburnum N-méthylcytisine (161), cytisine (162) [129, 130]

(156) 157)

47



Rappel bibliographique

158 159
(158) u (159)

(160)
R
(161)  CHs
(162) H

Figure I1-9: structures des alcaloides identifiés du genre Cytisus

I1-2-6-3-Composés phénoliques

Tableau II-9 : composés phénoliques identifiés du genre Cytisus

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. nigricans acide gentisique (163), acide chlorogénique (125), [122]
acide caféique (164), acide p-coumarique (165),
acide férulique (166)
C. albus acide gentisique (163) [122]
C. scoparius o-créosol (167), m-créosol (168), p-créosole (169), [131]
gyaiacol (170), phénol (171)
tyramine (172), 3-hydroxy tyramine (173) [126]
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Figure I1-10: structures des composés phénoliques isolés du genre Cytisus
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11-2-6-4-Stéroides

Tableau II-10 : stéroides identifiés du genre Cytisus

Plante étudiée Métabolites isolés Références
C. scoparius B-sitosterol (109), campestérol (174), Stigmast 7- [132]
en, 3 B-Sitosterol (175), stigmastérol (176),
cholestérol (177)

Figure I1-11: structures des stéroides isolés du genre Cytisus
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I1-2-6-5-Autres composés
Tableau II-11 : autres composés détectés dans les espéces Cytisus
Références

Meétabolites isolés
[115]

Plante étudiée
(4R,6S)-4-hydroxy-2,2,6-trimethyl-9-oxabicyclo
[131]

C. villosus Pourr
[4.2.1] non-1(8)-en-7-one (178)
linalool (179), scoparone (180), aesculetine (181)

C. scoparius

HO

N\

4

O OH
178) (179)

O O O HO O O
o Z HO Z
(180) (181)

Figure I1-12: structures des autres composés isolés du genre Cytisus

I1-2-7-Activités biologiques du genre Cytisus
L’évaluation biologique des plantes du genre Cytisus ont permis de mettre en évidence leur

potentiel pharmacologique important notamment les activités antimicrobiennes, anti-oxydantes

et anti-inflammatoires.
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Tableau II-12: Activités biologiques de quelques espéces du genre Cytisus

Espece

C. striatus

C. scoparius

C. triflorus

C. villosus

C. nigricans

C. capitatus

C. multiflorus

C. purgans

Activités
pharmacologiques
-antimicrobienne

-anti-oxydante

-antimicrobienne

-anti-oxydante

-antimicrobienne

-anti-oxydante

-anti-inflammatoire

-antimicrobienne
-anti-oxydante

-antimicrobienne

-anti-oxydante

-antimicrobienne

-anti-oxydante

-anti-inflammatoire

-antimicrobienne

-anti-oxydante

Parties étudiées

-(in vitro) feuilles (ex AcOEt)
-(in vitro) fleurs (ex MeOH)
-(in vitro) plante entiere (ex
AcOEY)

-(in vivo) aériennes (ex EtOH)

-(in vitro) fleurs (ex MeOH)

-(in vitro) aériennes (ex AcOEt)

-(in vitro) huiles essentielle des
parties aériennes

-(in vitro) aériennes (ex AcOEt)

-(in vivo) feuille (extrait hydro-

¢éthanolique)

-(in vitro) aériennes (ex AcOEt)
-(in vitro) aériennes (ex AcOEY)
-(in vitro) aériennes (ex EtOH,
AcOEt, acétone)

-(in vitro) aériennes (ex EtOH)

-(in vitro) aériennes (ex EtOH,
AcOEt, acétone)

-(in vivo) aériennes (ex EtOH)
-(in vitro) fleurs (ex MeOH)
-(in vitro) plante entiere (ex
EtOH)

-(in vitro) aériennes (ex MeOH)

-(in vitro) aériennes (ex MeOH)

52

Réf

[133]
[134]

[120]

[135]
[134]

[118]

[118]

[136]

[137]
[137]
[138]

[122]

[138]

[139]
[134]
[140]

[125]
[125]



Rappel bibliographique 11

Références

[1] V.A,Funk., A,Susann., T.F,Steussy. Classification of compositae. Systematics, evolution,
and biogeography of Compositae. 2009.
[2] P,Quezel. Nouvelle flore de I’Algérie et des régions deésertiques méridionales, Vol. 1-2.

CNRS, Paris, France. 1963.

[3] R.J,Bayer. Tribal phylogeny of the Asteraceae based on two non-coding chloroplast
sequences, the trnl intron and trnL/trnF intergenic spacer. Annals of the Missouri

Botanical Garden, 242-256. 1998.

[4] A,Cronquist. Vascular flora of the southeastern United States: Asteraceae . UNC Press
Books. 2001.

[5] G,Singh. Plant Systematics: An Integrated Approach. Science Publishers. 2004.

[6] R, Paris. Précis de matiere Médicale, Tome I11. Paris, 397.1971.

[7] P,Paulian. guide pour I'Etude de quelque plantes Tropicales, Ed. Gauthier-Villard, Paris.
1967.

[8] A,Marouf. La botanique de A a Z: 1 662 définitions. Dunod. 2007.

[9] P,Ozenda. Flore et végeétation du Sahara, 3¢éme édition, Ed. CNRS, Paris, France. 1991.

[10] C,Formisano., D,Rigano., F,Senatore., S,Celik., M,Bruno. Volatile constituents of
aerial parts of three endemic Centaurea species from Turkey: Centaurea amanicola Hub.-
Mor., Centaurea consanguinea DC. and Centaurea ptosimopappa Hayek and their
antibacterial activities. Natural product research, 22(10), 833-839. 2008.

[11] P,Forgo., I,Zupké., J,Molnar., A,Vasas., G,Dombi. Bioactivity-guided isolation of
antiproliferative compounds from Centaurea jacea L. Fitoterapia, 83(5), 921-925. 2012.

[12] L.P,Christensen. Flavones and other constituents from Centaurea species.
Phytochemistry, 30(8), 2663-2665. 1991.

[13] M,Shoeb., M,Jaspars., S.M,MacManus., S,Celik., L,Nahar. Anti-colon cancer potential
of phenolic compounds from the aerial parts of Centaurea gigantea (Asteraceae). Journal
of Natural Medicines, 61(2), 164-169. 2007.

[14] G,Mirzahosseini., A,Manayi., M,Khanavi., M,Safavi., A,Salari., A.S,Madjid Ansari.
Bio-guided isolation of Centaurea bruguierana subsp. belangerana cytotoxic components.

Natural product research, 33(11), 1687-1690. 2019.

53



Rappel bibliographique 11

[15] E,Koukoulitsa., H,Skaltsa., A,Karioti., C,Demetzos. Bioactive sesquiterpene lactones
from Centaurea species and their cytotoxic/cytostatic activity against human cell lines in
vitro. Planta Med. 68(7):649—652. 2002.

[16] V.,Saroglou., A,Karioti., C,Demetzos., K,Dimas. Sesquiterpene Lactones from
Centaurea spinosa and their antibacterial and cytotoxic activities. J Nat Prod. 68(9):1404—
1407. 2005.

[17] A,Shakeri., E,Amini., J,Asili., M,Masullo., S,Piacente. Screening of several biological
activities induced by different sesquiterpene lactones isolated from Centaurea behen L. and
Rhaponticum repens (L.) Hidalgo. Nat Prod Res. 32(12):1436-1440. 2018.

[18] E,Hodaj., O,Tsiftsoglou., S,Abazi. Lignans and indole alkaloids from the seeds of
Centaurea vlachorum Hartvig (Asteraceae), growing wild in Albania and their biological
activity. Nat Prod Res. 31(10):1195-1200. 2017.

[19] S,Serin. Triterpenes of Centaurea ptosimopappoides. Phytochemistry.46 (3):545-548.
1997.

[20] F,Bulut, F., [,Demirtas., S,Koldas., F,Gul., [,Behcet., T,Ozen. The cytotoxicity and
antioxidant activity analysis of the isolated constituents and extracts from endemic
Centaurea derderiifolia. Nat Prod Res:1-4. 2019.

[21] H.X,Wei., W.Y,Gao., Y.K,Tian., Y.K,Guan. New Eudesmane Sesquiterpene and
Thiophene Derivatives from the Roots of Rhaponticum uniflorum. Pharmazie 52, 245-247.
1997.

[22] R,Arif., E,Kiipeli. The biological activity of Centaurea L. species. G.U.-J.Sci. 17, 149—
164. 2004.

[23] E,Yesilada. Biodiversity in Turkish Folk Medicine. Biodiversity: Biomolecular Aspects
of Biodiversity and Innovative Utilization. Kluwer Academic/Plenum Publishers, London,

UK. pp.119-135. 2002.

[24] E,Sezik., E,Yesilada., G,Honda., Y,Takaishi. Traditional medicine in Turkey X. Folk
medicine in Central Anatolia. J. Ethnopharmacol. 75, 95-115. 2001.

[25] E,Yesilada., I,Giirbiliz. Screening of Turkish antiulcerogenic folk remedies for anti-
Helicobacter pylori activity. J. Ethnopharmacol. 66, 289-293. 1999.

[26] E,Yesilada., [,Giirbiiz., E,Bedir. Isolation of anti-ulcerogenic sesquiterpene lactones from
Centaurea solstitialis L. ssp. solstitialis through bioassay-guided fractionation procedures in

rats. J. Ethnopharmacol. 95, 213-219. 2004.

54



Rappel bibliographique 11

[27] LGurbuz., E,Yesilada. Evaluation of the antiulcerogenic effect of the sesquiterpene
lactones from Centaurea solstitialis ssp. solstitialis by using various in vivo and

biochemical techniques. J. Ethnopharmacol. 112, 284-295. 2007.

[28] D,Csupor., G,Blazso., A,Balogh. The traditional Hungarian medicinal plant Centaurea
sadleriana Janka accelerates wound healing in rats.J. Ethnopharmacol. 127, 193-195.

2010.

[29] M.T,Chucla.,, M,Lamela., A,Gato. Centaurea corcubionensis: A Study of its
Hypoglycemic Activity in Rats. Planta Med. 107-109. 1988.

[30] Base de données des plantes d'Afrique.

[31] W,Greuter. The Euro Med treatment of Cardueae (Compositae) generic concepts and
required new names. Willdenowia, 33(1), 49-61. 2003.

[32] M,Shoeb., M.M,Rahman., L,Nahar., A,Delazar., M,Jaspars. Bioactive lignans from the
seeds of Centaurea macrocephala. Daru, 12(3), 87-93. 2004.

[33] S,Serin. Triterpenes of Centaurea ptosimopappoides. Phytochemistry, 46(3), 545-548.
1997.

[34] R,Seghiri., R,Mekkiou., O,Boumaza., S,Benayache., J,Bermijo. Phenolic compounds
from Centaurea africana. Chemistry of natural compounds, 42(5), 610-611. 2006.

[35] M,Bruno. Sesquiterpene lactones and flavones from Centaurea cineraria subsp.

umbrosa. Phytochemistry, 27(6), 1873-1875. 1988.

[36] A,Bentamene., M,Baz., R,Boucheham., S,Benayache., J,Creche, J. Flavonoid aglycones
from Centaurea sphaerocephala. Chemistry of Natural Compounds, 44(2), 234-235. 2008.

[37] A,Bentamene., R,Boucheham., M,Baz., S,Benayache., J,Creche. Flavonoid glucosides
from Centaurea sphaerocephala. Chemistry of natural compounds, 46(3), 452-453. 2010.

[38] M,Aqil., I.Z,Khan. Flavonoids from Centaurea senegalensis DC (compositae). Bulletin
of the Chemical Society of Ethiopia, 12(2), 177-183. 1998.

[39] S,Akkal., F,Benayache., S,Benayache., K,Medjroubi., M,Jay. 4 new flavone glycoside
from Centaurea furfuracea. Fitoterapia, 70(4), 368-370. 1999.

55



Rappel bibliographique 11

[40] S,Akkal., F,Benayache., K,Medjroubi., F,Tillequin. Flavonoids from Centaurea
furfuracea (Asteraceae). Biochemical systematics and ecology, 31(6), 641-643. 2003.

[41] M.E,Grafakou., S,Djeddi., H,Tarek. Secondary metabolites from the aerial parts of
Centaurea papposa (Coss.) Greuter. Biochemical Systematics and Ecology, 76, 15-22.
2018.

[42] D,Giilcemal., O,Alankus-Caliskan., C,Karaalp., A.U,Ors. Phenolic glycosides with
antiproteasomal activity from Centaurea urvillei DC. subsp. wurvillei. Carbohydrate

research, 345(17), 2529-2533. 2010.

[43] M,Nikolova. Surface flavonoids of Centaurea stenolepis and the local endemics
Centaurea davidovii and C. parilica (Asteraceae, sect. Lepteranthus) from Bulgaria.
Phytologia Balcanica: International Journal of Balkan Flora and Vegetation, 19(3), 357-360.
2013.

[44] M,Shoeb., S,Celik., M,Jaspars., Y ,Kumarasamy., S.M,MacManus. Isolation, structure
elucidation and bioactivity of schischkiniin, a unique indole alkaloid from the seeds of

Centaurea schischkinii. Tetrahedron, 61(38), 9001-9006. 2005.

[45] P,Forgo., I,Zupko., J,Molnar., A,Vasas. Bioactivity-guided isolation of antiproliferative
compounds from Centaurea jacea L. Fitoterapia, 83(5), 921-925. 2012.

[46] W.,Senosy., A, Kamal.,, S,El-Toumy., E,Gendy. Phenolic compounds and
Hepatoprotective activity of Centaurea aegyptiaca L. Journal of Advanced Pharmacy

Research, 2(2), 123-132. 2018.

[47] A,Nacer., A,Bernard., J,Boustie., R,Touzani. Aglycone flavonoids of Centaurea
tougourensis from Algeria. Chemistry of Natural Compounds, 42(2), 230-231. 2006.

[48] L,Hammoud., R,Seghiri., S,Benayache., P,Mosset., A,Lobstein., M,Chaabi., F,Leon.,
I,Brouard. 4 new flavonoid and other constituents from Centaurea nicaeensis All. var. walliana

M. Natural product research, 26(3), 203-208. 2012.

[49] S.A,Ahmed., E.M,Kamel. Cyrtotoxic activities of flavonoids from Centaurea scoparia.
The Scientific world journal. 2014.

[50] G,Flamini., C,Bulleri. Secondary constituents from Centaurea horrida and their

evolutionary meaning. Biochemical systematics and ecology, 30(11), 1051-1054. 2002.

56



Rappel bibliographique 11

[51] S,Baatouche., T,Cheriet., D,Sarri., R,Mekkiou.,, O,Boumaza., S,Benayache.,
F,Benayache., [,Brouard., Centaurea microcarpa Coss. & Dur.(Asteraceae) extracts: New
cyanogenic glucoside and other constituents. Natural product research, 33(21), 3070-3076.
2019.

[52] G,Flamini., E,Antognoli., LMorelli. Two flavonoids and other compounds from the
aerial parts of Centaurea bracteata from Italy. Phytochemistry, 57(4), 559-564. 2001.

[53] S,Mouffok., H,Haba., C,Lavaud., C,Long. Chemical constituents of Centaurea
omphalotricha Coss. & Durieu ex Batt. & Trab. Rec. Nat. Prod, 6(3), 292-295. 2012.

[54] G,Flamini., M,Pardini., [,Morelli., K,Ertugrul., H,Dural., Y ,Bagci. Flavonoid glycosides
from Centaurea pseudoscabiosa subsp. pseudoscabiosa from Turkey. Phytochemistry, 61(4),
433-437.2002.

[55] C,Gousiadou. Secondary metabolites from Centaurea orphanidea. Biochemical
systematics and ecology, 31(4), 389-396. 2003.

[56] R,Seghiri., O,Boumaza., R,Mekkiou., S,Benayache., P,Mosset., J,Quintana. 4 flavonoid
with cytotoxic activity and other constituents from Centaurea africana. Phytochemistry

Letters, 2(3), 114-118. 2009.

[57] A, Kabouche., Z,Kabouche., R,Touzani. Flavonoids from Centaurea sulphurea. Chemistry
of Natural Compounds, 46(6), 966-967. 2011.

[58] S,Demir., C,Karaalp. Specialized metabolites from the aerial parts of Centaurea
polyclada DC. Phytochemistry, 143, 12-18. 2017.

[59] A.F,Barrero., J.F,Sanchez. Germacranolides from Centaurea melitensis. Phytochemistry,

28(7), 1975-1976. 1989.

[60] M,Bruno., C,Fazio., S,Passananti., M.P,Paternostro., J.G,Diaz. Sesquiterpene lactones
from Centaurea sphaerocephala ssp.sphaerocephala. Phytochemistry, 35(5), 1371-1372.
1994.

[61] H.S,Al-easa., J,Mann. Guaianolides from Centaurea sinaica. Phytochemistry, 29(4),
1324-1325. 1990.

[62] M.E,Grafakou., S,Djeddi., H,Tarek. Secondary metabolites from the aerial parts of
Centaurea papposa (Coss.) Greuter. Biochemical Systematics and Ecology, 76, 15-22.
2018.

57



Rappel bibliographique 11

[63] P,Forgo., 1,Zupkoé., J,Molnar., A,Vasas., G,Dombi. Bioactivity-guided isolation of
antiproliferative compounds from Centaurea jacea L. Fitoterapia, 83(5), 921-925.2012.

[64] S,Djeddi., A ,Karioti., M,Sokovic. 4 novel sesquiterpene lactone from Centaurea pullata:
Structure elucidation, antimicrobial activity, and prediction of pharmacokinetic properties.

Bioorganic & medicinal chemistry, 16(7), 3725-3731. 2008.

[65] J.L,Rios. Effects of triterpenes on the immune system. Journal of ethnopharmacology,

128(1), 1-14. 2010.

[66] F,Lamblin., C,Hano., O,Fliniaux., F,Mesnard. Intérét des lignanes dans la prévention

et le traitement de cancers. médecine/sciences, 24(5), 511-520. 2008.

[67] LLFernandez., B,Garcia., F.J,Grancha. Sesquiterpene lactones, flavonoids and coumarins

from Centaurea collina. Phytochemistry, 28(9), 2405-2407. 1989.

[68] A,Ciric., A Karioti., J,Glamoclija., M,Sokovi¢. Antimicrobial activity of secondary
metabolites isolated from Centaurea spruneri Boiss. & Heldr. Journal of the Serbian

Chemical Society, 76(1), 27-34. 2011.

[69] Y,Kumarasamy., M.E,Fergusson., L,Nahar. Bioactivity of moschamindole from
Centaurea moschata. Pharmaceutical Biology, 40(4), 307-310. 2002.

[70] E.H,Kolli. Recherche et détermination structurale de métabolites secondaires d’espéces

du genre Centaurea-activité cytotoxique. 2013.

[71] A,Reyhan., EKiipeli. The biological activity of Centaurea L. species. Gazi University
Journal of Science, 17(4), 149-164. 2004.

[72] U,Koca., LI.P,Siintar., H,Keles., E,Yesilada. In vivo anti-inflammatory and wound
healing activities of Centaurea iberica Trev. ex Spreng. Journal of ethnopharmacology,

126(3), 551-556. 2009.

[73] E.K,Akkol., R,Arif.,, F,Ergun. Sesquiterpene lactones with antinociceptive and
antipyretic activity from two Centaurea species. J Ethnopharmacol. 122(2):210-215. 2009.

[74] A,Chicca., M,Tebano., B,Adinolfi., K ,Ertugrul. Anti-proliferative activity of aguerin B
and a new rare nor-guaianolide lactone isolated from the aerial parts of Centaurea

deflexa. European journal of medicinal chemistry, 46(7), 3066-3070. 2011.

58



Rappel bibliographique 11

[75] E,Yesilada., 1,Giirbiiz., E,Bedir., I,Tatli. Isolation of anti-ulcerogenic sesquiterpene
lactones from Centaurea solstitialis L. ssp. solstitialis through bioassay-guided fractionation
procedures in rats. Journal of ethnopharmacology, 95(2-3), 213-219. 2004.

[76] A,Aktumsek., G,Zengin., G.O,Guler. Antioxidant potentials and anticholinesterase
activities of methanolic and aqueous extracts of three endemic Centaurea L. species. Food and
chemical toxicology, 55, 290-296. 2013.

[77] A.M,Lahneche., D,Zama. L’effet protecteur des extraits de la plante Centaurea
sphaerocephala L. vis-a-vis de la toxicité induite par [’acide valproique (Doctoral
dissertation, University Mentouri Constantine). 2018.

[78] K,Ozcan., T ,Acet. Centaurea hypoleuca DC: Phenolic content, antimicrobial,
antioxidant and enzyme inhibitory activities. South African Journal of Botany, 127, 313-
318. 2019.

[79] F,Bulut., I,Demirtas., S,Koldas., F,Gul., L,Behcet. The cytotoxicity and antioxidant
activity analysis of the isolated constituents and extracts from endemic Centaurea
derderiifolia. Natural Product Research, 35(11), 1919-1922. 2021.

[80] S.A,Petropoulos., A,Fernandes., M.I,Dias., C,Pereira., R,Calhelha., N,Tzortzakis.,
M,Ivanov. Wild and cultivated Centaurea raphanina subsp. mixta: A valuable source of
bioactive compounds. Antioxidants, 9(4), 314. 2020.

[81] R,Ayad. Phytochemistry and biological activities of algerian Centaurea and related
genera. Studies in Natural Products Chemistry, 63, 357-414. 2019.

[82] A,Aktumsek., G,Zengin., G.O,Guler. Screening for in vitro antioxidant properties and
fatty acid profiles of five Centaurea L. species from Turkey flora. Food and chemical
toxicology, 49(11), 2914-2920. 2011.

[83] G,Zengin., D,Zheleva., R,Gevrenova., P,Nedialkov., A,Mocan., A,Ciric., J,Glamoclija.
Identification of phenolic components via LC-MS analysis and biological activities of two

Centaurea species: C. drabifolia subsp. drabifolia and C. Ilycopifolia. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 149, 436-441. 2018.

[84] M,Shoeb., S.M,MacManus., M,Jaspars., J,Trevidu. Montamine, a unique dimeric indole
alkaloid, from the seeds of Centaurea montana (Asteraceae), and its in vitro cytotoxic

activity against the CaCoZ2 colon cancer cells. Tetrahedron, 62(48), 11172-11177. 2006.

[85] K,Guven., S,Celik. Antimicrobial activity of Centaurea. species. Pharmaceutical

Biology, 43(1), 67-71. 2005.

59



Rappel bibliographique 11

[86] K.,Ozcan., T,Acet., Centaurea hypoleuca DC: Phenolic content, antimicrobial,
antioxidant and enzyme inhibitory activities. South African Journal of Botany, 127, 313-

318. 2019.

[87] M.L,Skliar., M.S,Toribio. Antimicrobial activity of Centaurea diffusa. Fitoterapia, 76(7-
8), 737-739. 2005.

[88] Y.B,Kdse., G,Iscan., B,Demirci. Antimicrobial activity of the essential oil of Centaurea

aladagensis. Fitoterapia, 78(3), 253-254. 2007.

[89] F,Labed., M,Masullo., V,Mirra., F,Nazzaro. Amino acid-sesquiterpene lactone
conjugates from the aerial parts of Centaurea pungens and evaluation of their

antimicrobial activity. Fitoterapia, 133, 51-55. 2019.

[90] N,Yayli.,, A,Yasar., C,Gulec., A,Usta., S,Kolayli. Composition and antimicrobial
activity of essential oils from Centaurea sessilis and Centaurea armena. Phytochemistry,

66(14), 1741-1745. 2005.

[91] M.E,Grafakou., C,Barda., J,Heilmann. In vitro cytotoxic and anti-inflammatory
activities of sesquiterpene lactones from Centaurea papposa (Coss.) Greuter. Natural

Product Research, 1-5. 2021.

[92] N,Garbacki., V,Gloaguen., J,Damas., P,Bodart., Anti-inflammatory and immunological
effects of Centaurea cyanus flower-heads. Journal of Ethnopharmacology, 68(1-3), 235-241.
1999.

[93] R.E,Negrete., N,Backhouse., [,Cajigal., C,Delporte. Two new antiinflammatory
elemanolides from Centaurea chilensis. Journal of ethnopharmacology, 40(3), 149-153.

1993.

[94] R.S,Talhouk., W,El-Jouni., R,Baalbaki. Anti-inflammatory bio-activities in water

extract of Centaurea ainetensis. Journal of medicinal plants research, 2(2), 024-033. 2007.

[95] A,Sen., L,Bitis. Bioactivity-guided isolation of anti-proliferative compounds from
endemic Centaurea kilaea. Pharmaceutical Biology, 55(1), 541-546. 2017.

[96] F.Bahmani., S,Esmacili., D,Bashash. Centaurea albonitens extract enhances the

therapeutic effects of Vincristine in leukemic cells by inducing apoptosis. Biomedicine &

Pharmacotherapy, 99, 598-607. 2018.

60



Rappel bibliographique 11

[97] S.D,Sarker., M,Shoeb., S,Celik., M,Jaspars., L,Nahar. Extracts of Centaurea
bornmuelleri and Centaurea huber-morathii inhibit the growth of colon cancer cells in

vitro. Advances in Traditional Medicine, 7(4), 336-340. 2007.

[98] M,Alper. The anticancer and anti-inflammatory effects of Centaurea solstitialis extract

on human cancer cell lines. Turkish Journal of Pharmaceutical Sciences, 16(3), 273. 2019.

[99] C,Formisano., C,Sirignano., D,Rigano., G,Chianese., G,Zengin. Antiproliferative activity
against leukemia cells of sesquiterpene lactones from the Turkish endemic plant Centaurea

drabifolia subsp. detonsa. Fitoterapia, 120, 98-102. 2017.

[100] O,Erol-Dayi., M,Pekmez., M,Bona. Total phenolic contents, antioxidant activities

cytotoxicity of three Centaurea species: C. calcitrapa subsp. calcitrapa, C. ptosimopappa,

C. spicata. Free Radicals and Antioxidants, 1(2), 31-36. 2011.

[101] J.J,Doyle. The rest of the iceberg. Legume diversity and evolution in a phylogenetic
context. Plant physiology, 131(3), 900-910. 2003.

[102] M,Wink. Evolution of secondary metabolites in legumes (Fabaceae). South African
Journal of Botany, 89, 164-175. 2013.

[103] M.F,Wojciechowski., M.A,Lavin. phylogeny of legumes (Leguminosae) based on
analysis of the plastid matK gene resolves many well-supported subclades within the

family. American journal of botany, 91(11), 1846-1862. 2004.

[104] A.H,Rahman. Study of medicinal uses on Fabaceae family at Rajshahi, Bangladesh.
Research in Plant Sciences, 2(1), 6-8. 2014.

[105] M.J,Sanderson. 4 phylogeny of legumes (Leguminosae). American journal of botany.
2004.

[106] N,Azani., M,Babineau., C.D,Bailey., H,Banks., A.R,Barbosa. 4 new subfamily
classification of the Leguminosae based on a taxonomically comprehensive phylogeny. Taxon.

1,44-77.2017.

[107] M,Rahmatullah., D,Ferdausi., A,Mollik., R,Jahan. 4 survey of medicinal plants used by
Kavirajes of Chalna area, Khulna district, Bangladesh. African Journal of Traditional,

Complementary and Alternative Medicines, 7(2). 2010.

61



Rappel bibliographique 11

[108] O.R,Pereira., A.M,Silva. Identification of phenolic constituents of Cytisus multiflorus.
Food Chemistry, 131(2), 652-659. 2012.

[109] J.C,Rameau., D,Mansion. Flore forestiere frangaise tome 3, région méditerranéenne.
CNPF-IDF. 2008.

[110] J,Nirmal., C.S,Babu. Evaluation of behavioural and antioxidant activity of Cytisus
scoparius Link in rats exposed to chronic unpredictable mild stress. BMC Complementary

and Alternative Medicine, 8(1), 1-8. 2008.

[111] R.K,Siegel. Herbal intoxication: Psychoactive effects from herbal cigarettes, tea, and
capsules. Jama, 236(5), 473-476. 1976.

[112] C,Di Giorgio., F,Delmas., M,Tueni. Alternative and complementary antileishmanial
treatments: assessment of the antileishmanial activity of 27 Lebanese plants, including 11
endemic species. The Journal of Alternative and Complementary Medicine, 14(2), 157-162.
2008.

[113] V,Rebelo. Chromium in a series of Portuguese plants used in the herbal treatment of
diabetes. Biological trace element research, 62(1), 101-106. 1998.

[114] V.R,Castro. Chromium and zinc in a series of plants used in Portugal in the herbal

treatment of non-insulinized diabetes. Acta alimentaria, 30(4), 333-342. 2001.

[115] F,(Larit., M.A,Nael., S,Benyahia., M.M,Radwan. Secondary metabolites from the
aerial parts of Cytisus villosus Pourr. Phytochemistry letters, 24, 1-5. 2018.

[116] S,Talavera. Cytisus purgans auct.(Leguminosae-Papilionoideae) comprises four

distinct species. Botanical Journal of the Linnean Society, 125(4), 331-342. 1997.

[117] F,Baba-Aissa. Encyclopédie des plantes utiles: Flore Meéditerranéenne
(Maghreb, Europe méridionale) Substances vegétales d'Afrique. El Maarifa. 471 p. 2011.

[118] W.,Benabderrahmane., A,Amrani., O,Benaissa., M,Lores. Chemical constituents, in

vitro antioxidant and antimicrobial properties of ethyl acetate extract obtained from

Cytisus triflorus [’Her. Natural product research, 34(11), 1586-1590. 2020.

[119] R,Sundararajan., N.A,Haja., K,Venkatesan., K,Mukherjee., B.P,Saha. Cytisus
scoparius link-A natural antioxidant. BMC Complementary and Alternative Medicine, 6(1),

1-7. 2006.

62



Rappel bibliographique 11

[120] M,Lores., M,Pdjaro. Use of ethyl lactate to extract bioactive compounds from Cytisus
scoparius: Comparison of pressurized liquid extraction and medium scale ambient temperature

systems. Talanta, 140, 134-142. 2015.

[121] D,Hanganu. Phytochemical analysis of isoflavons from some Fabaceae species extracts.

Notulae Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 38(1), 57-60. 2010.

[122] D,Hanganu., L,Filip., N.K,Olah., A,Mocan. Evaluation of polyphenolic profile and
antioxidant activity for Cytisus nigricans and Cytisus albus. Farmacia, 64(6), 863-867. 2016.

[123] D,Hanganu., L,Vlase. LC/MS analysis of isoflavones from Fabaceae species extracts.
Farmacia, 58(2), 177-183. 2010.

[124] J.B,Harborne. Chemosystematics of the leguminosae. Flavonoid and isoflavonoid

patterns in the tribe Genisteae. Phytochemistry 8, 1449-1456. 1969.

[125] G,Benaiche. Extraction, separation and biological activities of some secondary

metabolites from the plant Cytisus purgans (Doctoral dissertation, Université de m'sila).

2016.

[126] L[,Murakoshi., Y,Yamashita. (—)-3f5-13a-dihydroxylupanine from cytisus scoparius.
Phytochemistry, 25(2), 521-524. 1986.

[127] G,Gresser., L,Witte. 4 survey of quinolizidine alkaloids and phenylethylamine tyramine
in Cytisus scoparius (Leguminosae) from different origins. Zeitschrift fiir Naturforschung C,

51, 791-801. 1996.

[128] K ,Nihei., K,Shibata. (+)-2, 3-Dehydro-10-oxo-a-isosparteine in Uresiphita reversalis
larvae fed on Cytisus monspessulanus leaves. Phytochemistry 61, 987-990. 2002.

[129] A Freer., D,Robins. Structures of (—)-cytisine and (—)-Nmethylcytisine: tricyclic
quinolizidine  alkaloids. Acta Crystallographica Section C: Crystal Structure
Communications 43, 1119-1122. 1987.

[130] J.J,Prochaska., S,Das. Cytisine, the world’s oldest smoking cessation aid. Bmj. 347,
£5198. 2013.

[131] T,Kurihara., M,Kikuchi. Studies on the constituents of flowers. XIII. The flower
components of Cytisus scoparius. Yakugaku Zasshi. 100, 1054-1057. 1980.

63



Rappel bibliographique 11

[132] R,Sundararajan., R,Koduru. Cytisus scoparius: A review of ethnomedical, phytochemical
and pharmacological information. Indo American Journal of Pharmaceutical Research, 4,

2151-2169. 2014.

[133] A.C,Abreu., A,Coqueiro., A.R,Sultan. Looking to nature for a new concept in
antimicrobial treatments: isoflavonoids from Cytisus striatus as antibiotic adjuvants against

MRSA. Scientific Reports, 7(1), 1-16. 2017.

[134] J,Pinela., L,Barros. Influence of the drying method in the antioxidant potential and
chemical composition of four shrubby flowering plants from the tribe Genisteae

(Fabaceae). Food and Chemical Toxicology, 49(11), 2983-2989. 2011.

[135] S,Raja., K.N,Ahamed., V,Kumar., K ,Mukherjee. Antioxidant effect of Cytisus
scoparius against carbon tetrachloride treated liver injury in rats. Journal of

ethnopharmacology, 109(1), 41-47. 2007.

[136] K,Aourahoum., F,Fazouane. Pharmacological potential of Cytisus triflorus [’Herit.
Extracts as antioxidant and anti-inflammatory agent. Pharma Lett, 7, 104-10. 2015.

[137] A,Bouziane., B,Bakchiche., M.I,Dias., L,Barros. Phenolic Compounds and Bioactivity
of Cytisus villosus Pourr. Molecules, 23(8), 1994. 2018.

[138] O,Stefanovic., L,Comic. Inhibitory effect of Cytisus nigricans L. and Cytisus capitatus
Scop. on growth of bacteria. African Journal of Microbiology Research, 5(27), 4725-4730.
2011.

[139] O.R,Pereira., R.IMacias., M.J,Perez. Protective effects of phenolic constituents from
Cytisus multiflorus, Lamium album L. and Thymus citriodorus on liver cells. Journal of

Functional Foods, 5(3), 1170-1179. 2013.

[140] S,Saraiva., O,Pereira., J,Liberal., M,Batista. Is cytisus multiflorus an antiinflamatory
plant. Natural Products and Related Redox Catalysts: basic research and applications in

medicine and agriculture. 2012.

64



QMMMM
:
:

Travaux
personnels

immmm



Chapitre 111

Investigation
chimique



Investigation chimique

III-1-Investigation chimique de I’espéce Centaurea resupinata subsp.dufourii

III-1-1-Extraction

500 g des parties ariennes de Centaurea resupinata subsp. dufourii séchées et broyées ont
subi une macération a température ambiante par un mélange hydroacoolique (EtOH/H20 :
70/30) pendant 48h. Apres filtration et concentration, la phase aqueuse obtenue est
fractionnée par extraction liquide/liquide de polarité croissante aux solvants : I’hexane, Acétate
d’¢éthyle et n-butanol. Les extraits organiques récupérés sont concentrés sous pression
réduite a sec et pesés. Cette opération a permis d’obtenir 3,6 g de I'extrait hexane, 7,8 g de
l'extrait d'acétate d’éthyle et 18.7g de D’extrait n-butanol. Le protocole des différentes

¢tapes de l'extraction est regroupé dans le schéma suivant (Figure III-1).

Parties aériennes de Cenfaurea resupinata
500g

-Macération dans le mélange EtOH/H20: 70/30 (3 x 5L) pendant 48 h
-Filtration

- Evaporation

Extrait aqueux

l Extraction par hexane (3 x 100 ml)

Phase hexanique Phase aqueuse
l S l Extraction par Acétated’éthyle (3 x100 ml)

Extrait hexanique (3,6g)

Phase acétate d’éthyle Phase aqueuse

. l Extraction par n- Butanol (3x100ml)
Evaporation
Extrait acétate d’éthyle (7,8 g)
Extrait butanolique (18,7g) g———— Phase butanolique Phase aqueuse

Evaporation

Figure I1I-1: Schéma d’extraction de la plante Centaurea resupinata subsp. Dufourii

Les rendements de cette extraction par rapport a la matic¢re seéche sont rapportés dans le
Tableau III-1.
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Tableau ITI-1: Rendements des extraits organiques

hexane 3.6 0,72
500 g Acétate d'éthyle 7.8 1,56
n-Butanol 18,7 3,74

La chromatographie sur couche mince réalisée sur les trois extraits organiques dans
différents systémes d’¢lution, indique apres révélation par I’acide sulfurique et chauffage
que les deux extraits acétate d’éthyle et butanolique sont riches en métabolites secondaires

par rapport a l'extrait hexanique.
I11-1-2-Séparation et purification de I’extrait Acétate d’éthyle

Le fractionnement de 7g d’extrait acétate d’éthyle est effectué sur une colonne de gel de
silice en phase normale. Un mélange de gradient : Hexane/EtOAc (100-0 a 0-100) puis EtOAc/
MeOH (100-0 a 0-100) est utilis¢é comme ¢luant. Ceci a permis d’obtenir 10 fractions
majoritaires F1-F10 (Figure III-2).

Ces fractions sont purifiées par plusieurs techniques chromatographiques en utilisant

différentes phases stationnaires. Dix composés ont été isolés a 1’état pur (Figure I11-2).

7g de I'extrait AcOEt

CC Si0,

Systéme d’élution : Hexane/EtOAc (100-0 2 0-100)
EtOAc/MeOH (100-0 2 0-100)

| ' / ! y !

F2 (260 mg) F3 (142 mg) FS (160 mg) F6 S0 my) e ||[mee
CC $i0; CC $i0; l CC polyamide l CC polyamide l CC Si0; l i l
A 4
F2.3 (75 mg) CRid=me) R CRSC4m) CR2(236mg)  CRI (I8 mg)
CRS (9 mg) CR4 (12 mg) CR3 (26 mg) ’
CC Si0,

\

CR9 (11 mg)

CR10 (14 mg)

Figure I11-2: Schéma de purification de ’extrait AcOEt de ’espéce Centaurea resupinata
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I1I-1-3-Détermination structurale des produits obtenus

L’identification structurale des composés isolés a €té caractérisée par I’exploitation des
différentes techniques d’analyse spectroscopiques notamment UV, RMN'H, RMN'C,
RMN2D (COSY, HSQC et HMBC), spectrométrie de masse, mesure de pouvoir rotatoire

ainsi que la comparaison avec les données de la littérature.

III-1-3-1-Elucidation structurale du produit CR1

kaempférol 3-O-(6-a-L-rhamnopyranosyl)-B-D-glucopyranoside

Le composé CR1, isolé¢ sous forme de poudre jaune est visible sous lumiere UV a 254
et 366 et donne une coloration jaune avec le révélateur d’acide sulfurique et chauffage.

Ceci nous permet de suggérer une structure flavonoidique pour ce composé.

L’examen du spectre de masse en mode positive du produit CR1 présente un pic d’ion
pseudo moléculaire & m/z 617 [M+Na]" indiquant une masse moléculaire de 594 uma

correspondant a une formule brute de Co7H3001s.

[M=+Na["
617.15

Figure I1I-3: Spectre de masse ESI-MS du produit CR1
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Les données de spectre UV du produit CR1 enregistré dans le méthanol montrent :

-Deux bandes d’absorption a 357 nm (Bande I) et 275 nm (Bande II) indiquant un
squelette de type flavonol.

-Un déplacement bathochrome +42 de la bande I, aprés 1’addition de AICI3+HCI en regard
du spectre enregistré dans le MeOH nm, atteste la substitution du carbone en position 5 par

un groupement OH.

-L’ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome +56 nm de la bande I, suggerant

la présence d'un OH en position 4.

-Un déplacement bathochrome +5 nm de la bande II aprés 1'addition de NaOAc indique la

présence d'un OH libre en position 7.

-L'addition de NaOAc+H3BOs3 révele I’absence d’un déplacement bathochrome de la bande
I par rapport a celle du spectre enregistré dans le MeOH. Ce qui laisse prévoir I’absence

d’un systéme ortho dihydroxylé sur le cycle B.

Tableau III-2: Données du spectre UV du produit CR1

MeOH 357 275
+NaQOQAc+H3BO3 358 275
+NaQAc¢ 379 280
+NaOH 413 284
+AICI+HC1 399 283
+AICI3 402 281

Le spectre RMN 'H du produit CR1 (Figure I11-4) révéle la présence :
-Des protons aromatiques sortant dans la région 6-8,2 ppm.
-Des protons osidiques résonant a 3,25 — 3,83 ppm.

-Deux protons anomériques a ou 4,52 (d, J= 1,7 Hz) et a 6u 5,12 (d, J= 8 Hz).

Ces données permettent de déduire clairement que le produit CR1 est un flavonoide

diosidique.
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protons osidiques

Figure I11-4: Spectre RMN 'H du produit CR1

L’examen du spectre RMN 'H étalé enregistré dans le methanol deutéré (Figure I11-4) montre:

-Deux signaux doublets d’intégration 2H a ou 8,06 et on 6,89 (J = 8,5 Hz) caractéristiques

des protons H-2'/H-6' et H-3'/H-5' respectivement, du noyau B avec une substitution en

position para.

-Deux singulets d’intégration 1H a ou 6,39 et ou 6,19 ; attribuables aux protons H-8 et H-

6 du noyau A respectivement.

-Un signal sous forme de doublet d’intégration 3H a ou 1,12 (3H, d, J=6 Hz) correspondant
a un groupement méthyle. La présence de ce dernier ainsi que la valeur de la constante de
couplage du proton anomere a 4,52 ppm (d, J=1,7 Hz) indiquent qu'une des deux unités

osidiques est un rhamnose.

A partir des protons déja identifiés par RMN 'H, I’analyse HSQC (Figure III-5) permet
de caractériser les déplacements chimiques des carbones qui les portent. Ils sont localisés a
dc 98,8 (C-6), 93,6(C-8), 131(C-2', C-6"), 114,7 (C-3', C-5"), 103,3 (C-1"),101 (C-1™) et
16,3 (C-6").
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He™
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{He/Cs
%Hf‘ C6 . f1mica

! H1"/C1"
:.':HT C3' H5'/C5"

§H2'/C2' H6/C6'

Figure III-5: Spectre HSQC du produit CR1

Le spectre RMN '3C (Figure 111-6) de CR1 présente des signaux correspondant aux 27

atomes de carbone répartis comme suit :

Un groupement CH3 (C-6") a 6c 16,3

Un carbonyle (C-4) a 6c 177,9.

Six carbones aromatiques oxygénés résonant entre 133 et 166 ppm (C-2, C-3, C-5, C-
7, C-9, C-4").

Deux carbones aromatiques quaternaires non oxygénés (C-1') et (C-10) résonant a dc
121,3 et 104,7.

Six carbones aromatiques méthines entre 93 et 132 ppm.

Onze carbones résonants entre 67 et 104 ppm correspondant aux carbones des deux

unités osidiques.
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carbones osidiques

c1"

| CS
1| C1T,
4(9 | Cé6

s c
e C
A7 2 J‘IF__J_J _]hh )

Figure I11-6: spectre RMN 3C du produit CR1

Au terme de cette analyse, ces données spectrales permettent 1'identification de I'aglycone

en tant que kaempférol substitué¢ en C-3 (Figure I1I-7).

Figure I11-7 : Kaempférol

Pour la partie osidique

Le spectre RMN 'H révéle la présence de dix protons dans la région 3,25-3,83 ppm (Figure
I1-4) ainsi que deux protons anomériques H-1" (5,12 ppm, d, /=8 Hz) et H-1"" (4,52 ppm, d,
J=1,7Hz) ce qui suggere la présence de deux unités osidiques.
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Le spectre COSY H-H (Figure III-8) montre un systéme de spin a sept protons,

indiquant la présence d’un hexose. On visualise les couplages suivants :

X/
°e

H-1"/H-2" a 3,40 ppm (dd, J = 8,4 ; 7,5 Hz).
H-2"/H-3" a 3,44 ppm (m).

% H-3"H-4" 4 325 ppm (t, J = 8,4 Hz).

% H-4"/H-5" 4 3,36 ppm (m).

% H-5"/H-6" : H-6"a a 3,83 ppm (d, J = 11,5 Hz) et H-6"b & 3,52 ppm (dd, J = 11,5
: 5 Hz).

X/
°e

Les grandes taches de corrélations suggérant de grandes valeurs de constantes de

couplages. Ce ci révele qu’il s’agit d’un glucose de configuration B (J 1"-2"= 8Hz).

Figure I11-8 : Spectre COSY H-H de B-glucose du produit CR1

A partir du deuxiéme proton anomérique résonant a 4.52 ppm (d, J =1,7 Hz, H-1"), le

spectre COSY H-H (Figure II1-9) permet d’observer les corrélations suivantes :

% H-1"/ H-2" a 3,60 ppm (m).
% H-2"/ H-3" 4 3,46 ppm (dd, J = 9,3 ; 1,5 Hz).
% H-3"/ H-4" 4 327 ppm (t, J = 9,3 Hz).
< H-4"/ H-5" a 3,38 ppm (m).
% H-5"/ H-6" a 1,12 ppm (d, J = 6 Hz).
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La dernieére corrélation avec la valeur de la constante de couplage J 1"-2"' = 1,7 Hz

permettent d’identifier un a-L-rhamnose.

10 20 30

ol

Figure I11-9 : Spectre COSY H-H de a-rhamnose du produit CR1

Le branchement des deux unités osidiques a I’aglycone est établi par analyse du
spectre HMBC (Figure I1I-10). Ce dernier montre une tache de corrélation entre le proton
anomérique du glucose H-1" (du 5,12) et le carbone C-3 du flavonol (d¢c 134,1), suggérant
une glycosylation en position C-3. Le déplacement chimique du carbone C-2 (6c 157,1)
déblindé confirme bien cette liaison C3-O glucose [1]. L’enchainement des deux unités
osidiques est assigné par la corrélation entre le proton anomérique H-1" (6u 4,52) du

rhamnose et le carbone C-6" (d¢c 67,2) du glucose.
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Figure I11-10 : Spectre HMBC du produit CR1

Sur la base de cette analyse et par comparaison avec les données de la littérature, on
détermine CR1 comme : kaempférol 3-O-(6-o-L-rhamnopyranosyl)-p-D-glucopyranoside
appelé aussi nicotiflorine. Ce composé a ¢été isolé précédemment des especes du genre
Centaurea, telles que : C. hierapolitana |2], C. alexanderina [3] et C. lippii [4]. Ce produit est

connu pour ses propriétés antiglycations [S].

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

dans le tableau III-3.
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Tableau III-3: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du
produit CR1 dans CD3OD

position Multiplicité, J (Hz)
2 157,1 / /
3 134,1 / /
4 177.9 / /
5 161,6 / /
6 98,8 6,19 S
7 165,7 / /
8 93,6 6,39 S
9 157.9 / /
10 104,7 / /
1' 121,3 / /
2! 131 8,06 d(J=28.)5)
3 114,7 6,89 d(J/=38.,5)
4' 160,1 / /
5 114,7 6,89 d(J/=38.,5)
o' 131 8,06 d(J/=38.,5)
1" 103,3 5,12 d(J/=28)
2" 74,4 3,40 dd (J=8,4-7.5)
3" 75,8 3,44 m
4" 70,9 3,25 t(J=38,4)
5" 76,7 3,36 m
6" 67,2 Ce"a: 3,83 d(J=11,5)
Ce¢'b: 3,52 dd (J=11,5-5,0)
| A 101,0 4,52 dJ=17)
AN 70,0 3,60 m
3m 70,7 3,46 dd (/=9,3-1,5)
4" 72,5 3,27 t(J/=9,3)
5" 68,3 3,38 m
6" 16,3 1,12 d(J=06)
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III-1-3-2- Elucidation structurale du produit CR2

. N

kaempferol-3-O-[6"-O-(E)-p-coumaroyl]-p-D-glucopyranoside
Le composé CR2 est isolé sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol.
Il est visible sous la lumieére UV (254 et 366 nm) et donne une coloration jaune apres
révélation par une solution d'acide sulfurique et chauffage.
Le spectre de masse ESI-MS (Figure III-11) du composé¢ CR2 présente un pic d’ion
pseudomoléculaire & m/z 617 [M+Na]’, soit une masse moléculaire de 594 uma,

correspondant a une formule brute en C30H26013.

Figure III-11: Spectre de masse ESI-MS du produit CR2
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Le spectre RMN 'H (Figure I1I-12) du composé CR2 confirme sa nature flavonol en
présentant une similitude structurale avec celui du produit CR1. Il montre facilement les
signaux caractéristiques du noyau kaempferol glycosylé que I’on peut identifier comme
suit:

-Deux doublets a on 6,81 et on 8,0 (J = 8,5Hz) chacun d’intégration 2H sont attribués
respectivement aux protons H-3', H-5' et H-2', H-6' du cycle B para oxygéné.

-Deux doublets résonant a 6,13 ppm et 6,30 ppm, d'intégration 1H (J =2,0 Hz),
caractéristique aux deux protons aromatiques H-6 et H -8 respectivement du noyau A méta
substitué.

-Des signaux se situant entre (3,3 a 4,4 ppm) caractéristiques aux protons osidiques

-Un doublet a on 5,25 (J = 7,5 Hz) attribuable au proton anomérique H1". La constante de

couplage révele qu’il est de configuration f.

Figure I1I-12: Spectre RMN 'H du produit CR2

On observe également sur ce spectre:

-Quatre protons aromatique détectés a 7,30 ppm (H-2" et H-6", J =8,6 Hz) et a 6,79 ppm
(H-3" et H-5", J =8,6 Hz) appartenant & un noyau para-substitué.

-Deux protons oléfiniques a oun 6,07 (H-8"', J = 16 Hz) et ou 7,40 (H-7", J = 16 Hz). La
valeur de constante de couplage traduit une géométrie trans de la double liaison.
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Ces données ainsi 1’observation d’un carbonyle a 167,4 ppm sur le spectre RMN 3C
(Figure III-14) permettent de suggérer la présence d’un groupement frans-p-coumaroyle

(Figure III-13).

Figure I11-13: Structure du Groupement frans-p-coumaroyle

Le spectre RMN !*C (Figures III-14) montre 26 signaux correspondant a 30 atomes de

carbone, en effet leur répartition est la suivante :
- Deux groupements carbonyle a dc 178,1 et 167,4 correspondent a C-4 et C-9"'.
-Sept carbones aromatiques oxygénés qui résonnent entre 133-165 ppm.

-Trois carbones aromatiques quaternaires C-1', C-10 et C-1"" résonant a ¢ 121,3 et 104,1 et

125,7.
-Dix carbones aromatiques méthines entre 93 et 131 ppm.
-Six carbones d’unité osidique sortant entre 62 et 103 ppm.

- Deux carbones éthyléniques qui résonnent a 113,3 et 145,2 ppm.
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Figure 111-14: Spectre RMN 3C du produit CR2

L’analyse combinée des spectres COSY et HSQC (Figures III-15 et III-16) a permis
d’identifier les protons osidiques. Partant du proton anomérique H-1" (5,25, d, J = 7,5 Hz),
Les autres protons H-2", H-3", H-4", H-5", H-6a", H-6b", sont attribués aux signaux a :
(3,46 ,t,J="7,5Hz); (3,47, m); (3,34, t,J=6,9 Hz) ; (3,47, m) ; (431,dd, J=12 ;2,5
Hz) ; (4,19, dd, J = 12 ; 7 Hz) respectivement. Les grandes taches de corrélation observées

entre ces protons osidiques confirment bien la présence du glucose.

Les carbones correspondants aux protons de ce glucose C-2", C-3", C-4", C-5", C6"a, C-

6"b résonnent a d¢ 74,4 ; 76,6 ; 70,3 ; 74,3 ; 62,9 ppm respectivement.
Le spectre COSY H-H révéele également des corrélations entre :

-Les protons H-8/H-6 du cycle A.

-Les protons H-2'/H-3' ; H-6'/H-5' du cycle B.

-Les protons H-2""/H-3"', H-6""/H-5"" et H7"'/H-8"'du noyau coumaroyle. La grande tache de
corrélation entre ces deux derniers protons oléfiniques, confirme bien la géométrie trans de la

double liaison.
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Figure I11-16: Spectre HSQC du produit CR2

Le spectre HMBC du composé¢ CR2 (Figure I1I-17) exhibe des corrélations entre :
-Le proton anomérique H-1" et le carbone C-3 de la génine résonant a 133,8 ppm, ce qui

indique une glycosylation en C-3.
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-Les deux protons olefiniques H-7"" et H-8"'et le carbone C-9" a 167,4 ppm. Ce dernier montre
¢galement une autre tache de corrélation avec les protons osidiques H-6"a et H6"b.

Ceci permis de suggérer une acylation au niveau de C-6" du glucose par le groupement

coumaroyle.
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Figure I11-17: Spectre HMBC du produit CR2

Toutes ces données spectrales, plus la valeur du pouvoir rotatoire [a]p = -57° (C = 0,1,
MeOH) et la comparaison avec la littérature, permettent d’identifier le composé CR2
comme étant le kaempferol-3-O-[6"-O-(E)-p-coumaroyl]-B-D-glucopyranoside, connue
sous le nom tiliroside. Ce composé est détect¢ pour la premiére fois dans le genre
Centaurea. 1l a été isolé antérieurement des especes Helichrysum italicum (Asteraceae) [6],
Eremanthus crotonoides (Asteraceae) [7], Lychnophora passerina (Asteraceae) [8]. Le
tiliroside est principalement connu pour ses propriétés biologiques anti-inflammatoire et
anti-oxydante [6].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé CR2 sont réunis dans le
tableau I11-4.

Tableau III-4: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du
produit CR2 dans CD3OD

o (ppm)
2 157.,9 / /
3 133,8 / /
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4 178,1 / /

5 161,6 / /

6 98,6 6,13 d(J=2)
7 164,6 / /

8 93,4 6,30 d(J=2)
9 157,0 / /

10 104,1 / /

1 121,3 / /

2' 129,8 8 d(J=8,5)
3 114,6 6,81 d(J=8,5)
4' 160,1 / /

5 114,6 6,81 d(J=8,5)
6' 129,8 8 d(J=8,5)
1" 102,5 5,25 d(J=17,5)
2" 74,4 3,46 t(J=17.5)
3" 76,6 3,47 m

4" 70,3 3,34 t(J=6,9)
5" 743 3,47 m

6" 62,9 H-6 4,31 dd (J = 12-2,5)

H-6; 4,19 dd (J=12-7)

" 125,7 / /
2 130,8 7,30 d(J=8,5)
3m 115,4 6,79 d(J=8,5)
4" 159,8 / /
5 115,4 6,79 d(J=8,5)
6" 130,8 7,30 d(J=8,5)
7" 145,2 7,40 d(J = 16)
8" 113,3 6,07 d(J = 16)
9" 167,4 / /
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III-1-3-3- Elucidation structurale du produit CR3
/ OH

HO

OH

Apigénine-7-O-p-D- glucopyranoside

Le composé CR3 se présente sous forme de Cristaux jaunes visible a la lumiére UV a
254 et 366 nm. Il se colore en jaune apres révélation de sa CCM par une solution d’acide
sulfurique et chauffage ou par les vapeurs d’ammoniac. Ceci suggere une structure

flavonoidique pour ce composé.

Le spectre de masse ESI-MS de ce composé enregistré en mode positif (Figure II1-18)
révele un pic d’ion pseudomoléculaire & m/z = 455 [M+Na] +, déterminant une masse

moléculaire de 432 uma et une formule brute en C;1H20010.

218 A
1000V
$17°C

+448, 0.0-0.1min #{2-63

[M+Na]
45508

Figure I11-18: Spectre de masse ESI-MS du proeduit CR3
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Le spectre UV du composé¢ CR3 enregistré dans le MeOH (tableau III-5) montre:

-Deux bande d'absorption : une bonde I a 320 nm et une bande II & 253 nm, orientent vers

une structure flavone.

-L'ajout de NaOH provoque un déplacement bathochrome +47 nm de la bande I, indiquant

I’existence d’un groupement (-OH) en position 4'.

-L’addition de AICI3+HCI induit un déplacement bathochrome +52 nm de la bande I en
comparaison avec a celui enregistré dans le méthanol, ce qui révele la présence d'un

groupement (-OH) libre en position 5.

-L’absence du déplacement bathochromique de la bande II apreés 1’ajout de NaOAc en
comparaison au spectre enregistré dans MeOH indique 1'absence d’un OH libre en position
7.

-L'absence du déplacement bathochrome de la bande I aprés 1’addition de NaOAc+H3BO3
traduit I'absence d’un de systéme orthodi-OH sur le noyau B.

Tableau ITI-5: Données du spectre UV du produit CR3

MeOH 320 253
+NaQAc 320 253
+NaOAc+H3BO:3 320 253
+AlCI3+HC1 372 271
+AICI: 375 269
+NaOH 367 255

Le spectre de RMN 'H enregistré dans le CDsOD (Figure I1I-19) du composé CR3
montre la présence des signaux caractéristiques d’une flavone de type apéginine glycosylée.

En effet on observe :

-Deux doublets (J =8,7 Hz), intégrant chacun pour deux protons a 6,93 (H-3' et H-5') et
7,87 ppm (H-2' et H-6").

-Un singulet a 6,65 ppm correspond au proton H-3.
-Un signal sous forme d’un doublet a ou 6,47 (J =2,4 Hz) attribuable au proton H-6.

-Un signal sortant sous forme de doublet a ou 6,79 (J =2,4 Hz), correspond au proton H-8.

85



Investigation chimique

-Un doublet a 5,08 ppm caractéristique d’un proton anomérique. La constante de couplage

(/ =7,2 Hz) indique la présence d’un sucre de configuration f.

-Deux signaux sous forme de massif a ou 3,48 et 3,50, correspondent aux protons H-2" et

H3" respectivement.

-Deux signaux résonnent a du 3,40 (J =8,8 Hz) et 3,58(J =8,4 Hz) sous forme de triplet

attribuables aux protons H-4" et H- 5" respectivement.

-Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet sortant a ou 3,93 (J =12,2 Hz)

correspond au proton H-6"a.
-Un double de doublet sortant a du 3,71 (J =12,2 ; 7,1 Hz) attribué¢ au proton H-6"b.

Les grandes valeurs des constantes de couplage des protons osidiques, en plus le
doublet du proton anomérique H-1" a 5,08 ppm (J =7,2 Hz) prouvent la présence d’un

glucose de configuration f.

Figure 11I-19: Spectre RMN 'H du produit CR3

Le spectre RMN 3C (Figure III-20) montre 21 signaux de carbones repartis en 8

carbones quaternaires et 13 méthines.
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Ce spectre confirme la présence du groupement -D-glucosyle, qui indique un signal du
carbone anomérique a ¢ 101,7, un signal d’un carbone méthyléne oxygéné (C-6") a 6c 62,5

et des signaux de carbones oxyméthines sortant a 6c 74,9 (C-2"), 77,9 (C-3"), 71,4 (C-4") et
78,6 (C-5").

can
“gr

seporne el
T |

Figure 111-20: Spectre RMN *C du produit CR3

L’ensemble de ces données spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la
littérature permettent de déterminer la structure du composé CR3 : Apigénine-7-O-B-D-
glucopyranoside nommé aussi Apigetrine. Les études scientifiques ont été¢ démontrées que
l'apigetrine inhibe la neuroinflammation grace a des propriétés anti-oxydantes et

neuroprotectrices [9].

OH

HO

OH
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Ce composé a été isolé des especes du genre Centaurea, telles que C.alexanderina (3], C.
horrida [10], C. scoparia [11], C. furfuracea [12], C. Sphaerocephala [13], C. urvillei DC.
subsp. Urvillei [14].

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

dans le tableau III-6.

Tableau I11-6: Déplacements chimiques RMN 'H (300 MHz) et *C (75 MHz) du

produit CR3 dans CD3OD

position Multiplicité, J (Hz)
2 166,5 / /
3 104,4 6,65 s
4 183.,9 / /
5 158,9 / /
6 101,2 6,47 dJ=24)
7 164,8 / /
8 96,2 6,79 d(J=24)
9 162,9 / /
10 107,2 / /
1 123,1 / /
2' 129,8 7,87 d((J=28)7)
3 117,3 6,93 d((J/=8,7)
4' 162,8 / /
5 117,3 6,93 d((J/=8,7)
6' 129,8 7,87 d((J=28)7)
1" 101,7 5,08 dJ=172)
2" 74,9 3,48 m
3" 77,9 3,50 m
4" 71,4 3,40 t(J=38,8)
5" 78,6 3,58 t(J=28,4)
6" 62,5 Ce"a:3,93 d(J=12,2)
Ce"b: 3,71 dd (J=12,2-7,1)
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II1-1-3-4- Elucidation structurale du produit CR4
4 o )

HO 0

\ OH O /

5, 7,4’- trihydroxyflavone

Le composé CR4 est purifié¢ sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol,

visible sur CCM a la lumiere UV, et montre une coloration jaune aprés révélation par une

solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre RMN 'H du composé CR4 est presque similaire a celui du composé CR3, La

différence principale entre CR4 et CR3 réside dans I’absence du glucose (Figure I111-21).
En effet, on observe les protons caractéristiques du noyau apigenine :
-Un signal singulet sortant a 6u 6,60 d’intégration 1H attribué au proton H-3.

-Deux doublets d’intégration 1H pour chacun résonant a 6 6,21 et 6,46 attribués aux

protons H-6 et H-8, respectivement du cycle A.

-Deux doublets d’intégration 2H pour chacun résonant a 6u 6,94 et 7,85 attribués aux

protons H-3'/H-5' et H-2'/H-6', respectivement du cycle B.
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Figure IT1-21: Spectres RMN 'H des produits CR3 (CD30D) et CR4 (CD:0D)

Le spectre RMN '3C (Figure 111-22) révéle la présence de quinze atomes de carbone :

-Sept groupements CH sont repérés a 6c 102,4 (C-3), 98,8 (C-6), 93,7 (C-8), 128,1 (C-2'/C-
6') et 115,7 (C-3'/C-5").

-Huit carbones quaternaires sont repérés a oc 164,6 (C-2), 182,6 (C-4), 161,8 (C-5), 164,9
(C-7), 158 (C-9), 103,9 (C-10), 121,8 (C-1") et 161,3 (C-4").
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Figure I11-22: Spectre RMN 3C du produit CR4

L’ensemble de ces données spectrales, et la comparaison avec la littérature [15,16]
permettent d’attribuer le composé CR4 la structure : (5,7,4' trihydroxyflavone) apigenine.

Ce composé est connu principalement pour des activités anti-inflammatoire [17] et antivirale

[18].

Ce métabolite secondaire est détecté dans plusieurs especes du genre Centaurea telles que :

C. schischkinii [19], C.jacea L [20], C. aegyptiaca L [21], C. aspera [22],C. tougourensis [23],

C. nicaeensis [24].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé CR4 sont rassemblés

dans le tableau ci-dessous.
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Tableau III-7: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du

produit CR4 dans CD30D

position Multiplicité, J (Hz)

2 164,6 / /

3 102,4 6,60 s

4 182,6 / /

5 161,8 / /

6 98,8 6,21 d(J=2)
7 1649 / /

8 93,7 6,46 dJ=2)
9 158,0 / /

10 103,9 / /

1 121,8 / /

2' 128,1 7,85 d((J/=8.,8)
3 115,7 6,94 d(J/=8,8)
4' 161,3 / /

5 115,6 6,94 d(J/=8,8)
6' 128,1 7,85 d(J/=8.,8)

III-1-3-5-Elucidation structurale du produit CRS

/

HO

\_

5,7,4'-trihydroxy-3'-méthoxyflavone
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Le composé CRS a été isolé sous forme de poudre jaune. Il est visible sur CCM a la
lumi¢re UV (254 et 366 nm), et présente une coloration jaune apres révélation par une
solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre UV de ce composé (Tableau III-8) enregistré dans le méthanol présente
deux bandes d’absorption a 327 nm (Bande I) et 270 nm (Bande II), orientant vers une
structure flavonoide de type flavone. L'addition de AICI3+HCI provoque un déplacement
bathochrome +50 nm de la bande I, ce qui suggere la présence d'un OH en position 5. Le
déplacement bathochrome +9 nm de la bande II en présence de NaOAc comparativement a
celui enregistré dans le méthanol révéle la présence d'un OH en position C-7. L'addition
de NaOH conduit a un déplacement bathochrome +58 nm de la bande I, ce qui indique la
présence d'un OH libre en position C-4'. L’absence du déplacement bathochromique de la
bande I aprés 1’ajout de NaOAc+H3BO3 montre I'absence d'un systéme ortho dihydroxylé
sur le noyau B.

Tableau ITI-8: Données du spectre UV du produit CRS

MeOH 327 270
+AICL+HCI1 377 286
+NaOAc 355 279
+NaOH 385 281
+NaOAct+H3BOs3 331 271
+AICl3 380 284

Le spectre RMN 'H (Figure 111-23) du produit CRS, enregistré dans DMSO indique

la présence des protons caractéristiques d'un aglycone de type lutéoline methoxylé a savoir :
-Un singulet d'intégration 3H résonnant a du 3,59 attestant de la présence d’un méthoxyle.

- Un singulet a ou 6,60 d’intégration 1H attribué¢ au proton a H-3, ce qui confirme la

structure de type flavone.

-Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H repéré a ou 6,49 avec une constante de

couplage J = 2 Hz attribuable a H-8.

-Un autre signal sous forme de doublet et d’intégration 1H repéré a ou 6,19 avec la méme
constante de couplage (J/ = 2 Hz) accordé au H-6, confirmant 1’hydroxylation du noyau A

en positions 5 et 7.
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-Un doublet d'intégration 1H a 6u 6,94 porte une valeur de constante de couplage (J = 8,8 Hz),

suggérant le couplage ortho attribuable au proton H-5'".
-Un singulet sortant a du 7,55, correspond au proton H-2'.
-Un doublet repéré a éu 7,56 (J = 7,8 Hz), attribuable au proton H-6'.

Les données des spectres UV ainsi que La multiplicité des protons H2', H6' et HS' confirme

la disubstitution du noyau B en position 3' et 4'.

Figure I11-23: Spectre RMN 'H du produit CR5

L’analyse du spectre RMN !*C (Figures I11-24) ainsi la comparaison avec les données de

la littérature [25] ont permis de localiser tous les carbones du composé¢ CRS. Ces carbones,

au nombre de seize, sont repartis comme suit:

C-2a6c 164,8 ;C-4a0c 181,7; C-1'a dc 121,6 ; C-3"a ¢ 150,6 ; C-4' a 6c 148,2 ; C-5 a dc
161,5; C-7a 6c 163,7 ; C-9 a 6¢ 157,4 ; C-10 a 6¢ 103,3 ; C-3 a 6¢ 103,5 ; C-6 a 6¢ 98,8 ; C8
a0c94;C-2"adc 110,1 ; C-6"a d¢ 120,4 ; C-5"a d¢ 115,6 ; OCH3 a dc¢ 56.
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Figure 111-24: Spectre RMN '3C du produit CR5

Les déplacements chimiques des protons et carbones (Tableau III-10) déterminés par
’analyse des spectres RMN 'H (Figure 111-23) et '*C (Figure 111-24), les données spectrales
UV (Tableau III-9) et la comparaison avec les données de la littérature[25,26], attestent
d’assigner le composé CRS au 5,7,4'-trihydroxy-3'-méthoxyflavone ou 3'-methoxyluteoline
connu sous le nom Chrysoériol. Ce métabolite présente des activités biologiques intéressantes

: anti-oxydante, anti-inflammatoire [27] et antimicrobienne [25].

OCH;

Ce produit a été antérieurement isolé¢ des espeéces du genre Centaurea telles que C.

sphaerocephala 28], C. africana |29], C. furfuracea [12], C. Floccosa [30].
P P

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé CRS5 sont rassemblés
dans le tableau ci-dessous.
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Tableau III-9: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du

position

produit CRS dans DMSO

Multiplicité, J (Hz)

2 164,8 / /

3 1035 6,60 s

4 181,7 / /

5 161,5 / /

6 98,8 6,19 d(J=2)

7 163,7 / /

8 94 6,49 d(J=2)

9 157.4 / /

10 103,3 / /

1 121,6 / /

2! 110,1 7,55 s

3" 150,6 / /

4' 148,2 / /

5" 115,6 6,94 d(J=8.38)

6' 120,4 7,56 d(J=1738)
OCHj 56 3,59 s
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III-1-3-6-Elucidation structurale du produit CR6

4 N

HO O

\ OH O /

5,7-dihydroxyflavone

Ce composé est obtenu sous forme de Cristaux légeérement jaunes visible en UV. Il se
colore en jaune en présence des vapeurs d’ammoniaque. Ceci oriente vers une structure

flavonoique.

Le spectre RMN 'H du composé CR6 (Figure I11-25) enregistrer dans le méthanol deutéré

permet de confirmer la structure flavonoique. Il présente :

-Un doublet repéré a 6,22 ppm, (J = 2 Hz) attribuable au proton H-6.

-Un autre signal sous forme de doublet a 6,48 ppm (J = 2 Hz), d’intégration 1H attribuable

au proton H-8.

-Un signal singulet sortant a 6,73 ppm caractéristique du proton oléfinique H-3 d’une

flavone.

-Un doublet de doublet d’intégration 2H repéré a 7,99 (J = 8,2-1,9 Hz) attribuables aux
protons H-2'/ H-6' du noyau B.

-Deux signaux massif chacun résonant a 7,58 et 7,56 ppm d’intégration 1H et 2H

respectivement attribuables aux protons H-4' et H-3'/H-5'".
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Figure 111-25: Spectre RMN 'H du produit CR6

L’examen du spectre RMN '*C (Figure I11-26) et la comparaison avec les données de la
littérature, permettent D’attribution des signaux des atomes de carbones : o6c 164,2 (C-2),
182,5 (C-4), 161,9 (C-5), 164,9 (C-7), 158,1 (C-9), 104,1 (C-10) et 131,1 (C-1"), 104,6 (C-3),
98,9 (C-6), 93,7 (C-8), 131,6 (C-4"), 126 (C-2'/C-6") et 128,8 (C-3'/C-5").

p8-20-180116.11.0d

Figure I111-26: Spectre RMN *C du produit CR6
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Les données spectroscopiques (Tableau III-11) et la comparaison avec les données
bibliographiques permettent d’identifier le compos¢ CR6 comme étant 5,7-
dihydroxyflavone (Chrysine). Il est isol¢ antérieurement des especes du genre Centaurea telles
que : C. ragusina L [31], C. omphalotricha Coss [32], C.pseudoscabiosa |33], C. scabiosa [34].
Ce compos¢ montre plusieurs activités biologiques anti-oxydante, antidiabétique,

antibactérienne [35], anticancéreuse [36] et antitumorale [37].

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce compos¢ sont rassemblés
dans le tableau III-10.

Tableau III-10: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
produit CR6 dans CD3OD

ou (ppm) Multiplicité, J (Hz)
3 104,6 6,73 s
4 182,5 / /
5 161,9 / /
6 98,9 6,22 dJ=2)
7 164,9 / /
8 93,7 6,48 d(J=2)
9 158,1 / /
10 104,1 / /
1 131,1 / /
2 126 7,99 dd (J=8,2-1,9)
3 128.8 7,56 m
4' 131,6 7,58 m
5 128.8 7,56 m
6' 126 7,99 dd (J = 8,2-1,9)
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III-1-3-7-Elucidation structurale du produit CR7

~

J

24-éthylcholest-5-én-3-ol

Le composé CR7 obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le chloroforme. Il
est invisible a la lumiére ultraviolette (254 et 366 nm). Il prend une coloration mauve apres

révélation par une solution d’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse enregistré en mode positif (Figure II1-27), présente un pic d’ion
pseudomoléculaire & m/z 437,6 [M+Na]", soit une masse moléculaire de 414 uma,

correspondant a la formule moléculaire C29Hs0O.

Figure II1I-27 : Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du produit CR7
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Le spectre RMN'H du composé CR7 (Figure I11-28) présente des signaux caractéristiques
d’un phytostérol de type B-sitosterol. En effet, on visualise :

-Six signaux attribuables aux protons des groupements méthyliques résonant a ou 0,67(CH-18),

1,01 (CH-19), 0,91 (CH-21), 0,82 (CH-26), 0,80 (CH-27), 0,85 (CH-29).

-Un signal sous forme de doublet de doublet résonant a 6u 5,34 correspondant au proton

oléfinique H-6.

-Un signal sous forme de multiplet a du 3,52 correspondant au proton H-3.

SE==

Jsf eflell=her gl

Figure I11-28 : Spectre RMN'H du produit CR7

Le spectre RMN '3C (Figure 111-29) confirme la structure stéroidique du composé CR7
par la présence de 28 signaux correspondant a 29 atomes de carbone : six groupements
méthyles, six méthines, onze méthylénes, quatre carbones quaternaires et deux carbones

¢thyléniques dont un méthine C-6 sortant a 6c 121,8 et un quaternaire C-5 sortant a dc 140,8.
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Figure III-29 : Spectre RMN '3C du produit CR7

Le spectre COSY (Figure I11-30) présente des corrélations confirmant la nature stéroidique

du composé CR7. En effet on observe les couplages entre :

- Hla (6u 1,85, m), H1b (6u 1,15, m) / H2a (6u 1,82, m), H2b (6u 1,52, m).

- H-3 (6u 3,52, m) / H4a (du 2,33, ddd, J = 13; 5; 2 Hz), H4b (éu 2,30, tl, J =12,35 Hz).
-H-6 (du 5,34, dd, J = 5,2 ; 2,3 Hz) / H-7 (6u 1,50, m).

-H-20 (6u 1,37, m) / CH3-21 (6u 0,91, s).

-H-25 (0u 1,65, m) / CH3-27(6x 0,80, d, J = 6,9 Hz).

“H-28 (5u 1,25, m) / CH3-29 (8 0,85, t, J = 7,4 Hz).
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H3H2a H3/H2b
o |F ¥
Ha HS-I’!-HJ

Figure 111-30 : Spectre COSY du produit CR7

L’analyse des spectrale et la comparaison avec les données de la littérature permettent
d’identifier le composé CR7 au (24-éthylcholest-5-én-3-ol) B-sitostérol. Connu dans le régne
végétal, ce métabolite secondaire possede des propriétés pharmacologiques importantes anti-

inflammatoire [38] et antimicrobienne [39].

Le B-sitostérol a été isolé précédemment de plusieurs especes du genre Centaurea : C.

sadleriana [40], C. omphalotricha [32], C. africana [29].

Le tableau (III-11) résume les déplacements chimiques des signaux observés en RMN

'H et *C du composé CR7.
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Tableau I1I-11: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et 3C (125 MHz)
du produit CR7 dans CDCls.

Position Multiplicité, J (Hz)

Hip=1,15 m

2 31,7 Ha.= 1,82 m
Ha=1,52 m

3 71,9 3,52 m

4 42,3 Haa= 2,33 ddd (J=13-5-2)
Hav= 2,30 tl (J=12,35)

5 140,8 - -

6 121,8 5,34 dd (J=5,2-2,3)

7 31,9 1,50 m

8 31,9 1,99 m

9 50,1 0,91 m

10 36,5 - -

11 21,1 Hi= 1,49 m
Hip= 1,46 m

12 39,8 Hiz= 2,04 dt (J=12,8-3,6)
Hin= 1,15 m

13 42,3 - -

14 56,8 0,98 m

15 243 Hisa=1,57 m
Hisp= 1,07 m

16 28,3 Hisa= 1,83 m
Hiev= 1,25 m

17 56,1 1,10 m

18 11,9 0,67 s

19 19,5 1,01 s

20 36,2 1,37 m

21 18,8 0,91 s

22 33,9 1,33 m

104



23
24
25
26
27
28
29

III-1-3-8- Elucidation structurale du produit CRS8

26,0
45,8
29,1
19,9
19,1
23,1
12,0

1,12
0,92
1,65
0,82
0,80
1,25
0,85

Investigation chimique

m
S
m
d(J=6,9)
d(J=6,9)
m

t(J=74)

~

J

B-sitostéryl 3-O-B-D-glucopyranoside

Le composé CRS8 obtenu sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le méthanol. 11

est invisible a I’'UV et se colore en mauve apres révélation de sa CCM par une solution

d’acide sulfurique et chauffage. Son spectre de masse ESI enregistré¢ en modes positif

(Figure II1-31) montre un pic d’ion pseudomoléculaire a m/z = 599,4 [M+Na] *, en accord

avec une masse moléculaire de 576 uma et une formule brute en C3sHgoOs.
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Figure I11I-31 : Spectre de masse ESI-MS (mode positif) du produit CR8

Les spectres RMN'H (Figures I11-32) et RMN 3C (Figure 11I-33) du composé CRS8
montrent une grande similitude structurale avec le composé précédent CR7, notamment au

niveau de la génine. En effet on observe sur ces spectres les signaux caractéristiques d’un [3-

sitostérol. A savoir :
-Un groupement oxyméthine CHO-3 résonant a ou 3,57 /6c 78,7.

-Six groupements méthyliques résonant a on 0,72 (CH3-18) /0c 11,3 ; 6u 1,04 (CH3-19) /6c
19,7 ; du 0,94 (CH3-21) /6c 18,9; 6u 0,93 (CH3-26) /6c 20,9; ou 0,83 (CH3-27) /3¢ 19,4; du
0,86 (CH3-29) /5c 11,4.

- Une double liaison a due 5,35/0cs 121,7 et dcs 140.,4.
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Figure I11-32 : Spectre RMN'H du produit CRS

La différence de masse de 1’ordre de 162 uma entre les produits CR7 et CR8 montre
la présence d’une unité osidique dans le compose CR8. La comparaison des déplacements
chimiques des protons et des carbones osidiques avec les données bibliographiques révele
que ce compose posséde un glucose de configuration f.

p9-35- 160?14.2 1.fid

80 70
1 (ppm)

Figure I11-33 : Spectre RMN 3C du produit CR8
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Les données spectrales ainsi que la comparaison avec celles de la littérature permettent
d’identifier le compos¢ CR8 comme étant B-sitostéryl-3-O-B-D-glucopyranoside nommé
Daucostérol. 11 a été isolé¢ antérieurement des especes du genre Centaurea telles que: C.
bracteata [41], C. horrida [10], C. omphalotricha [32], C. Africana [29]. Le Daucostérol est

connu pour son pouvoir anti-inflammatoire et antinéoplasique [42].

Le tableau (III-12) résume les déplacements chimiques des signaux observés en RMN
'H et 3C du composé CRS.

Tableau III-12: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
produit CR8 dans CD3;OD.

1 37,2 a=1,87 m
b=1,07 m

2 29,4 a=1,90 m
b=1,58 m

3 78,7 3,57 m

4 38,5 a=2,40 ddd (J=13-6-3)
b=222 td (J=13-3)

5 140,4 - -

6 121,7 5,35 d((/=5,9)

7 31,8 1,48 m

8 31,9 1,96 m

9 50,2 0,97 m

10 36,6 - -

11 22,9 a=1,45 m
b=1,02 m

12 39,7 a=2,01 m
b=1,17 m

13 42,2 - -

14 56,8 1,03 m

15 25,8 a=1,59 m
b=1,11 m
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16 28,1 a=1,84 m
b=1,29 m

17 53,4 1,16 m

18 11,3 0,72 S

19 19,7 1,04 S

20 36,1 1,36 m

21 18,9 0,94 d((J=6,7)

22 33,8 a=1,35 m
b=1,05 m

23 26,7 1,19 m

24 45,8 0,93 m

25 28,9 1,66 m

26 20,9 0,93 d(/=5,4)

27 19,4 0,83 d((/=16,9)

28 24,1 1,28 m

29 11,4 0,86 t(J/=17,5)

| 101,1 4,37 d(J=28)

2’ 73,6 3,17 t(J=8,0)

3 77,4 3,36 t(J=8,0)

4 70,2 3,33 m

5 76,4 3,26 m

6’ 61,5 a=3,85 dl (J=12)
b=3,66 dd (J=12-5,4)
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III-1-3-9- Elucidation structurale du produit CR9
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Le composé CRY purifié sous forme d’une poudre blanche est soluble dans le chloroforme.

lup-20(29)-én-3-ol

Il est invisible sous lampe UV et se colore en orange-marron apres révélation de sa CCM
avec une solution acide sulfurique et chauffage.

Sa formule brute C30Hs0O a été déduite a partir du spectre de masse ESI-MS (Figure III-
34) enregistré en mode positif. Ce spectre montre deux pics d’ions pseudomoléculaires a
m/z 427 identifiable a [M+H] * et 4 m/z 444 [M+NH4] *, soit une masse moléculaire de

426 uma.

IMENHY|

Figure 111-34 : Spectre de masse ESI-MS du produit CR9
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L’examen du spectre RMN 'H (Figure I1I-35) de ce composé montre des signaux des
protons aliphatiques dans la région des hauts champs. Ces derniers sont caractéristiques pour
un squelette triterpene par la présence de sept singulets attribuables aux groupements méthyles.
Ces signaux résonnent a oy 1,02 (CH-23, s), 0,81 (CH-24, s), 0,86 (CH-25, s), 1,04 (CH-
26, s), 0,98 (CH-27, s), 0,83 (CH-28, s) et 1,72 (CH-30, s). Le déblindage du dernier
méthyle (CH3-30) révele qu’il est 1li¢ a un carbone insaturé. On observe également sur ce
spectre la présence d’un signal sous forme de multiplet a ou 3,21 attribuable a un
groupement hydroxyméthine (CHO-3) et deux singulets a ou 4,62 et 4,72 ppm

correspondant aux deux protons oléfiniques.

Figure 111I-35 : Spectre RMN 'H du produit CR9

Le spectre RMN 3C du composé CR9 (Figure I11-36) présente 30 signaux correspondant
aux 30 atomes de carbones, ce qui confirme la nature triterpenique de ce produit. On
visualise:

-Sept méthyles sortant a 6c 28 (C-23), 15,4 (C-24), 16,2 (C-25), 16 (C-26), 14,6 (C-27), 18 (C-
28) et 19,5 (C-30).

- Un carbone oxygéné est détecté a oc 79,1 attribuable au C-3. Ce déplacement chimique
indique une configuration B du groupement hydroxyle lie a ce carbone [43].
-Deux carbones oléfiniques : C-20 quaternaire a 6c 151,2, et C-29 secondaire a dc 109,4.

-Des carbones résonant entre 18 a 44 ppm attribuables aux groupements CH2 et C quaternaires.
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-Des signaux attribuables aux carbones méthines (CH) entre 38 a 56 ppm.

5 :‘\:‘/( | (__L‘IAI: ;( 24
L Ll M

Figure I1I-36 : Spectre RMN '3C du produit CR9

L’analyse conjointe des spectres, COSY H-H, HSQC et HMBC permet de caractériser

tous les carbones et les protons du composé CR9.

Le spectre HSQC (Figure III-38) montre une corrélation entre les deux protons
oléfiniques géminés H-29a a 4,72 ppm et H-29b a 4,72 ppm avec le carbone C-29 a 109,4
ppm. Ces deux protons présentent aussi un couplage allylique sur le spectre COSY H-H
(Figure II1-37) avec les protons du méthyle CH-30. Ce ci révele la présence d’un groupement

isoprényle.
On observe également sur le spectre COSY des taches de corrélations entre :

-Le proton deblindé H-3 a ou 3,21 avec les protons H-2 a ou 1,65, ces derniers
correlent avec les deux protons H-la a du 1,73 et H-1b a ou 0,96.

-Le proton H-5 a ou 0,75 avec deux protons géminés H-6a et H-6b résonant a ou

1,56 et 1,44 respectivement.
-Le proton H-19 a du 2,42 avec le proton H-18 a ou 1,42.

-Les deux protons H-21a a on 1,97 et H-21b a on 1,30 avec les protons géminés résonant H-
22a a dn 1,42 et H-22b a on 1,24.
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A partir des protons identifies précédemment, I’expérience HSQC (Figure III-38) nous
a permis de localiser leurs carbones a oc 38,7 (C-1), 27,4 (C-2), 79,1 (C-3), 55,3 (C-5), 18,3
(C-6), 48,3 (C-18), 48,0 (C-19), 29,9 (C-21), 40,0 (C-22), 109,4 (C-29), 19,5 (C-30).
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Figure I1I- 38 : Spectre HSQC du produit CR9

Par ailleurs, I’expérience HMBC (Figure I1I-39) montre des corrélations entre le carbone
C-5 a 55,3 ppm et les protons des groupements méthyles H-25 a 6u 0,86, H-24 a 61 0,81 et H-
23 a du 1,02. Les deux derniers protons couplent en HMBC avec le carbone C-3 déjaidentifié.
Les carbones C-23, C-24 et C-25 sont localisés a 6. 28, 15,4 et 16,2 respectivement, selon
I’expérience HSQC (Figure II1-42). Ces déplacements chimiques justifient la position
équatoriale du méthyle H-23 et la position axiale pour le méthyle H-24.

En outre, le spectre HMBC permet de visualiser des corrélations entre le carbone C-9

a 50,5 ppm et les protons de groupements méthyles H-25 a ou 0,86 et H-26 a du 1,04.

Les derniers protons H-26 montrent également sur ce spectre HMBC (Figure I11-39) des
taches de corrélation avec les carbones C-7, C-8 et C-14, ces deux carbones C-8 et C-14

couplent avec le méthyle en position 27. Ces mé€mes protons H-27 correlent avec les carbones
C-13 et C-15.

Le carbone C-18 présente sur le spectre HMBC (Figure I1I-39) une tache de corrélation

avec les protons du dernier groupement méthyle H-28.

L’analyse combinée des spectres HSQC (Figure 111-42) et HMBC (Figure I11-39) nous
a permis d’identifier les déplacements chimiques des carbones C-7, C-8, C-13, C-14, C-15,
C-26, C-27 et C-28234,3;40,9;38,1;42,9;27,2;16; 14,6 et 18 ppm respectivement.
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Figure I11-40 : Corrélations HMBC du produit CR9

A partir de ce groupement méthyle H-28 trois autres taches de corrélations sont repérées

avec un carbone quaternaire C-17 et deux carbones méthyléne C-22 et C-16.

L’examen du spectre COSY (Figure II-41) permet de visualiser des corrélations entre
les protons H-16 et H-15, H-13 et H-12, H-12 et H-11, H-11 et H-9. La localisation des
déplacements chimiques des carbones a 20,9 ; 25,1 ; 35,6 et 43 ppm est attribu¢e aux carbones
C-11, C-12, C-16 et C-17 respectivement par analyse des spectres HSQC (Figure I11-42) et
HMBC (Figure I1I-39).
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Figure I11-42 : Spectre HSQC du produit CR9

Les données spectroscopiques (RMN 'H, RMN *C, COSY, HMBC, HSQC), la valeur du
pouvoir rotatoire [a]p = +26.4 (C = 0.4, CHCl3) et la comparaison avec les données de la
littérature ont permis d’identifier le produit CR9 au lup-20(29)-¢én-3-ol ou lupéol, isolé
antérieurement des especes du genre Centaurea telles que : C. regia [44], C. horrida [10], C.
omphalotricha [32]. Ce produit a montré des activités antimicrobienne, anti-inflammatoire et

antitumoral [45].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du compos¢ CRI10 sont

rassemblés dans le tableau III-13.

Tableau III-13: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et *C (125 MHz) du
produit CR9 dans CDCls.

1 38,7 Hi. 1,73 m

Hip 0,96 m
2 27,4 1,65 m
3 79,1 3,21 m
4 38,9 / /

118



Investigation chimique

5 55,3 0,75 m
6 18,3 Hea 1,56 m

Hep 1,44 m
7 34,3 1,44 m
8 40,9 / /
9 50,5 1,35 m
10 37,2 / /
11 20,9 Hija 1,48 m

Hipp 1,28 m
12 25,1 Hiza 1,72 m

Hip 1,13 m
13 38,1 1,71 m
14 42,9 / /
15 27,2 Hisa 1,65 m

Hisp 1,05 m
16 35,6 Higa 1,53 m

Higp 1,44 m
17 43,0 / /
18 48,3 1,42 m
19 48,0 2,42 m
20 151,2 / /
21 29,9 Hz1a 1,97 m

Horp 1,30 m
22 40,0 Hoya 1,42 m

Hoo, 1,24 m
23 28,0 1,02 s
24 15,4 0,81 s
25 16,2 0,86 s
26 16,0 1,04 s
27 14,6 0,98 s
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28 18,0 0,83 s
29 109,4 Hooa 4,72 S

Hoop 4,62 S
30 19,5 1,72 S

II1-1-3-10- Elucidation structurale du produit CR10
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180, 19a-urs-20(30)-én-3p-o0l

Le produit CR10 a ¢été obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le
chloroforme, Il est invisible a I’'UV et se révéle en mauve par une solution d’acide

sulfurique et chauffage.

Son spectre de masse ESI-MS enregistré¢ en mode positif (Figure I11-43) présente deux
pics d’ions pseudomoléculaires a m/z 427 [M+H]" et m/z 853 [2M+H]", en accord avec

une masse moléculaire de 426 uma et une formule brute en CsoHs0O.
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Figure IT11-43 : Spectre de masse ESI-MS du produit CR10

Le spectre RMN 'H (Figure I1I-44) montre sept signaux de groupements méthyles H-23 a
on 0,78, H-24 a 61 0,78, H-25 a 61 0,97, H-26 a ou 1,1, H-27 a 6u 0,93, H-28 a ou 0,86, H-29
a oy 1,27. Ces signaux sont caractéristiques pour les composés triterpeniques a squelette
pentacycliques de typeTaraxastérol [46].

Le spectre RMN 'H indique aussi la présence d’un signal déblindé correspond au
groupement hydroxyméthine H-3 a ou 3,22 et des signaux de deux protons sous forme

d’un singulet large a 6u 4,50 et 4,52 attribuables aux protons oléfiniques H-30.

Figure 111-44 : Spectre RMN'H du produit CR10
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Le spectre HSQC (Figure III-45) permet d’identifier les déplacement chimiques des
carbones oléfiniques exocycliques C-30 a 6c 107,3 et C-20 a d¢ 154,7, le carbone oxygéné
C-3 479 ppm ainsi que les sept carbones méthyliques C-23 a ¢ 28 , C-24 a 6c 15,4 ,C-25a doc
16,3 ,C-26 a6c 15,9, C-27 adc 14,8, C-28 a dc 19,5 et C-29 a dc 25,5.

Figure I11-4S : Spectre HSQC du produit CR10

Le spectre RMN '*C (Figure 111-46) confirme la nature triterpénique de ce composé par
la présence de 30 signaux constitués de : sept méthyles, six groupements CH, onze

méthyleénes, six carbones quaternaires.
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Figure I11-46 : Spectre RMN '3C du produit CR10

L’analyse du spectre COSY H-H (Figure I11-47) permet d’observer une corrélation ente
le proton H-3 et les deux protons H-2 a ou 1,64. Ces protons H-2 corr¢lent avec les protons
H-1 sortant a 1,7 ppm. Ces derniers couplent avec les protons du groupement méthyle H-25.
Les déplacements chimiques des carbones C-1 et C-2 sont déterminés par I’analyse du

spectre HSQC (Figure II11-45) a 6. 38,8 et a dc 27,4 respectivement.
Le spectre COSY H-H permet de détecter également des corrélations entre :

-Le proton H-5 a du 0,72 et le proton H-6 a on 1,41.

-Les deux protons H-21a a on 2,45 ; H-21b a ou 2,21 et les protons H-22 6y 1,37 ; H-30a a du
4,52 et H-30b a ou 4,50.

- Le proton H-19 a du 2,08 et le proton du groupement méthine H-18 a du 0,96 ainsi que
les protons du groupement méthyle H-29 a du 1,27. Les corrélations de ces quatre protons

(H-18 et CH3-29) avec le proton H-19 expliquent sa multiplicité sous forme de quintuplet.

A partir de ces protons identifiés, I’analyse du spectre HSQC (Figure I11-45) permet de
déterminer les déplacements chimiques de leurs carbones : C-5 a d¢c 55,4 ; C-6 a oc 18,3 ;

C-1826c48,6;C-19a6c 39,4;C-21a o6c 25,6 et C-22a ¢ 38,9.
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Figure I11-47 : Spectre COSY du produit CR10
L’expérience HMBC (Figure I11-48, 111-49) conduit a localiser les autres carbones a travers
les corrélations entre :
-Le proton H-3 et les deux carbones méthyles C-23 et C-24.

-Les protons des groupements méthyle H-23 et H-24 et un carbone quaternaire résonant a

38,9 ppm attribuable au carbone C-4.
-Les protons méthyliques H-25 et les carbones C-1, C-5, C-9 et C-10.
-Les protons du groupement méthyle H-26 et les carbones C-7, C-8, C-9 et C-14.

Les déplacements chimiques de ces carbones sont assignés par I’analyse conjuguée des
spectres HSQC (Figure I11-45) et HMBC (Figure 11I-48) : C-7 a 34 ; C-8 2 40,9 ; C-9 a
50,5 ; C-10a 37,1 et C-14 a 42,1 ppm.

Par ailleurs, I’analyse du spectre HMBC montre les couplages entre :
-Les protons du groupement méthyléne H-30 et les carbones C-19 et C-21.

-Le proton H-19 et les carbones C-21 et C-17.
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- Le carbone C-17 et les protons H-13 a ou 1,58, H-15 a on 1,66, H-16 aon 1,24, H-18 a
on 0,96, H-22 et H-28 déja identifies.
Les données des spectres HMBC (Figure 111-48) et HSQC (Figure I11-45) ont permet de

déterminer les déplacements chimiques des carbones C-13 a d¢ 39,2, C-15 a 6c 26,7, C-16
a oc 38,3 et C-17 a oc 34,6.

H30
|

H19

o

o 180214 122

- @ C2/H30 CUHD @ |

2 CI9/H30

Figure 111-48: spectre HMBC du produit CR10

Figure I11-49: Corrélations HMBC du produit CR10
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La comparaison des données spectroscopiques illustrées dans le tableau (I1I-14) avec
celles de la littérature permet d’élucider le compos¢ CR10 comme étant 18a, 19a-urs-

20(30)-en-3B-ol ou Taraxastérol.

Ce métabolite connu pour ces propriétés anti-inflammatoire [47], anti-allergique et anti-
oxydante [48], a été antérieurement isolé des espéces du genre Centaurea telles que : C. kilaea

491, C. omphalotricha [32].

Tableau III-14: Déplacements chimiques RMN 'H (500 MHz) et 3C (125 MHz) du
produit CR10 dans CDCls.

1 38,8 1,7 m
2 274 1,64 m
3 79,0 3,22 dd (J = 11,5-4,8)
4 38,9 / /
5 55,4 0,72 m
6 18,3 1,41 m
7 34,0 1,38 m
8 40,9 / /
9 50,5 1,32 m
10 37,1 / /
11 21,5 1,54 m
12 26,2 1,66 m
13 39,2 1,58 m
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14 42,1 / /

15 26,7 1,66 m

16 38,3 1,24 m

17 34,6 / /

18 48,6 0,96 m

19 39,4 2,08 quintuplet (J = 6,9)

20 154,7 / /

21 25,6 Haia 2,45 m
Hain 2,21 m

22 38,9 1,37 m

23 28 0,78 ]

24 15,4 0,78 ]

25 16,3 0,97 S

26 15,9 1,1 s

27 14,8 0,93 S

28 19,5 0,86 ]

29 25,5 1,27 dJ=17)

30 107,3 Hs0a 4,52 sl
How 4,50 sl

I11-1-4- Conclusion

Centaurea resupinata subsp. dufourii est une plante de la famille Asteraceae. Cette
espeéce n'a pas fait 1'objet d'aucune étude phytochimique ou biologique antérieure. L’étude
phytochimique de I’extrait Acétate d’éthyle des parties aériennes de Centaurea resupinata
subsp dufourii a abouti a I’isolement de dix métabolites secondaires. La détermination
structurale des produits isolés a été réalisée par les techniques d’analyse spectroscopiques
notamment RMN 1D ('H et 13C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC), spectrométrie de masse,
UV, mesure du pouvoir rotatoire [a]p et par la comparaison avec les données de la
littérature.

Ces métabolites secondaires se répartissent comme suit:

» Six Flavonoides:

= Nicotiflorine
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= Tiliroside
= Apigetrine
= Apigenine
= Chrysoériol
= Chrysine
» Deux phytostérols:
* B-sitostérol
* Daucostérol
» Deux triterpénes :
= Lupéol

= Taraxastérol
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III-2- Investigation chimique de ’espéce Cytisus purgans (L.) Benth

I1I-2-1-Extraction

Les parties aériennes (500 g) de la plante Cytisus purgans (L.) Benth, séchées et broyées
finement, ont subi une triple macération dans un mélange de solvants EtOH-H20 (70:30)
pendant 48 h a température ambiante. La filtration et I’évaporation non a sec ont permis
d’obtenir une phase aqueuse, cette derniére est soumise a une extraction liquide-liquide en
utilisant des solvants a polarité croissante: hexane (3 x 100 ml), acétate d’éthyle (3 x 100
ml) et n-butanol (3 x 100 ml). Les trois phases organiques obtenues sont séchées puis
filtrées et concentrées a sec, conduisant a 2,7 g d’extrait hexanique (CPHE), 6,5 g
d’extrait acétate d’éthyle (CPAC) et 11,3 g d’extrait butanolique (CPBU). Le schéma ci-

dessous rassemble les différentes étapes de I’extraction (Figure I11-50).

Cytisus purgans (L.)

Benth poudre (500 g)
- Maceration dans (EtOH /H20:70/30)(3x5 L) 48h

- Filtration

* - Concentration non a sec (T= 40 °C)

Extrait aqueux 1 (500 ml)

CPHE 27 g | Extraction par hexane (3x<100 ml)

\ 4

Extrait aqueux 2

| cracese Extraction par I'AcOEt (3x100 ml)

Extrait aqueux 3

I CPBU 11.3g < Extraction par n- Butanol (3x100 ml)

h 4

Extrait aqueux 4

Figure 111-50: Schéma d’extraction de la plante Cyfisus purgans (L.) Benth
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I11-2-2- Séparation et purification de I’extrait acétate d’éthyle

L’examen des chromatographies sur couches minces CCM des trois extraits obtenus dans
différents systémes d’¢lution indique une présence intéressante des métabolites secondaires des

deux extraits acétate d’éthyle et butanolique.

Le fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle (6,0g) a été réalis€é par une
chromatographie sur colonne de gel de silice en phase normale. L'élution est effectuée par
le mélange de solvants suivants : Hexane-AcOEt 100-0 & 0-100 puis AcOEt-MeOH 100-0
a 0-100. Les CCM des fractions collectées sont visualisées sous la lumiere UV et révélées
a I’acide sulfurique et chauffage. Ce fractionnement, nous a permis d’obtenir 8 fractions
majoritaires. L’utilisation de différentes méthodes chromatographiques a mené a I’isolement

de 7 composés pur (Figure II-51).

6 g de I’extrait acétate d’éthyle

J

CC SiOp
Systéme d'élution : Hexane/EtOAc (100-0 a 0-100)
EtOAc/MeOH (100-0 a 0-100)

v v v v v v

F2 F3 F4 F5 F6 F7
203,5 mg 345,7 mg 567.2 mg 345.1 mg 212 mg 789.4 mg
CC $10; | CC polyamide CC $10, CC Si0; Précipitation CC polyamide
CP5(3,4mg) | | F3.3(64,9mg) F4.2(83,6mg) | | F5.4(90mg) CP7(7,9mg) CP6(6,1mg)
CCE RP18 '
CC S10, Précipitation

CP4 (42mg)| CP3 (4,7mg)| CP1(3,lmg) | CP2(4,3mg)

Figure I11-51: Schéma de purification de I’extrait AcOEt de I’espéce Cytisus purgans

II1-2-3-Détermination structurale des produits obtenus

Les méthodes d’analyse spectroscopiques : RMN 1D ('H, '3C), RMN 2D (COSY H-
H, HSQC, HMBC), la spectrométrie de masse ESI-MS, la mesure du pouvoir rotatoire, ainsi
que la comparaison avec les données de la littérature, ont été utilisés pour la détermination

structurale des différents produits isolés.
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II1-2-3-1-Elucidation structurale du produit CP1

4',7-dihydroxyisoflavone

Ce composé¢ est obtenu sous forme d’une poudre blanche soluble dans le méthanol, il
est visible sur CCM a la lumiere UV (254 et 366 nm) et se colore en jaune apres révélation

a I’acide sulfurique et chauffage.

Le spectre de masse ESI" (Figure I11-52) de composé CP1 indique la présence de deux
pics d’ions pseudomoléculaires a m/z = 255 [M+H] " et m/z = 531 [2M+Na] " correspondant a

une masse moléculaire de 254 uma et une formule brute en C;sH0Os4.

Intens.

x4 +MS, 0.1-0.2min #(10-12)

175]‘.02

MeH]
2507
|

057

14407 35&5[3
MNa
H LL | o 13

200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

Figure I11-52 : Spectre de masse ESI* du produit CP1

Le spectre RMN 'H (Figure I1I-53) du composé CP1 montre huit protons dans la région

des champs faibles. On identifie :

132



Investigation chimique

* Deux signaux d’intégration 2H chacun résonant a 6,85 (d, /= 8.4 Hz) et 7,35 (d, /= 8,4 Hz),
attribuables respectivement aux protons H-3', H-5' et H-2', H-6' du cycle B substitué en position

para.

* Trois signaux résonant a oy 8,04 (1H, d, /= 8,4 Hz), 6,91 (1H, dd, /=2 ; 8,4 Hz) et 6,82 (1H,
d, J =2 Hz), correspondant respectivement aux protons H-5, H-6 et H-8 du cycle A substitué

en C-7.

 Un proton sous forme de singulet résonant a ou 8,14, relatif au proton H-2 d’une isoflavone.

Figure I11-53: Spectre RMN 'H  du produit CP1

L’analyse du spectre COSY (Figure I1I-54) montre des taches de corrélation entre les
protons aromatiques H-5/H-6/H-8 et H-2'/H-3', H-6'/H-5' confirmant la présence des systémes
ABX et A>X> pour les cycles A et B respectivement.
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H3'/HS'
HGHS

H2,HS H2'/He'
- |

p9-40-160314.11.ser

% 6ms
0 H2/H3', H6'/H5'

¢ HS/H6

T
! 7.5 7.0
2 (ppm)

Figure I11-54: Spectre COSY du produit CP1

L’attribution des déplacements chimiques des carbones du composé CP1 est assignée par
’analyse combinée des spectres RMN '*C (Figure 111-55), HSQC (Figure III-56) et
HMBC (Figure I1I-57).

L’examen du spectre RMN '*C (Figure I1I-55) présente 13 signaux relatifs a 15 carbones.

9-22-160334.11.Aid
g

T T T T T T T T
0 180 170 160 150 140 130 110

100
f1 (ppm)

Figure I11-55: Spectre RMN *C du produit CP1
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Les carbones qui portent les protons identifiés précédemment sont localisés sur le spectre

HSQC (Figure I11-56) par les corrélations :

* H-3'/H-5' (6u 6,85) / C-3',C-5' (&c 115).

* H-2'/H-6' (6u 7,35) / C-2',C-6' (&¢ 130,1).

* H-5 (6u 8,04) / C-5 (8¢ 127,2).

* H-6 (61 6,91) / C-6 (6c 115,3).

* H-8 (61 6,82) / C-8 (6c 102,1).

« H-2 (6u 8,14) / C-2 (3¢ 153).

3VHS!
Ho juH8

po-40-160314.12.ser

Qus/cs

He/ce 00 Qa3vca
¢ YHs/Cs

G H2/C2,

T
7.5 74 7.3
2 (ppm)

Figure I11-56: Spectre HSQC du produit CP1

La nature isoflavonique du produit CP1 est bien confirmée par le déplacement chimique
du carbone C-2 a dc 153, ainsi que la présence des taches de corrélations en HMBC (Figure I1I-
57) entre le proton H-2 et un carbone quaternaire oxygéné résonant a dc 158,3 correspond au
carbone C-9. Ce carbone correle également avec les protons aromatiques H-5 (8,04 ,1H, d, J =

8,4 Hz) et H-8 (6,82 ,1H, d, J = 2 Hz).
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En plus, ce spectre HMBC indique des corrélations entre le proton H-2 et les carbones
quaternaires C-4 a ¢ 175,9, C-1'a dc 123,1 et C-3 a ¢ 123,5. Ce dernier carbone corréle avec

les deux protons H-2' et H-6' a 6u 7,35. D’autres corrélations sont observés entre :

= Le carbone C-1'et les protons H-3' et H-5' a o 6,85.
= Le proton H-5 a oun 8,04 avec deux carbones C-4 a oc 175,9 et un autre carbone

quaternaire oxygéné a oc 163,2, attribué au carbone C-7.

H2 pgs V6 3HS'
" Hi’ /H6 s IAl‘ HS

p9-40-160314.13.ser
H6/C1000 \WH8/CE

H3',H5'/C1" if}

{23 H2',H6'/C3 §

H2'/C6' H6'/C2' ()

b1l 4 ¥
¥4 H5/Co H2'He6'/C4' (D

o) H5/C7

i) H5/C4

Figure 111-57: Spectre HMBC du produit CP1

A la lumiére de ces données spectrales et la comparaison avec les données de la littérature,
le composé CPl est identifi¢é comme étant: 4',7-dihydroxyisoflavone appelé également
Daidzeine. Ce métabolite présente des propriétés pharmacologiques antimicrobiennes,
anticancéreuses [S0] et anti-oxydantes [S1]. Il a été trouvé antérieurement dans les especes du
genre Cytisus telles que : C. battundieri Maire, C. welwitschii, C. commututus (Willk.) Briq, C.
proliferus L [52].

Les déplacements chimiques des protons et carbones du composé CP1 sont réunis dans

le tableau suivant :
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Tableau I11-15 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN BC (125
MHz) du produit CP1 dans le CD30OD.

position on (ppm) Multiplicité, J(Hz)
2 153,0 8,14 s
3 123,5 / /
4 175,9 / /
5 127,2 8,04 d(J=84)
6 1153 6,91 dd (J=2-8,4)
7 163,2 / /
8 102,1 6,82 d(J=2)
9 158,3 / /
10 116,4 / /
1 123,1 / /
2' 130,1 7,35 d(/=84)
3' 115,0 6,85 d(/=84)
4 157,3 / /
5' 115,0 6,85 d(/=84)
6' 130,1 7,35 d(/=84)
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II1-2-3-2-Elucidation structurale du produit CP2

4', 5, 7-trihydroxyisoflavone

Le composé CP2 est purifié¢ sous forme poudre jaune soluble dans le méthanol. Il est
visible a I’UV, sa couleur jaune obtenue apres analyse CCM et révélation par une solution

d’acide sulfurique et chauffage plaide pour un composé a structure flavonoidique.

Le spectre de masse ESI” (Figures I1I-58) du composé CP2 donne deux pics d’ions
pseudomoléculaires & m/z = 271 [M+H]" et m/z = 541 [2M+H]" suggérant une masse

moléculaire de 270 uma correspondant une formule brute en C5H10Os.

Figure 111-58: Spectre de masse ESI" du produit CP2

Le profil du spectre RMN 'H (Figures I1I-59) de ce composé est proche de celui du
composé CP1 identifi¢ précédemment, la seule différence entre ces deux composés est

I’absence du signal du proton H-5 a 6u 8,04. On observe sur ce spectre :
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» Un signal sortant a du 7,84 (1H, s) caractéristique du proton en position 2 du noyau isoflavone.

* Deux signaux repérés a ou 6,82 (2H, d, J/=8,5 HZ) et 7,32 (2H, d, J=8,5 HZ) correspondant
aux protons H-3'/H-5' et H-2'/H-6' respectivement.

* Deux signaux résonant a oy 6,37 (1H, d, /=2 HZ) et 6,41 (1H, d, /=2 HZ) attribuables aux

protons H-6 et H-8 respectivement.

H2'/H6' | H3'/HS'

Figure 111-59: Spectre RMN 'H du produit CP2

Les corrélations de ces protons sur le spectre HSQC (Figures III-60) ont permis de
visualiser les déplacements chimiques de leurs carbones a d¢ 152,9 (C-2), 98,3 (C-6) ; 93,1 (C-
8); 114,9 (C-3', C-5"); 130,3 (C-2', C-6").
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=
=

I

l

.
H-Z/q -2

Figure I11-60: Spectre HSQC du produit CP2

L’analyse du spectre COSY (Figure II1-61) permet d’observer les corrélations entre les
protons aromatiques : H-6/H-8 du cycle A et H-2'/H-3', H-6'/H-5' du cycle B.

La multiplicité du proton H-6 (d, J = 2 Hz), ainsi que le déplacement du carbone C-5 a dc
162,6 indiquent la substitution du proton H-5 par un groupement hydroxyle. Ceci est bien
confirmé par 1’absence du couplage H-5/H-6 sur le spectre COSY (Figure III-61).

H2'/He' H3I'/HS'
i s ,““lJ.”"

Figure III-61 : Spectre COSY H-H du produit CP2
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Le spectre RMN!'3C (Figure I111-62) montre 13 signaux relatifs aux 15 atomes de carbones,
avec des déplacements chimiques similaire au carbones du compose CP1 sauf pour le carbone

C-5 oxygéné dans le composé CP2.

—104213

. 188,087
— 150915
——152078

— 162580

Figure I11-62 : spectre RMN '*C du produit CP2

L’expérience HMBC (Figure I11-63) permet de visualiser les corrélations suivantes entre:

-Le carbone aromatique quaternaire résonant a 121,2 ppm et les protons H-3'/ H-5' et H-2

localises a 6,82 et 7,84 ppm, ce carbone ne peut étre que C-1'.

-Le carbone quaternaire sortant a 6c 123,2 et les protons H-2 et H-2'/ H-6' repérés a 7,32 ppm,

ce carbone est attribué au C-3.
-Le carbone quaternaire oxygéné C-9 détecté a 158,1 ppm et le proton H-2.

-Le carbone quaternaire C-4’sortant a 156,9 ppm et les protons aromatiques du cycle B : H3'/

H5' et H2'/H6'.
-Le carbone aromatique oxygéné C-7sortant a 164,2 ppm et le proton H-8.

On outre, des corrélations sont observées sur le spectre HMBC entre le proton

aromatique H-6 a on 6,37 et les carbones C-8 (6c 93,1), C-10 (d¢ 104,2) et C-5 (6c 162,6).
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Figure I11-63 : spectre HMBC du produit CP2

L’ensemble de ces données spectroscopiques ainsi que la comparaison avec les données
bibliographiques permettent d’identifier le composé CP2 au 4',5,7 trihydroxyisoflavone, connu

sous le nom de Génistéine.
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Ce composé a ¢té purifié¢ de plusieurs especes du genre Cytisus telles que : C. villosus
Pourr [53], C. scoparius [54], C. battundieri Maire, C. welwitschii, C. commututus (Willk.)
Briq, C. proliferus L, C. eriocarpus R. Br [52]. Plusieurs études biologiques ont révélé que la
Génistéine possede des activités anticancéreuse, anti-oxydante, antimicrobienne [S5] et anti-

inflammatoire [56].

Les valeurs de déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont
représentées dans le tableau I1I-16.

Tableau III-16: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C (125
MHz) du produit CP2 dans CD3OD.

ou (ppm) Multiplicité, J(Hz)

2 152,9 7,84 s

3 123,2 / /

4 180,1 / /

5 162,6 / /

6 98,3 6,37 d (J=2)
7 164,2 / /

8 93,1 6,41 d (J=2)
9 158,1 / /

10 104,2 / /

1 121,2 / /

2' 130,3 7,32 d (J=8.5)
3 114,9 6,82 d (J=8.5)
4' 156,9 / /

5 114,9 6,82 d (J=8.5)
6' 130,3 7,32 d (J=8.5)
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II1-2-3-3-Elucidation structurale du produit CP3

7, 4' dihydroxy-5-méthoxyisoflavone

Le composé CP3 est obtenu sous forme d’une poudre blanche visible sous ’UV. 1l se

colore en jaune apres révélation a 1’acide sulfurique et chauffage a 100°C.

Le spectre de masse établit en ESI™ (Figure III-64) présente deux pics d’ions
pseudomoléculaires 4 m/z 285 identifiable a [M+H] * et a m/z 591 identifiable a [2M+Na] ¥, en

accord avec une masse moléculaire de 284 uma et une formule brute Ci;6H120s.

——
Intens. | +MS, 0.0-0. Tmin #(3-4

no‘: |\|.||;‘
28507

[2M+Na]
591.13

Ll ),

Figure 111-64: Spectre de masse ESI" du produit CP3

Les spectres RMN 'H (Figure 111-65), RMN 3C (Figure 11I-66) HMBC (Figure I11-68) du
compos¢ CP3 présentent une grande ressemblance avec ceux du produit CP2. L’unique
différence entre ces deux composés est la présence d’un groupement méthoxyle a ou 3,90 (s,
3H)/ oc 55,9 Ce dernier est bien confirmé par la différence de 14 uma entre les masses

moléculaires des composes CP2 et CP3.
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L’examen du spectre RMN'H permet de visualiser les signaux du squelette génistéine

suivants :

* Un signal sous forme de singulet d’intégration 1H détecté a du 7,96 caractéristique
du proton H-2 d’une isoflavone.

= Deux signaux sous forme de doublets d’intégration 2H chacun localisés a on = 6.84 et
7.35 ppm (J = 8,8 Hz) correspondant aux protons H-3', H-5' et H-2', H-6'
respectivement.

= Un singulet repéré a ou = 6,43 ppm d’intégration 2H attribuable aux protons H-6 et H8

suggérant la disubstitution du noyau A.

H2'/H6' H3'/HS'

Figure 111-65: Spectre RMN 'H  du produit CP3

L’étude combinée des spectres RMN *C (Figure 111-66) et HSQC (Figure 111-67) permet

d’attribuer tous les signaux des carbones du composé CP3 correspondant a :

C-2a6c151,1;C-3adc125,5;C-440c174,9;C-5a06c 161.6;C-62a6c 96,2 ;C-7adc 162,9
; C-82 8¢ 94,8 ; C-9adc160,1;C-10a6c 107,8; C-1"a 6c 123,1 ; C-2'/C-6"a 6c 130,2 ; C-
3'/C-5"adc 114,6 ; C-4'a 6c 157,1 et OCH3 a 6c 55,9.
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Figure II1I-67 : spectre HSQC du produit CP3

L’analyse du spectre HMBC (Figure I11-68) permet de visualiser les corrélations au niveau
des noyaux A, B et C. Une tache de corrélation observée sur ce spectre entre les protons OCHj3
a du 3,90 et le carbone C-5 a oc 161,6 indique que ce groupement est localisé en position C-

5.
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HS

H2 p2H6 3 /mste

p9-51-190116.14.ser

Figure 111-68: Spectre HMBC du produit CP3

Toutes ces analyses spectrales ainsi que la comparaison avec les données de la
littérature [S7, 58] permettent de déterminer le composé CP3 comme: 7, 4' dihydroxy-5-

méthoxyisoflavone connu sous le nom Isoprunétine.

Ce composé est isolé antérieurement des especes de la famille Fabaceae : Genista
tricuspidata |59], Genista aspalathoides |55], Genista microcephala [60), Phaseolus coccineus

[61]. 11 est détecté pour la premicre fois dans le genre Cytisus.

Tous les déplacements chimiques des protons et des carbones sont rassemblés dans le

tableau suivant :
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Tableau I11-17: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C (125
MHz) du produit CP3 dans CD3:OD.

position
3 125,5 / /
4 174,9 / /
5 161,6 / /
6 96,2 6,43 s
7 162,9 / /
8 94.8 6,43 S
9 160,1 / /
10 107,8 / /
r 123,1 / /
2’ 130,2 7,35 d (J=8,8)
3 114,6 6,84 d (J=8,8)
4 157,1 / /
5 114,6 6,84 d (J=8,8)
6’ 130,2 7,35 d (J=8,8)
OCH3 55,9 3,90 S
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II1-2-3-4-Elucidation structurale du produit CP4

5,7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone

Ce composé est nommeé 5,7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone. Il est purifié¢ sous forme des
aiguilles incolores visible en UV a 254 et 366 nm, se colore en jaune aprés pulvérisation de sa

CCM par l’acide sulfurique et chauffage.

La comparaison des spectres RMN 'H des deux composés CP3 et CP4 (Figure I11-65 et

I11-69) apparaissent totalement identiques par la présence de :

-Un singulet déblindé d’intégration 1H a 6u 7,98 attribuable a H-2, caractérisant la structure

1soflavone.

-Un singulet a du 6,42 ppm d’intégration 2H correspondant aux protons aromatiques H-6 et H-

8 du cycle A substitué en positions 5 et 7.

-Deux doublets d’intégration 2H a du 6,82 (J = 8,8 Hz) et ou 7,33 (J = 8,8 Hz) attribuables aux
protons H-3', H-5" et H-2', H-6' respectivement indiquant que le cycle B est substitu¢ en position

4.

- Un signal sortant a ou 3,88 sous forme de singulet d’intégration 3H attribuable a un

groupement méthoxyle.
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Figure I11-69: Spectre RMN 'H du produit CP4

L’analyse du spectre HMBC (Figure III-70) permet de localiser le branchement du
groupement méthoxyle sur I’isoflavone par la présence d’une tache de corrélation entre ce
groupement a ou 3,88 et le carbone quaternaire C-4' a dc 161,1. Ce dernier couple également
avec les protons H3', H5' et H2', H6'.

H2 “2./[[6.[]3-/1[_:.11‘6/1]8

p9-27-190117.14.ser

1172/(:9‘- /" 1-3'.H-5'/C-4"
H-2'H-6'/C-4 Hercls
'H-6,H-8/(‘-7

pa-2/c4 VH-8/C-4

Figure I11-70: Spectre HMBC du produit CP4
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L’analyse similitude des spectres HSQC et HMBC permet de localiser les déplacements

chimiques de tous les carbones du composé CP4 (Figure III-71).

p9-27-190R7.110id = §
2 W

(_I‘,B'/CS'

T T
10 100
f1({ppm)

Figure 111-71 : spectre RMN '3C du produit CP4

Les données spectroscopiques illustrées dans le tableau III-19 et la comparaison avec
celles de la littérature [62] nous conduit a déterminer le composé CP4 la structure suivante:

5,7-dihydroxy-4'-méthoxyisoflavone ou Biochanine A.

Ce composé a été isolé précédemment des espéces de la famille Fabaceae : Dalbergia
olivari [63], Dalbergia boehmii Taub [64], Genista tinctoria |65], Genista tridentata L [66].

La Biochanine A est cité pour la premiere fois dans le genre Cytisus. Ce produit est connu pour
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des activités biologiques : anti-inflammatoire [67], antibactérienne [68], anticancéreuse et anti-
oxydante [69].

Tous les déplacements chimiques des protons et des carbones sont rassemblés dans le

tableau suivant :

Tableau III-18 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C (125
MHz) du produit CP4 dans le CD3OD.

position
2 155,0 7,98 s
3 123,9 / /
4 180,3 / /
5 164,0 / /
6 100,1 6,42 ]
7 165,6 / /
8 94,7 6,42 ]
9 159,7 / /
10 105,8 / /
r 122,9 / /
2 131,1 7,33 d (J=8,8)
3 115,2 6,82 d (J=8,8)
¢ 161,1 / /
5 115,2 6,82 d (J=8,8)
6’ 131,1 7,33 d (J=8.8)
OCH3 55,9 3,88 s
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II1-2-3-5-Elucidation structurale du produit CP5

Chrysine

Les données spectrales du composé CP5 RMN 'H et RMN !*C sont totalement identiques
avec celles du composé CR6 (Chrysine) purifi¢ de la premiére plante. Ce métabolite a été
détecté antérieurement dans plusieurs espeéces du genre Cytisus telles que : C. triflorus 1’Her

[70], C. multiflorus [71], C. villosus Pourr [72].

II1-2-3-6-Elucidation structurale du produit CP6

5,7, 3', 4'-tétrahydroxyflavonol

Le composé CP6 a été purifié sous forme d’une poudre jaune. Il est visible a la
lumicere UV a 254 et 366 nm, Sa CCM se colore en jaune apres révélation d’une solution

acide et chauffage.
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Le spectre de masse ESI-MS en mode positif (Figure I1I-72) de ce produit exhibe un pic
d’ion pseudomoléculaire a m/z = 325 [M+Na]", correspondant a une masse moléculaire de 302

uma et une formule brute en Ci1sH;00O7.

Figure II1-72: Spectre de masse ESI-MS du produit CP6

Le spectre RMN 'H enregistré dans le méthanol (Figure III-73) montre la nature
flavonoidique du composé CP6, il présente deux signaux a ou 6,19 (d, J= 2,1 Hz) et 6,36 (d, J
= 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons aromatiques H-6 et H-8 du cycle A substitué

en positions C-5 et C-7.

Ce spectre permet d’observer également trois signaux a ou 6,90 (d, J = 8,4 Hz), 7,59 (dd,
J=28,4;2,1 Hz) et 7,64 (d, J = 2,1 Hz) attribués respectivement aux protons H-5', H-6' et H-2"

suggérant la présence d’un cycle B trisubstitué en positions C-1', C-3', C-4'.
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Figure I11-73 : spectre RMN 'H du produit CP6

Le spectre RMN'3C (Figure 11I-74) montre 15 atomes de carbone répartis en:
-Dix carbones quaternaires résonants a oc 161,4 (C-5), 166,1 (C-7), 158,7 (C-9), 103,8 (C-10),
176,9 (C-4), 136,5 (C-3), 148,1 (C-2), 123,2 (C-1"), 146,6 (C-3"), 150,0 (C-4".
-Cinqg CH aromatiques résonants a 6c 100,0 (C-6), 94,9 (C-8), 116,6 (C-2"), 117,2 (C-5"), 121,1
(C-6").

Figure I11-74 : spectre RMN *C du produit CP6
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La comparaison des données spectrales dans le tableau I11-19 avec celles de la littérature
nous permettent déterminer le composé CP6 comme étant 5,7,3',4'-tétrahydroxyflavonol,
connue sous le nom Quercétine. Il a été isolé antérieurement des especes du genre Cytisus : C.
scoparius 73], C. albus [74]. La quercetine posséde des activités anti-oxydante et anti-

inflammatoire [75], antimicrobienne, antiviral et anticancéreuse [76].

Tableau III-19 : Déplacements chimiques en RMN 'H (300 MHz) et RMN 3C (75
MHz) du produit CP6 dans le CD30OD.

position dc (ppm) ou (ppm) Multiplicité, J(Hz)

2 148,1 / /

3 136,5 / /

4 176,9 / /

5 161,4 / /

6 100,0 6,19 d (J=2,1)

7 166,1 / /

8 94,9 6,36 d (J=2,1)

9 158,7 / /

10 103,8 / /

1 123,2 / /

2' 116,6 7,64 d (1=2,1)

3 146,6 / /

4 150,0 / /

5 117,2 6,90 d (J=8.4)

6' 121,1 7,59 dd (J/=8,4-2,1)
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II1-2-3-7-Elucidation structurale du produit CP7

s TETETNIYR)

Daucostérol

HO
0
H
%\%@
OH

Le composé CP7 a été identifié au Daucostérol par la comparaison avec 1’analyse des
spectres ESI*, RMN 'H, RMN !*C du composé CRS identifi¢ précédemment. Il a été purifié
des plusieurs especes de la famille Fabaceae telles que : Machaerium brasiliense vogel [77],
Baphia leptobotrys Harms [78], Rubus parvifolius [79], Astragalus ernestii [80]. Le

Daucostérol est identifié pour la premiere fois dans le genre Cytisus.
II1-2-4-Conclusion

Ce travail décrit 1’étude phytochimique de 1’espeéce Cytisus purgans (L.) Benth qui
appartient a la famille Fabaceae. Elle est utilisée en médecine traditionnelle comme

cardiotonique, diurétique et purgative.

Cette ¢tude est réalisée sur 1’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes conduisant a
I’isolement et 1’identification de sept composés grace aux techniques chromatographiques (CC,
CCE) et méthodes d’analyse spectroscopiques (RMN 'H, RMN 3C, HSQC, HMBC, COSY

H-H, ESI-MS) en plus la comparaison avec les données de la littérature.
Les composés isolés sont constitués de :

% Quatre isoflavones : Daidzeine, Génistéine, Isoprunetine, Biochanine A.
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Daidzeine Génistéine

OCH, O OH O

Isoprunetine Biochanine A

¢+ Un flavone : Chrysine, Un flavonol : Quercétine.

Chrysine Quercétine

¢ Un phytostérol : Daucostérol.
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Activités biologiques

IV-1-Activité anti-oxydante
IV-1-1-Stress oxydatif

Les molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou especes réactives de 1’oxygene
(ERO) sont produites quotidiennement dans 1’organisme et sont constamment contrdlées
par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque I’équilibre est rompu en faveur des
radicaux libres (Figure IV-1) a cause d’ une surproduction de ces molécules réactives ou

une insuffisance des mécanismes antioxydants [1, 2].

Antioxvdant

Pro-oxvdants

Figure I1V-1 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants

IV-1-2-Conséquence du Stress oxydatif

En réagissant avec des composants cellulaires importants (ADN, lipides et protéines), les
radicaux libres peuvent étre a I’origine de maints dommages sur tout 1’organisme humain et
accélerent ainsi le vieillissement (maladies cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer,
diabéte) et la dégradation des cellules et des tissus [3, 4, 5].

IV-1-3-Anti-oxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de

substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de
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petites molécules hydro-ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la
présence d’antioxydants dans tous les compartiments de [’organisme, qu’ils soient

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires [6].
IV-1-3-1-Antioxydants enzymatiques

Trois types d’enzymes antioxydants sont mis en ceuvre pour la destruction des especes

réactives de ’oxygene [7] :

** Les super-oxydes dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene [8, 9].

+¢ La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau permettant
I’élimination de celui-ci [10, 11].

+* La glutathion peroxydase (GPO) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogéne en

utilisant le glutathion comme donneur d’hydrogene [12].
IV-1-3-2-Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs.

Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire, on peut citer les plus connus

et les plus importants ci-dessous :

« Acide ascorbique (vitamine C).

7
L X4

Tocophérols (dont la vitamine E).

«» Caroténoides.

L)

% Les polyphénols.
IV-1-3-3-Conditions d’utilisation des antioxydants:

II est habituel de dire qu'un bon antioxydant est un bon « capteur » de radicaux libres,
néanmoins leur utilisation en alimentation doit répondre a quelques exigences, citons entre

autres :

¢+ Solubilité dans les graisses.
% Efficacité a faible dose.
¢ Non toxicité.

<+ N’entraines ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable.
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+» Résistants aux processus technologiques.

% Stabilité dans le produit fini [13, 14].
IV-2-Activité antimicrobienne

IV-2-1-Introduction

Les microbes sont des étres vivants rencontrés dans des environnements trés divers y
compris le corps humain sur la peau, dans la bouche, les intestins et sur les diverses muqueuses.
IIs contribuent, au développement du systéme immunitaire du corps a la digestion des fibres a
I’apport en vitamines B et K. Par conséquent, les microbes concourent a la santé et au bien-
étre de leurs hotes humains [15]. Toutefois ils peuvent €tre pathogenes et a 1’origine de plusieurs

maladies infectieuses périlleuses nécessitant des médicaments pour les éradiquer.

L’évolution rapide des bactéries pathogeénes vers la multi résistance aux antibiotiques
constitue une des motivations essentielles a la recherche de nouvelles molécules
antimicrobiennes. De nombreux travaux antérieurs étaient focalisés sur la mise en évidence
de pouvoir anti —microbien de plantes médicinales, et une fois 1’efficacité contre les micro-
organismes pathogeénes a été prouvée ces végétaux, trouveront des applications pratiques dans

divers domaines.

Au cours des recherches antérieures sur D’activité antimicrobienne des extraits de
plantes, on constate que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mais
aussi contre les champignons, les levures et les virus [16]. Certaines études ont été élaborées
dans le sens de I’isolement et I’identification des substances responsables de 1’activité
antimicrobienne des extraits de plantes afin qu’elles soient effectivement exploitées dans
différents domaines a savoir I’industrie pharmaceutique, la médecine alternative, I’industrie

alimentaire [17].

A cet effet, nous nous sommes engagés a étudier I’effet antimicrobien des extraits
acétate d’éthyle et butanolique de la plante Centaurea resupinata subsp. dufourii (dostal)
greuter et de le comparer au potentiel antimicrobien d’especes déja étudiées tout en vérifiant

si la variabilit¢ de la composition chimique influence 1’activité antimicrobienne.
L’essai de I’activité antimicrobienne s’est déroulé comme suit :

-Etude du comportement des bactéries et levures isolées vis-a-vis des antibiotiques.
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- Mise en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique des deux extraits.
- Evaluation de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits en déterminant les

diamétres de la zone d’inhibition.
IV-2-2-Pactivité antibactérienne
IV-2-2-1-Types de bactéries
Les bactéries peuvent étre divisées en deux groupes a Gram positif et Gram négatif.

> Bactéries a Gram positif (BGP) : le peptidoglycane est la partie la plus externe de la
bactérie. Il est plus épais que chez les bactéries a Gram négatif et entoure la membrane
cytoplasmique de la bactérie.

> Bactéries a Gram négatif (BGN) : la paroi bactérienne contient un élément
supplémentaire, la membrane externe, laquelle entoure le peptidoglycane qui est plus

fin que chez les bactéries a Gram positif.

W8 Lipide A
}’ Capsule \{ W ? Polysaccharide
il “'. l}"j‘ :‘mm Acide teichoique :
JHHH polyoside de glycérol
—_—  ————— ou de ribitol
Peptidoglycane —_—
e e A Peslidagtycme
Espace e ———— ey i
pénplasmique — — {1H Phospholipides
Membrane
PLP : enzymes impliquées
plasmique dans la synthése du
peptidoglycane (ranspeptidases
el carboxypepldases)
. " X s ﬂ E Porine
Bactérie a Gram négatif Bactérie a Gram positif

Figure IV-2: Structure de la paroi bactérienne des bactéries Gram positif et Gram

négatif [18]

En général, les bactéries Gram - sont plus résistantes que les Gram + grace a la
structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram - est plus
riche en lipo-polysaccharides et en protéines que ceux de Gram+ qui la rend plus
hydrophile, ce qui empéche les terpénes hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains

composés phénoliques de bas poids moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent
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adhérer a ces bactéries par fixation aux protéines et aux lipopolysaccharides membranaires
graice a leurs groupes fonctionnels et atteindre ainsi la membrane intérieure plus

vulnérable [18].
IV-2-2-2-Caracteres généraux sur les souches étudiées

Les souches pathogenes utilisées sont celles qui causent les maladies courantes (infections

urinaires, génitales, broncho-pulmonaires, cutanées, intestinales, rhumatisme articulaire,

angines....)

Tableau I'V-1 : les souches bactériennes testées et les pathologies qu’elles induisent

Souches Pathologie

Souche gram+

Staphylococcus aureus Infections cutanées, endocardite, ostéomy¢élite, pneumonie

Souche gram-

Escherichia coli infections urinaires, biliaires, intestinales et génitales
Pseudomonas aeruginosa Différentes infections hospitaliéres ou nosocomiales
Klebsiella pneumoniae maladies septicémiques ou pyohémiques (méningites, abces

du poumon, pyuries) et infections urinaires
Proteus mirabilis Infections urinaires et différentes infections des plaies
chirurgicales, des abces de peau et des tissus

Serratia marcescens nombreuses infections nosocomiales

IV-2-3-I’activité antifongique

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires pouvant entrainer de

séveres infections [19].

Les Candida sont des levures endogenes ou exogenes [20] ubiquitaires: on les retrouve
comme agent commensal de la peau, du tractus digestif et urinaire. Il existe plus de 200 espéces

de candida dont, seules 10% sont connues pour étre responsables d’infections chez ’Homme

[21].

Les especes testées au cours de ce travail sont organisées dans le tableau ci-dessous.
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Tableau IV-2 : les souches fongiques testées et les pathologies qu’elles induisent

Souches Pathologie
Candida albicans Candidose cutnéomuqueuse
Candida parapsilosis infections cutanées et profondes

formation des biofilms sur les dispositifs implantables

IV-2-4-Les Composés antimicrobiens

Un antibiotique est un compos¢ chimique dérivé ou produit par des organismes
vivants, capable a de faibles concentrations d’inhiber la croissance microbienne [22]. Cette
définition est limitée a des antibiotiques produits par des micro-organismes, mais elle peut
étre étendue pour inclure des substances similaires présentes dans les plantes supérieures.
Les plantes ont de nombreuses facons de générer des composés antimicrobiens pour les
protéger contre les pathogénes [23]. Les tissus externes peuvent étre riches en composés
phénoliques, alcaloides, terpénoides et d'autres composés qui inhibent le développement de

champignons et de bactéries [24].

Dans notre travail, nous avons utilisés comme témoins positive les deux antibiotiques
Gentamicine et Fluconazol pour 1’évaluation des activités antibactérienne et antifongique

respectivement.
+ GENTAMICINE

La gentamicine est un antibiotique polyosidique aminé, il s’agit d’une molécule
cationique, trés hydrosoluble, chimiquement stable. Comme tous les aminosides, elle est
caractérisée par une bactéricidie rapide concentration dépendante avec un effet post-
antibiotique sur les BGN aérobies, les coques a Gram positif (CGP) aérobie et plus
particulierement les staphylocoques. Découverte en 1963, elle est a ce jour ’aminoside le plus

couramment utilisé¢ [25].
+ FLUCONAZOLE

Le fluconazole est un antifongique de synthése, appartenant a la classe des antifongiques
triazolés, caractérisés par la présence de trois atomes d’azotes dans leur cycle azoté pentagonal,

Commercialisé en 1990.
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Le fluconazole est indiqué pour le traitement :
-Des candidoses oropharyngées chez I'enfant immunodéprimé.

-Des candidoses systémiques, incluant les candidoses disséminées et profondes (candidémies,

péritonites), candidoses oesophagiennes et candidoses urinaires.

-Des cryptococcoses neuroméningées ; le traitement d'entretien au cours du sida doit étre

poursuivi indéfiniment [26].
IV-3-partie expérimentale
I1V-3-1-Dosage des polyphénols totaux

La détermination du TPC des extraits (acétate d'éthyle et n-butanol) de la plante
Centaurea resupinata subsp. dufourii a ét¢ effectuée par méthode colorimétrique en utilisant

le réactif Folin-Ciocalteu (FC) (Singleton & Rossi, 1965) [27].

Un volume de 200 pl de chaque extrait a ét¢ mélangé avec le réactif Folin Ciocalteu (2,5
ml, dilué a 1:10 avec de I'eau distillée) et incubé a température ambiante. Aprés 5 min, 800 pl
de solution de carbonate de sodium (Na2COs3) (7,5%) sont ajoutés. La solution finale est bien
mélangée et conservée a 'obscurité pendant 30 minutes dans un bain-marie. L'absorbance est
mesurée a 765 nm contre un blanc, a l'aide d’un spectrophotométre. Les mesures ont été
effectuées en triple et la quantit¢ des polyphénols totaux a été estimée en référence a la
courbe d'étalonnage de l'acide gallique a différentes concentrations. Le taux des polyphénols
totaux est exprimé en milligrammes d'équivalent acide gallique par gramme de matieére séche

(mg EAG / g MS).
IV-3-2-Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides des extraits (AcOEt et n-BuOH) de Centaurea
resupinata subsp. dufourii a été déterminée par dosage colorimétrique (Zhishen et al. 1999)
[28]. En résumé, 2 ml d'AIC;3 (4%) ont été ajoutés a 2 ml de solution méthanolique de
l'extrait, les mélanges ont été¢ incubés pendant une heurea température ambiante ensuite
I'absorbance est directement mesurée sur un spectrophotomeétre a 415 nm. La quercétine a
¢été utilisée pour la réalisation de la courbe d’étalonnage. Et les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent quercétine / g de matiere seche (mgEQ / gMS).
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IV-3-3-Evaluation de ’activité anti-oxydante

Le radical DPPH, un radical stable de couleur violée a été utilisé¢ pour I’appréciation de
I’activité anti oxydante des extraits étudiés. La réduction de ce radical stable (DPPH") (1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl), en présence d’un antioxydant, donneur d’hydrogene (AH) aboutit
a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH-H (1,1-diphényl-2-picrylhydrazine) qui

se colore en jaune.

N02 b

DPPH" (radical libre) DPPH-H (forme réduite)

Figure 1V-3: Mécanisme réactionnel du DPPH avec I’antioxydant [29]

L’absorbance de la solution de (DPPH") est suivi par spectrophotométrie a 515 nm par
rapport a un standard 1’acide ascorbique.
s Protocole
Selon la méthode de (Hatano et al. 1988) [30], en effet une gamme de dilution des extraits
a été préparée, ensuite une solution méthanolique de radical DPPH a été ajoutée a chaque
dilution. Les mélanges ont ét¢ maintenus a 1'obscurité pendant 60 minutes. L'absorbance est
mesurée a 515 nm et le pourcentage de piégeage du radical DPPH est calculé selon

I'équation suivante :

Taux de piégeage des radicaux DPPH (%) = [(Ablanc — Aéchantillon) / Ablanc] x 100
- Ablanc : 1’absorbance du blanc, Aschantlion : 1’absorbance de 1’échantillon.

L’ICs (la concentration d'antioxydant qui élimine 50% des radicaux DPPH) a été estimée
pour tous les extraits ainsi que pour I'antioxydant standard (acide ascorbique). L'étude a été

réalisée en triple a chaque concentration.
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I1V-3-4-Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne in vitro des extraits organiques (extrait d’acétate d’éthyle et
extrait butanolique) préparés a partir des parties aériennes de la plante Centaurea
resupinata subsp. dufourii, a été estimée a l'aide de la méthode de diffusion des disques
décrite par (Kursat et Erecevit 2009) [31]. Cet essai a été réalisé au niveau du laboratoire de

Microbiologie et de biologie végétale université de Mostaganem.

Les souches bactériennes testées au cours de ce travail sont réparties en trois souches de

référence ATCC et trois souches pathogénes organisées dans le tableau suivant :

Tableau I'Y-3 : les souches bactériennes testées pour ’espece C. resupinata

Souches testées :

La souche Gram (+) Les souches Gram (-)
% Staphylococcus aureus ATCC s Escherichia coli ATCC 25922
25923 “* Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853

s Klebsiella pneumoniae
<+ Proteus mirabilis

s Serratia marcescens

IV-3-4-1- Méthode par diffusion sur milieu gélosé (Méthode de disques)

L’Antibiogramme est un examen de laboratoire permettant d’apprécier la sensibilité

d’une bactérie vis-a-vis de divers antibiotiques.

La technique utilisée dans notre travail est la technique NCCLS 2014 (National
Committee for Clinical Laboratory Standards) [15].

a. Milieux de culture

Les milieux de cultures utilisés dans la présente étude sont la gélose nutritive et la
gélose Muller-Hinton pour I’isolement des souches et le test de la sensibilité aux différents

extraits respectivement.
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b. Mode opératoire

++ Revivification des souches

Chaque souche bactérienne conservée a été revivifiée dans Sml de bouillon nutritif puis
incubée a 37°C pendant 18 a 24 heures. La turbidité du bouillon nutritif indique le

développement de souches cultivées.
¢ Rajeunissement des souches

A partir des cultures préparées précédemment, les souches sont repiquées. Pour chaque
souche, une ansée de cette culture est ensemencée en stries sur gélose nutritive puis
incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 h afin d’obtenir des colonies jeunes et bien

isolées.
% Préparation de ’inoculum

Des suspensions bactériennes sont préparées a partir des colonies jeunes (une ou deux
colonies de bactéries) diluées dans 5Sml d’eau physiologique stérile a 0.9% NaCl et

homogénéisées a I’aide d’un vortex pour donner une turbidité équivalente a 0.5 Mac Farland.
+ Ensemencement des milieux

L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de 1’inoculum
[32] a l'aide d'un écouvillon stérile sur les boites contenant de 12 a 15 ml du milieu Muller-
Hinton, en trempant 1’écouvillon dans la suspension bactérienne puis en étalant la surface

enticre de la gélose par des stries sérés de haut en bas a trois reprises [33, 34].
< Préparation et dépot des disques

Des disques stériles de papier Whatman N°3 de 6 mm de diamétre ont été¢ imprégnés de
20ul de chaque extrait (100mg/ml) a I’aide d’une micropipette a cone stérile, sur la gélose
préalablement ensemencée. Les disques imprégnés de 20ul des différents solvants stériles
(solvant d’extraction : acétate d’éthyle el n-butanol), et les disques imprégnés de 20ul de
I’antibiotique (gentamycine) ont été utilisés comme un controle négatif et un contréle positif

respectivement, et ont été déposés dans la méme boite pour assurer les mémes conditions.

Les boites ont été par la suite incubées a 4°C pendant 30 min pour assurer une bonne

diffusion des extraits, puis a 37°C pendant 18 a 24h [31, 32, 35, 36, 37, 38].
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% Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition apparue autour de

chaque disque a I’aide d’un pied a coulisse en mm.
I'V-3-5-Activité antifongique

Etude in vitro de l'activité antifongique des extraits acétate d’éthyle et butanolique
préparés a partir des parties aériennes de la plante Centaurea resupinata subsp. dufourii est
réalisée au niveau du laboratoire de Microbiologie et de biologie végétale université¢ de
Mostaganem. La méthode utilisé c’est la méthode de diffusion des disques [39] sur les souches

suivantes : Candida albicans et Candida parapsilosis.
% Protocole

Le méme protocole de 1’activité antibactérienne a été appliqué avec un milieu spécifique
pour la culture des levures : le milieu Sabouraud, un temps d’incubation plus long : 24h a 48h

a 37°C et le fluconazole comme controle positif.
IV-3-6-Analyse statistique

Les données expérimentales sont représentées par la moyenne + écart type de trois essais.

Les représentations graphiques ont été déterminées par le programme Excel 2010.

IV-4-Resultats et Discussion

1V-4-1-Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits AcOEt et n-BuOH obtenus a partir de
plante Centaurea resupinata subsp. dufourii a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage
de l'acide gallique et la courbe de régression linéaire (Y = 0,0968X, R?=0,9995) (Figure IV-
4). Les résultats sont exprimés en milligrammes d'équivalent acide gallique par gramme de

maticre seche (mg EAG / g MS) (tableau IV-4).
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Figure IV-4: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
totaux (moyenne =+ de trois essais SD)

Tableau I'V-4 : Teneur en polyphénols totaux de la plante Centaurea resupinata

Extrait de la plante C.r AcOEt n-BuOH

Teneur (mg EGA/g d’extrait) 173.3 £4.321 102.227 £ 2.472

IV-4-2-Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits AcOEt et n-BuOH de plante Centaurea
resupinata subsp. dufourii a été évaluée a partir de la droite d’étalonnage de la quercétine
(y =0,0017x - 0,0142, R = 0,9971) (Figure IV-5). Les résultats obtenus sont indiqués dans
le tableau IV-5.
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Figure IV-5: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux
(moyenne * de trois essais SD)

Tableau IV-5 : Teneur en flavonoides de la plante Centaurea resupinata

Extrait de la plante C.r AcOEt n-BuOH

Teneur (mg EQ/g d’extrait) 44.223 +£3.052 26.531 £ 1.654

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et flavonoides indiquent que 1’extrait
acétate d’¢thyle de la plante Centaurea resupinata subsp. dufourii est plus riche en
polyphénols totaux (173.3 + 4.321 mg EGA/g d’Ex) et en flavonoides (44.223 + 3.052 mg
EQ/g d’Ex), comparativement a I’extrait n-BuOH (102.227 + 2.472 mg EGA/g d’Ex ; 26.531
+ 1.654 mg EQ/g d’Ex).

Ces résultats correlent parfaitement avec 1’étude phytochimique précédente qui a abouti a
I’isolement de plusieurs métabolites flavonoiques. La teneur d'une plante en composés
phénoliques dépend généralement du facteur génétique, des conditions climatiques, les

conditions de stockage et la maturité de la plante a la récolte [40, 41].
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IV-4-3- Evaluation de ’activité anti-oxydante

L’essai de l'activité antiradicalaire de I’espece Centaurea resupinata subsp. dufourii a
révélé que les extraits AcOEt et n-BuOH réagissent positivement au DPPH. Les résultats

obtenus sont représentés dans les figures (IV-6, IV-7, IV-8).
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Figure IV-6: Activité anti-oxydante du standard (acide ascorbique)
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Figure IV-7: Activité anti-oxydante de I’extrait acétate d’éthyle de ’espéce Centaurea

resupinata
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Figure IV-8: Activité anti-oxydante de ’extrait butanolique de I’espéce Cenfaurea
resupinata

On constate que le pourcentage de piégeage du radical DPPH est concentration -dépendant,
en effet I’augmentation des concentrations des extraits implique une augmentation du piégeage

du radical stable.

Les valeurs d’ICso pour les extraits AcOEt , n-BuOH et D’acide ascorbique sont

regroupées dans le tableau suivant :

Tableau IV-6: Activité anti-oxydante des extraits de Centaurea resupinata et antioxydant

standard
Extrait/Standard ICsp (pg/ml)
Acide ascorbique 4.024 + 0.007
AcOEt 36.263 + 0.005
n-BuOH 97.013+0.019

Le pouvoir antioxydant est exprimé en ICso. Plus cette valeur est trés faible, [’activité

est trés élevé [42].
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Les extraits acétate d’éthyle et n-butanolique de I’espéce Centaurea resupinata subsp.

dufourii présentent une activité intéressante avec une ICsp =36.263 + 0.005 pg/ml et ICso =

97.013 £ 0.019 pg/ml respectivement.

IV-4-4-Résultats de Dactivité antimicrobienne de la plante Centaurea

resupinata subsp. dufourii

I1V-4-4-1-Pactivité antibactérienne

Tableau 1V-7: Diamétres des zones d’inhibition de croissance bactérienne des extraits

AcOEt et n-BuOH de I'espéce Centaurea resupinata

Escherichia | Pseudomonas | Klebsiella Staphylococcus Proteus Serratia
coli ATCC aeruginosa prneumoniae | awrens ATCC mirabilis marcescens
25922 ATCC 27853 2592
C+ 17,22+0,530 11,35+0,353 15+0,0 22,47+2,368 26,62+0,884 17,25+0,674
Gentamicine
HH1 10,57+0,247 - - 10,82+0,247 11,140,848 9,02+0,330
HH2 7=1,131 - - 12,17+0.,813 15,65+0,283 8,77+1,058

(-) : pas d’inhibition, HH1

: extrait d’acétate d’éthyle,

Escherichia coli ATCC 25922
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Proteus mirabilis Serratia marcescens

Figure IV-9: Effets actifs des extraits AcOEt et n-BuOH de ’espece Centaurea
resupinata sur la croissance bactérienne

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Klebsiella pneumoniae

Figure IV-10: Effets inactifs des extraits AcOEt et n-BuOH de I’espéce Centaurea

resupinata sur la croissance bactérienne

184

v



1V-4-4-2-Pactivité antifongique

Tableau IV-8 : Diamétre de la zone d’inhibition de la croissance de certaines levures des

Activités biologiques

extraits AcOEt et n-BuOH de L’espéce Centaurea resupinata

ATB/Extraits Candida albicans Candida parapsilosis
Souches
Fluconazole 25,82+0.056 16,35+0.104
(&)
HH1 9,4+1.343 11,55+0.283
HH2 11,82+1.167 7.2+1.131

Candida albicans

Candida parapsilosis

Figure IV-11 : Activité antifongique des extraits AcOEt n-BuOH de L’espéce

Centaurea resupinata
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1V-4-4-3-Discussion

L’observation des antibiogrammes a révélé que les extraits de Centaurea resupinata sont
actifs sur les souches testées mis a part Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Klebsiella
pneumoniae. La mesure des diameétres des zones d’inhibition a permis de constater que
I’extrait butanolique de Centaurea resupinata a manifesté la plus importante activité
antibactérienne contre le Proteus mirabilis avec un diamétre d’inhibition de I’ordre de 15,65 +

0,283 mm, une activité non négligeable en comparaison avec la gentamycine.

Les extraits acétate d'éthyle et n-Butanol a 100 mg/ml se sont avérés actif contre

I’ensemble des souches fongiques testées, nous remarquons que:

v’ L'extrait n-Butanol a inhibé la croissance des souches Candida albicans (11,82 mm)
et Candida parapsilosis (7,2 mm).
v’ L'extrait acétate d'éthyle a inhibé la croissance des souches Candida albicans (9,4mm)

et Candida parapsilosis (11,55 mm).

En somme, une suprématie de 1’extrait AcOEt par rapport a I’extrait butanolique est
claire surtout sur la souche Candida parapsilosis en comparaison avec le fluconazole ou les
diametres des zones d’inhibitions sont treés rapprochés (11,55 mm pour I’extrait acétate d’éthyle

versus 16.35 mm pour le fluconazole).
IV-5- Conclusion

L’¢évaluation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides des deux extraits
AcOEt et n-BuOH des parties aériennes de la plante Centaurea resupinata subsp. dufourii est
réalisée par des méthodes colorimétriques : Folin-Ciocalteu et le trichlorure d'aluminium,
respectivement. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait AcOEt est relativement riche en

polyphénols et en flavonoides par rapport a 1’extrait n-BuOH.

L’étude in vitro de L'activité anti-oxydante des extraits acétate d'éthyle et n-butanol de
C. resupinata subsp. dufourii en utilisant la technique du piégeage du radical libre DPPH a

révélé que l'extrait d'acétate d'éthyle posséde un pouvoir antioxydant intéressant.

L’activité antimicrobienne de Centaurea resupinata a été déterminée sur six souches
bactériennes : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus ATCC

25923 et deux levures : Candida albicans et Candida parapsilosis. Les résultats obtenus,
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prouvent 1’existence d’une activité antimicrobienne importante tangible pour les deux extrais

testés.
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Conclusion générale

Dans le contexte de la valorisation de la flore végétale Algérienne, le présent travail a
mis sous la loupe deux espéces ; Centaurea resupinata subsp. dufourii et Cytisus purgans
L. Benth. appartenant respectivement a la famille des Astéracées et Fabacées. Ces deux

familles d’une notoriété thérapeutique dans la médecine traditionnelle.

L’¢étude phytochimique de D’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de I’espéce
Centaurea resupinata subsp. dufourii a permis d'isoler et d'identifier dix produits naturels

répartis en trois classe de métabolites secondaires :

» Six flavonoides (Nicotiflorine, Tiliroside, Apigetrine, Chrysoériol, Apigenine,
Chrysine).
» Deux phytostérols (B-sitostérol, Daucostérol).

» Deux triterpénes (Lupéol, Taraxastérol).

L’¢tude chimique réalisée sur I’extrait acétate d’éthyle des parties aériennes de I’espéce
Cytisus purgans (L.) Benth a conduit a I’isolement et I’identification de sept métabolites

secondaires :

quatre isoflavones : Daidzeine, Génistéine, Isoprunetine, Biochanine A
un flavone : Chrysine

un flavonol : Quercétine

YV V V VY

un phytostérol : Daucostérol

D’un point de vue chimiotaxonomique, la composition chimique des deux espéces est

en parfait accord avec les plantes des genres Centaurea et Cytisus.

La séparation de tous ces produits a été¢ effectuée a ’aide de différentes techniques de
purification particulierement : la chromatographie sur colonne de gel de polyamide ou de
gel silice normale et chromatographie sur plaques préparatives de silice en phase inverse
RP18.

L’identification  structurale des métabolites isolés a ¢été¢ ¢€lucidée au moyen de
I’utilisation des techniques d’analyses spectroscopiques : UV, RMN 1D et 2D (‘H, *C,
COSY H-H, HSQC et HMBC), spectrométrie de masse (MS), la mesure des pouvoirs

rotatoires et par la comparaison avec les données de la littérature.
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La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits AcOEt et n-BuOH de
I’espeéce Centaurea resupinata subsp. dufourii a ét¢ déterminé par la méthode de Folin-
Ciocalteu et le trichlorure d'aluminium, respectivement.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides indiquent que
I’extrait AcOEt de D’espéce Centaurea resupinata subsp. dufourii est le plus riche en
polyphénols totaux (173.3 = 4.321 mg EAG/g d’Ex) et en flavonoides (44.223 + 3.052 mg
EQ/g d’Ex), puis D’extrait n-BuOH qui présente des teneurs en polyphénols (102.227 =+
2.472 mg EAG/g d’Ex) et en flavonoides (26.531 + 1.654 mg EQ/g d’Ex).

L’¢évaluation in vitro de Dactivité anti-oxydante des extraits de plante Centaurea
resupinata subsp. dufourii a été effectuée par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH, en utilisant l'acide ascorbique comme standard. L'extrait d'acétate d'éthyle a montré
un pouvoir antioxydant significatif par rapport a l'extrait de n-butanol (IC50 = 36.263 +
0.005 pg/ml; IC50 = 97,013 + 0,019 pg/ml), ce qui peut s'expliquer par sa richesse en
flavonoides.

L’activité antibactérienne de Centaurea resupinata subsp a été déterminée vis-a-vis
de six souches avec la gentamicine comme controle positif, et ce par la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Les résultats obtenus révelent que les deux extraits sont actifs
contre les souches : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 2592,
Proteus mirabilis et Serratia marcescens. Tandis que I’extrait n-BuOH posseéde une forte

activité sur la souche Proteus mirabilis.

Les résultats de l'activit¢ antifongique ont montré que les extraits AcOEt et n-BuOH
présentent un pouvoir anti fongique remarquable.
L’activité antimicrobienne intéressante de Centaurea resupinata subsp est

probablement inhérente a sa composition en métabolites secondaires.
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Partie expérimentale 'V

V-1-Matériel et appareillage
V-1-1-Récolte des plantes étudiées

La récolte des deux especes Centaurea resupinata subsp. dufourii et Cytisus
purgans (L.) Benth a été effectuée au mois de Juin dans la région des Aures (Oued-
elmaa) et en Juillet (Echemoule) respectivement. L’identification botanique a été réalisée
par le Professeur Bachir Oudjehih, institut des Sciences Vétérinaires et Agronomiques,
Université Batna-1.

V-1-2-Chimie extractive
V-1-2-1-Chromatographie sur couche mince et Epaisse (CCM et CCE)

La Chromatographie sur couche mince est réalisée sur des plaques de gel de silice
en phase normale (Kieselgel 60 F254) sur feuille d’aluminium (Merck) (20 x 20 cm). La
Chromatographie sur couche Epaisse a été effectuée sur des plaques en verre recouverte de
silice en phase inverse RP-18 F254S, 200 um Merck (20 x 20 cm), la lecture est faite sous
la lampe UV (254 et 366 nm) puis révélées par l'acide sulfurique a 50% et jusqu’a
I’apparition des taches de diverses couleurs.

V-1-2-2-Chromatographie sur colonne ouverte (CC)

La technique CC permet un fractionnement et purification des extraits et des
fractions selon leur polarité. Les phases stationnaires utilisées sont le gel de silice en phase
normale Kieselgel Merck (230-400 Mesh) et le polyamide SC6. Les dimensions de la
colonne ont été choisies en fonction de la quantit¢ d’échantillon a étudier. La quantité de
silice et du polyamide utilisée est généralement 30-40 fois supérieure a la quantité¢ de
I’échantillon. Selon I’analyse par CCM, on sé€pare et rassemble les fractions.
V-1-3-Chimie structurale
V-1-3-1-Spectroscopie de résonnance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire ont été enregistrés sur un appareil de
type BRUKER Avance de I’Institut de Chimie Université de Strasbourg. Les spectres RMN
'H sont enregistrés a 500 et 300 MHz et les spectres RMN '*C sont enregistrés a 125 et 75
MHz, Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCls, CD;OD et
DMSO-ds.

V-1-3-2-Spectroscopie de masse (SM)
Les spectres de masse des produits isolés ont été obtenus en ionisation par électrospray

basse résolution (ESI-MS) en mode positif et solubilisation les échantillons dans le MeOH.
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V-1-3-3-Spectrométrie UV-Visible
Les spectres UV-Vis des composés purifiés ont été enregistrés dans le méthanol en utilisant
des cuves en quartz contenant 2 ml de solution. Le spectrophotométre employé est de type

Jasco V-530, piloté par un logiciel Spectra Manager.

V-1-3-4-Pouvoir rotatoire [a]p

Le pouvoir rotatoire des composés isolés a été déterminé sur un polarimeétre
¢lectronique Perkin-Elmer 241, avec une solution MeOH. La mesure a été effectuée dans
une cuve de 10 cm de longueur et volume de 1ml a température ambiante, la source

lumineuse utilisée est la raie D du sodium (589 nm).

V-2-Etude de I’espéce Centaurea resupinata subsp. dufourii
V-2-1-Extraction

500 g des parties aériennes de la plante Centaurea resupinata subsp. dufourii,
préalablement séché puis broyées ont donné une poudre fine. Elles sont mises en
macération dans un mélange hydroalcoolique éthanol/eau (70/30) pendant 48 heures a
température ambiante (cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant). Apres filtration et concentration, I’extrait éthanolique résultant est soumis a une
extraction liquide/liquide en utilisant trois solvants a polarité croissante hexane, acétate
d’¢éthyle, et n-butanol (3 x 100 ml) pour chaque solvant, les phases organiques récupérées
sont séchées sur NaxSO4 anhydre puis évaporées a sec. 3,6 g, 7,8 g et 18,7g ont été¢ obtenus
des 'extraits hexanique, acétate d’éthyle et butanolique respectivement. Les analyses par
CCM sur les trois extraits dans différents systémes de solvants, révelent la richesse des

deux extraits acétate d’éthyle et butanolique en métabolites secondaires.

V-2-2-Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle

Le fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle (7 g) a ¢été réalis€ par une
chromatographie sur colonne de gel de silice normale. Le systéme d’¢lution est effectué¢ par
un mélange Hexane/EtOAc (100-0 a 0-100) ensuite EtOAc —-MeOH (100-0 a 0-100). Les
chromatographies sur couche mince CCM des fractions recueillies sont visualisées a la
lumiére UV (2 254 et 366 nm) et révélées par une solution d’acide sulfurique et chauffage,
ce qui a conduit a I’obtention de 10 fractions majoritaires F1- F10. Le fractionnement de

I’extrait d’acétate d’éthyle est récapitulé¢ dans le tableau (V-1).
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Tableau V-1 : Fractionnement de ’extrait AcOEt de ’espéce Centaurea resupinata

Eluant (Hexane /AcOEt) Fractions collectées Masse (mg)
100-0 2 90-10 F1 341
80-20 F2 260
70-30 F3 142
60-40 F4 2153
50-50 a 40-60 F5 160
30-70 a2 20-80 F6 230
10-90 a 0-100 E7 296
AcOEt/MeOH Fractions collectées Masse (mg)
100-0 a 80-20 F8 80
70-30 a 50-50 F9 113,7
40-60 a 0-100 F10 467.8

* La fraction F2

La fraction F2 (260 mg) est soumise a une chromatographie sur colonne de gel de
silice normale. L’¢lution réalisée au moyen d’un mélange CH>Clb-MeOH (100-0 a 50-50)
a conduit a 6 sous-fractions.

La sous-fraction F2.3 (75 mg) est purifiée sur une colonne de gel de silice normale
¢luée par CH,CI.-MeOH (100-0 a 80-20) conduisant a I’isolement a I’état pur les composés
CR9 (11 mg) et CR10 (14 mg) (Figure V-1).

(CH,Cly/MeOH) 5%

CR0 CR3

Figure V-1: CCM des composés CR9, CR10
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*» La fraction F3
La fraction F3 (142 mg) est purifiée par une chromatographie sur colonne de gel de

silice en phase normale. L’¢lution est réalisée par un mélange CH2Cl.-MeOH (100-0 a 0-

100) pour isoler les composés CR7 (15 mg) et CR8 (9 mg) (Figure V-2).

(CH:CL:/MeOH) 5% (CH;C1/MeOH) 10%
-—
-e
CR? CRS

Figure V-2: CCM des composés CR7, CR8

% La fraction F5
La fraction F5 (160 mg) a été chromatographi¢e sur colonne de polyamide SC6,
¢luée par un mélange Toluene/MeOH (100-0 a 0-100) pour conduire aux composés CR6
(17 mg) et CR4 (12 mg) (Figure V-3).
(CH2CL,/MeOH) 7%

CR4 _CRG |

Figure V-3: CCM des composés CR4, CR6
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Partie expérimentale 'V

% La fraction F6
La fraction F6 (230 mg) a subi une séparation sur colonne de polyamide éluée par
un mélange Toluéne/MeOH (100-0 a 0-100), permettant I’obtention des produits CRS
(34 mg) et CR3 (26 mg) (Figure V-4).
(CH,CL/MeOH) 20% (CH,CL/MeOH) 10%

CR3 C I.KS

Figure V-4: CCM des composés CR3, CRS

% La fraction F7
Une chromatographie sur colonne de gel de silice normale effectuée sur la fraction
F7 (296 mg), au moyen d’un mélange CH>Clo/MeOH (100-0 a 80-20), a permis I’isolement
a I’état pur du compos¢ CR2 (23,6 mg) (Figure V-5).
(CH:ClL/MeOH) 20%

CR2

Figure V-5: CCM du composé CR2
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Partie expérimentale 'V

% La fraction F8
La précipitation de la fraction F8 (80 mg) dans I’hexane a conduit a l'isolement du

composé CR1 (18 mg) (Figure V-6).

(CH:C1,/MeOH) 20%

CR1

Figure V-6: CCM du composé CR1

V-2-3-Données spectrales et constantes physiques des produits isolés de D’espéce

Centaurea resupinata subsp. dufourii

V-2-3-1-Composé CR1 OH
++* Nom : Nicotiflorine "
< Formule brute : C27H30015 0 \%\
% Aspect : poudre jaune HO 0 / OH
L oH

& [alp=- 54,1 (C = 1, MeOH)
s MS : ESI-MS mode positif ’

m/z= 617 [M+Na]* 0
< RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C

(125 MHz) dans CD:;0OD 0 O\Q\OH
++ Données spectrales : Tableau III-3 bl \%\ LAOH
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Partie expérimentale 'V

V-2-3-2-Composé CR2 O
«* Nom : Tiliroside
¢ Formule brute : C3yH25013

< Aspect : poudre jaune
< Jalp=-60(C=0,2, MeOH)

HO 0

< MS : ESI-MS mode positif

m/z= 617 [M+Na]" ¥\
% RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C 0 0
(125 MHz) dans CDz0OD OH
<+ Données spectrales : Tableau I11-4 om0 \%\/ O 0o

V-2-3-3-Composé CR3 OH OH
< Nom : Apigetrine
< Formule brute : C21H20O1¢
% Aspect : Cristaux d'aiguille jaunes Ho O /&/O 0
% MS : ESI-MS mode positif HO=—
m/z= 455 [M+Na]* \OH ‘
% RMN 'H (300 MHz) et RMN 3C
(75 MHz) dans CDsOD
% Données spectrales : Tableau I1I-6

V-2-3-4-Composé CR4 .
< Nom : Apigenine
< Formule brute : Ci5H90s HQ e)

+ Aspect : poudre jaune

R/
%

*

RMN H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CDs0OD
<+ Données spectrales : Tableau III-7

V-2-3-5-Composé CR5 OCH;
< Nom : Chrysoériol

4% Formule brute : Ci6H1206 o
% Aspect : poudre jaune
% RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C HO 0

(125 MHz) dans DMSO
< Données spectrales : Tableau I11-9
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Partie expérimentale

V-2-3-6-Composé CR6

R/
*o

*
o

N7
o

7
o

V-2-3-7-Composé¢ CR7

R/
o
N/
°o

N7
o
-

0.0

*
0‘0

*
oo

V-2-3-8-Composé CRS8

*
*o

*
o

N7
o
7
o
>,
p
-

"

Nom : Chrysine

Formule brute : C15H19O4

Aspect : Cristaux légérement jaunes ~ HO 0O
RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C

(125 MHz) dans CD;0D

Données spectrales : Tableau I111-10

OH O

Nom : [-sitostérol

Formule brute : C29Hs500

Aspect : poudre blanche

[a]p =-30 (C = 0.8, CHCI3)

MS : ESI-MS mode positif

m/z= 437[M+Na]*

RMN 'H (500 MHZ) et RMN 3C
(125 MHz) dans CDCl3

Données spectrales : Tableau II1-11

Nom : Daucostérol

Formule brute : C35HeO6¢

Aspect : poudre blanche

[a]p =-41,5 (C= 0,4, MeOH)

MS : ESI-MS mode positif

m/z= 599 [M+Na] *

RMN H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CDz0D

Données spectrales : Tableau I11-12

V-2-3-9-Composé CR9 \//

*
o

*4

.,
*
7
o
>,
wr

*,
o

*
"

7
0'0

Nom : Lupéol %,
Formule brute : C30Hs0O b
Aspect : poudre blanche

[a]p =+26.4 (C = 0.4, CHCI3)

MS : ESI-MS mode positif

m/z= 427 [M+H] *

RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CDCl3

Données spectrales : Tableau I11-13
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Partie expérimentale

V-2-3-10-Composé CR10

+ Nom : Taraxastérol

< Formule brute : C3gHsoO

% Aspect : poudre blanche

% [a]p=+95(C=0,36, CHCI3)

< MS : ESI-MS mode positif
m/z= 427 [M+H] *

% RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C
(125 MHz) dans CDCl3

< Données spectrales : Tableau I1I-14

V-3-Etude de I’espéce Cytisus purgans (L.) Benth
V-3-1-Extraction

500 g des parties aériennes de la plante Cytisus purgans (L.) Benth séchées et
broyées, sont mises a macérer dans un mélange (EtOH/H20:70/30) trois fois avec
renouvellement du solvant pendant 48 heures a température ambiante. Apres la filtration et
I’évaporation du solvant, la phase aqueuse obtenue subit une extraction liquide/liquide par
I’Hexane (3 x 100 ml), P’acétate d’¢éthyle (3 x 100 ml) et n-butanol (3 x 100 ml).
L’évaporation a sec des phases organiques permet 1’obtention de 2,7 g d’extrait hexanique
(CPHE), 6,5 g d’extrait acétate d’éthyle (CPAC) et 11,3 g d’extrait butanolique (CPBU).
Les CCM effectuées sur les trois extraits dans différents systemes d’éluant montrent la

richesse des deux extraits acétate d’éthyle et butanolique en métabolites secondaires.

V-3-2-Fractionnement et purification de I’extrait acétate d’éthyle

Le fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle (6 g) a été chromatographie sur
colonne de gel de silice normale, en utilisant comme ¢luant un gradient de solvants
Hexane/EtOAc (100-0 a 0-100) puis EtOAc-MeOH (100-0 a 0-100). Huit fractions
majoritaires sont obtenus F1-F8, aprés rassemblement des fractions ayant des CCM

similaires.
Le tableau (V-2) présente les différentes fractions obtenues sur la base de 1’analyse CCM.

Tableau V-2 : Fractionnement de I’extrait AcOEt de espéce Cytisus purgans

Eluant (Hexane /AcOEf) Fractions collectées Masse (mg)
100-0 a 80-20 F1 117,3
70-30 a 60-40 F2 203,5
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Partie expérimentale 'V

50-50 A 40-60 F3 345,7
30-70 a 20-80 F4 567,2
10-90 a 0-100 F5 345,1
AcOEt/MeOH Fractions collectées Masse (mg)
100-0 a 80-20 F6 212
70-30 a 50-50 F7 789.4
40-60 a 0-100 F8 678,4

% La fraction F2
La fraction F2 (203,5 mg) est chromatographiée sur colonne de gel de silice
normale. L’¢lution réalisée au moyen d’un mélange CH>Cl,-MeOH (100-0 a 90-10) a
abouti a I’isolement du composé¢ CPS5 a I’état pur (3,4 mg) (Figure V-7).
(CH:CL/MeOH) 7%

CP5

Figure V-7: CCM du composé¢ CP5

% La fraction F3
La fraction F3 (345,7 mg) est appliquée a une chromatographie de polyamide SC6,
dans un mélange Toluéne/MeOH (100-0 & 0-100), donnant 10 sous-fractions. La sous-
fraction F3.3 (64,9mg) est soumise a une chromatographie sur plaque préparative en phase
inverse RP-18. L’¢lution utilisée est un mélange de solvants H O/MeOH (80-20). Cette
purification a permis d’obtenir les composés CP3 (4,7 mg) et CP4 (4,2 mg). (Figure V-8).
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Partie expérimentale 'V

(CH:C1/MeOH) 10%
e | crs |

Figure V-8: CCM des composés CP4 et CP3

% La fraction F4

La fraction F4 (567,2 mg) est fractionnée par une colonne de gel de silice normale.

L’¢lution menée par le mélange du solvant CH>Cl/MeOH (100-0 a 50-50) a conduit a

I’obtention de 8 sous-fractions. La sous fraction F4.2 (83,6mg) est purifiée par une

chromatographie sur colonne de de gel de silice normale, en utilisant comme ¢luant le

mélange CH>Cl,/MeOH (100-0 a 80-20) pour donner le composé¢ CP1 (3,1mg) (Figure V-

9).

(CH:CL/MeOH) 10%

CP1

Figure V-9: CCM du composé CP1
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Partie expérimentale 'V

¢ La fraction F5
La fraction F5 (345,Img) a subi une chromatographie sur colonne de de gel de
silice normale. L’élution est effectuée par le mélange CH>Clo/MeOH (100-0 a 70-30),
permettant d’obtenir 6 sous-fractions. La précipitation de sous fraction F5.4 (90 mg) dans
I’acétone a permis d’obtenir le composé CP2 pur (4,3mg) (Figure V-10).
(CH:C1;/MeOH) 10%

CP2

Figure V-10: CCM du composé CP2

% La fraction F6
Le composé CP7 (7,9 mg) est isole a I’état pur par une précipitation de la fraction
F6 (212 mg) dans le méthanol (Figure V-11).
(CH:C1:/MeOH) 10%

CP7

Figure V-11: CCM du composé CP7
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% La fraction F7

Partie expérimentale 'V

La purification de la fraction F7 (789,4 mg) par une chromatographie de polyamide

SC6 dans un systéme Toluéene/MeOH (100-0 a 0-100) a conduit au le composé¢ CP6
(6,1mg) (Figure V-12).

V-3-3-Composés isolés de I’espéce Cytisus purgans (L.) Benth

(CH:CL/MeOH) 20%

Figure Y-12: CCM du composé CP6

V-3-3-1-Composé Cpl

*
*o

*
o

N7
o

N7
o

7
o

Nom : Daidzeine

Formule brute : Ci5sH;00s

Aspect : poudre blanche

MS : ESI-MS mode positif

m/z =255 [M+H]*

RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C
(125 MHz) dans CD;0D

Données spectrales : Tableau I11-15

V-3-3-2-Composé Cp2

N
o
7
°o

7
0’0

N/
*

Nom : Génistéine

Formule brute : C1sH10Os

Aspect : poudre jaune

MS : ESI-MS mode positif
m/z=271 [M+H]"

RMN H (500 MHz) et RMN B3C
(125 MHz) dans CD30D

Données spectrales : Tableau I1I-16

CP6

HO

0

OH
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Partie expérimentale 'V

V-3-3-3-Compesé Cp3
% Nom : Isoprunetine

% Formule brute : C1¢H120s

% Aspect : poudre blanche

% MS : ESI-MS mode positif
m/z =285 [M+H]*

< RMN 'H (500 MHz) et RMN 83C
(125 MHz) dans CD;0D

< Données spectrales : Tableau I11-17

V-3-3-4-Composé Cp4
«+ Nom : Biochanine A

% Aspect : aiguilles incolores

% Formule brute : C16H120s

% RMN 'H (500 MHz) et RMN 3C
(125 MHz) dans CD;0D

< Données spectrales : Tableau I11-18

V-3-3-5-Composé CPS
< Nom : Chrysine
+* Formule brute : Ci5H1004 HO O
*» Aspect : Cristaux légérement jaunes
< RMN 'H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CDs0OD
< Données spectrales : Tablecau I11-10

OH O

V-3-3-6-Composé CP6 OH
< Nom : Quercétine
+ Formule brute : Ci5H1007
% Aspect : poudre jaune
+ MS : ESI-MS mode positif
m/z =325 [M+Na]" HO 0
% RMN 'H (300 MHz) et RMN 3C
(75 MHz) dans CDs0D
+« Données spectrales : Tableau IlI-19

OH

OH

OH 0
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V-3-3-7-Composé CP7

*
A\ X4

*.
o

7
"
7
hd
-,

"

N/
°o

Nom : Daucostérol

Formule brute : C3sHgoOs

Aspect : poudre blanche
[a]p=-41,5 (C= 0,4, MeOH)

MS : ESI-MS mode positif

m/z= 599 [M+Na] *

RMN H (500 MHz) et RMN 13C
(125 MHz) dans CDs0D

Données spectrales : Tableau I11-12
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
The current study focuses on the chemical composition, and evalu- Received 2 October 2019
ation of antioxidant and antibacterial activity of the aerial parts of ~ Accepted 30 December 2019
Centaurea resupinata subsp. dufourii. Using different chromatographic
methods nine compounds 1-9 were isolated. The structural identifica-
tion of isolated compounds was achieved using several spectroscopic
methods NMR techniques ("H NMR, "*C NMR, COSY, HSQC, HMBC) Pa VI

) N ! antioxidant activity;
and mass spectroscopy (ESI-MS) and by comparison with literature flavonoids; triterpenes;
data. The structures of these compounds were identified as nicoti- phytosterols
florin (1), apigetrin (2), chrysoeriol (3), apigenin (4), chrysin (5), daucos-
terol (6), PB-sitosterol (7), taraxastrerol (8) and lupeol (9). The
antibacterial and antioxidant activities of ethyl acetate and n-butanol
extracts have been evaluated. The antioxidant activity was assessed
in vitro using DPPH radical scavenging method, which showed that
ethyl acetate extract possessed an interesting antioxidant potential
(ICso = 36.263 +0.005 pg/mL).
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1. Introduction

The genus Centaurea (Asteraceae), is prevalent in all over the world. It includes
more than 500 species (Forgo et al. 2012) encompassing about 45 species growing
spontaneously in Algeria. This genus has been reported, in folk medicine, as diuretic
(Aktumsek et al. 2011), tonic (Tekeli et al.2010), anti-rheumatic remedy (Koca et al.
2009; Albayrak et al. 2017), anti-inflammatory (Garbacki et al. 1999), antipyretic
(Akkol et al. 2009), and antibacterial (Formisano et al. 2008).

Different species of the genus Centaurea have been object of many phytochemical
investigations that showed their wealth of bioactive secondary metabolites such
as flavonoids (Christensen 1991; Shoeb et al. 2007; Mirzahosseini et al. 2019), sesquiter-
pene lactones (Koukoulitsa et al. 2002; Saroglou et al. 2005; Shakeri et al. 2018) lignans
(Hodaj et al. 2017), phytosterols and triterpenes (Serin 1997; Bulut et al. 2019).

The present paper deals with the isolation and structure elucidation of nine known
metabolites

Figure 1 from the ethyl acetate extract of aerial parts of C. resupinata subsp.
dufourii. Since several isolated compounds were described as possessing an interesting
antioxidant activity, we found it pertinent to evaluate the antioxidant activity

R,

Ry

R, o

R,

OH 0 R

Compound 1: R=R;=0H, R,=0-ramnoglucosyl, Rs=H Compound 6: R=0-glucose
Compound 2: R;=0-glucose, R,=R,=H, R;=OH Compound 7: R=OH
Compound 3: R;=R3;=0OH, R,= H, R«=0OCH3

Compound 4: R;=R3;=OH, R,= R&=H

Compound 5: R;=OH, R,=R3;=R4=H

e

HO

Compound 8
Compound 9

Figure 1. Structures of the isolated compounds 1-9 of C. resupinata subsp. dufourii.
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of the ethyl acetate and n-Butanol extracts. In addition, both extracts exhibited
a moderate potential as antibacterial compounds against micro-organisms.

To the best of our knowledge, this work constitutes the first phytochemical and
biological study of C. resupinata subsp. dufourii.

2. Results and discussion
2.1. Chemical composition of C. resupinata subsp. dufourii

This work allowed the isolation of nine compounds from ethyl acetate extract of
C. resupinata subsp. dufourii. The structures of the compounds (Figure 1) were
identified on the basis of spectral analysis, mainly 'H, >*C and 2D-NMR (COSY, HSQC
and HMBC) and mass spectroscopy (ESI-MS) and by comparing with those reported
in the literature, as Kaempférol-3-O-rutinoside (nicotiflorin) 1 (Karamenderes et al.
2007), apigenin-7-O- B -D-glucopyranoside (apigetrin) 2 (Kubacey et al. 2012), 5,7,4"-
trihydroxy-3’-methoxyflavone (chrysoeriol) 3 (Bentamene et al. 2008; Seghiri et al.
2009), 5,7,4'-trihydroxyflavone (apigenin) 4 (Shoeb et al. 2005), 5,7'-dihydroxyflavone
(chrysin) 5 (Grienke et al. 2018), B-sitosterol-3-O-b-D-glucopyranoside (daucosterol) 6
(Flamini et al. 2001), 24-ethylcholest-5-en-3-ol (B-sitosterol) 7 (Csupor et al. 2013),
180, 190-urs-20(30)-en-3B-ol (taraxasterol) 8 (Sen et al. 2017), lup-20(29)-en-3-ol
(lupeol) 9 (Mericli 1988).

2.2. Total phenol and flavonoid contents

The concentration of total phenolic content (TPC) and flavonoid (TFC) in various
extracts of aerial parts of C. resupinata subsp. dufourii were measured using
Folin-Ciocalteu method, and the aluminium chloride method respectively. The results
were found to be 173.3+4.321 mg GAE/mg and 44.223+3.052mg QE/mg, (Table ST,
Supplementary material).

This finding could be explained by the present phytochemical investigation of ethyl
acetate extract witch revealed the presence of many flavonoids compounds.

2.3. Evaluation of antioxidant activity

The antioxidant activity of aerial parts of ethyl acetate and n-butanol extracts
of C. resupinata subsp. dufourii was measured in vitro using the 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH) according to the procedure described by (Hatano et al. 1988).
Ascorbic acid was used as the reference compound. Ethyl acetate extract showed
the highest activity of radical scavenging in comparison with n-butanol extract
(IC50=36.263 = 0.005 ug/ml; 1C5o = 97.013+£0.019 ug/ml) (Table S2, Supplementary
material), which can be explained by its richness in flavonoids components,
known especially for their antioxidant activity.
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2.4. Evaluation of antibacterial activity

In vitro study of antibacterial activity of ethyl acetate and n-butanol extracts of aerial
parts of C. resupinata subsp. dufourii, was assessed using the disc diffusion method
described by (Kursat and Erecevit 2009) with sight modifications, five bacterial strains
including one Gram positive bacteria: Staphylococcus aureus ATCC 25923, and four
Gram negative bacteria: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Proteus mirabilis, and Klebsiella pneumonia BLSE. Obtained results given in
(Table S3, Supplementary material) showed that the two extracts possessed a moder-
ate antibacterial activity. Both were active against all test strains except K. pneumoniae
and P. aeruginosa ATCC 27853, and the highest diameter of inhibition were was
appeared on P. mirabilis with 15.65 = 0.283 mm for the n-butanol extract.

3. Conclusion

The phytochemical investigation of the ethyl acetate extract of aerial parts of
C. resupinata subsp. dufourii led to the isolation and characterization of nine known
compounds five flavonoids (1-5), two triterpenes (6-7) and two phytosterols (8-9).
Ethyl acetate extract showed high phenolic and flavonoid contents. This result was
in good agreement with their antioxidant activity. Moreover, both ethyl acetate and
n-butanol extracts of aerial parts of C. resupinata subsp. dufourii have moderate
potential as antibacterial compounds against micro-organisms.
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Résumé

L’objectif principal de ce travail, est d’identifier les métabolites secondaires des
parties aériennes des deux especes Centaurea resupinata subsp. dufourii (Asteraceae) et
Cytisus purgans L. Benth (Fabaceae). Ces deux familles de plantes sont connues pour leur

richesse en biomolécules actives et leur ’intérét pharmacologique.

L’utilisation des différentes techniques chromatographiques de séparation et les
méthodes d’analyse spectroscopiques : UV, RMN 1D du proton et du carbone, RMN 2D
(COSY H-H, HSQC, et HMBC), spectrométrie de masse, la mesure de pouvoir rotatoire
ainsi que la comparaison avec les données de la littérature ont permis de déterminer la
structure de dix composés purs isolés de 1’extrait acétate d’éthyle de 1’espece Centaurea
resupinata (six flavonoides, seux phytostérols, seux triterpénes) et sept produits de
I’extrait acétate d’éthyle de 1’espéce Cytisus purgans (quatre isoflavones, un flavone, un

flavonol, un phytostérol ).

Notre travail vise également 1’évaluation quantitative des polyphénols totaux et des
flavonoides totaux des deux extraits AcOEt et n-BuOH des parties aériennes de la plante
Centaurea resupinata subsp. dufourii par les méthodes : Folin-Ciocalteu et le trichlorure
d'aluminium, respectivement. Les résultats obtenus indiquent que I’extrait AcOEt est

relativement riche en polyphénols et en flavonoides par rapport a 1’extrait n-BuOH.

L’étude in vitro de l'activité anti-oxydante des deux extraits est effectuée par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats ont révélé que l'extrait d'acétate

d'éthyle possede un pouvoir antioxydant intéressant.

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits AcOEt et n-BuOH de
Centaurea resupinata subsp a été déterminée sur six souches bactériennes : Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et deux levures :
Candida albicans et Candida parapsilosis. Les résultats ont montré que les deux extraits

testés possedent une activité antimicrobienne importante.

Mots clés : Asteraceae, Fabaceae, Centaurea resupinata, Cytisus purgans,

flavonoides, triterpenes, activité antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract

The main objective of this work is to identify the secondary metabolites of the aerial
parts of the two species Centaurea resupinata subsp. dufourii (Asteraceae) and Cytisus
purgans L. Benth (Fabaceae). These two families of plants are known for their richness in

active biomolecules and their pharmacological interest.

The use of different chromatographic separation techniques and spectroscopic
analysis methods: UV, 1D proton and carbon NMR, 2D NMR (COSY H-H, HSQC, and
HMBC), mass spectrometry, measurement of optical rotation as well as the comparison
with the data of the literature made it possible to determine the structure of ten pure
compounds isolated from the ethyl acetate extract of the species Centaurea resupinata (six
flavonoids, two phytosterols, two triterpenes) and seven products of the extract ethyl acetate
from the species Cytisus purgans (four isoflavones, one flavone, one flavonol, one

phytosterol).

Our work also aims at the quantitative evaluation of total polyphenols and total
flavonoids of the two AcOEt and n-BuOH extracts of the aerial parts of the plant Centaurea
resupinata subsp. dufourii by the methods: Folin-Ciocalteu and aluminum trichloride,
respectively. The results indicate that the AcOEt extract is relatively rich in polyphenols

and flavonoids compared to the n-BuOH extract.

The in vitro study of the antioxidant activity of the two extracts is carried out by the
DPPH free radical trapping method. The results revealed that the ethyl acetate extract has

an interesting antioxidant power.

The antimicrobial activity of AcOEt and n-BuOH extracts of Centaurea resupinata
subsp was evaluated on six bacterial strains: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and two yeasts: Candida albicans and Candida
parapsilosis. The results showed that the two extracts tested possess significant

antimicrobial activity.

Keywords: Asteraceae, Fabaceae, Centaurea resupinata, Cytisus purgans,

flavonoids, triterpenes, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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