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RESUME

Cette thése s’inscrit dans le cadre des thématidaecherche menées au sein du
Département de Chimie Organique de I'Universit&deundé |, dans le domaine de la chimie
des substances naturelles. Elle vise essentiellefaerecherche des molécules naturelles
bioactives d’origine végétale, et potentiellemen¢iessantes en thérapeutique en général.

Cette thése rapporte les résultats des investigathytochimiques faites s#icus

pumila Linn et F. thonningiiBlume, deux plantes médicinales camerounaises tharidle
des Moraceae. Elle rapporte également les résdidthémisynthése de quelques composés
et de I'évaluation des activités antiradicalairatiraicrobienne ainsi que les propriétés

inhibitrices des extraits bruts, des composés sset@’hémisynthese sur les cholinestérases.

Ce travail avait pour objectif la recherche de redi@s molécules bioactives et la
contribution a la classification chimio-taxonomigies plantes du genfécus. Les composés
ont été isolés a l'aide des méthodes usuelles plration. Les structures ont été élucidées
grace aux méthodes spectroscopiques usuelles (RVSM, RMN 1D et 2D) et par
comparaison de certaines données physiques etralpschivec celles décrites dans la
littérature. De ce travail, 32 composés ont été&sparmi lesquels 29 ont été entierement

caractérisés, les 03 autres étant en cours d’'éticrd

De I'extrait au méthanol des lianeskleus pumila 10 composés ont été isolés a I'aide
des méthodes chromatographiques usuelles (chroraptug flash, CC et CCM analytique).
Parmi ceux-ci, on a dénombré 03 flavonoides (langanine, I'afzélechine et la catéchine),
03 coumarines (le psoralene, le bergaptene eplieng), 02 stérols (le mélange glsitostérol
et de stigmastérol et le@-4-D-glucopyranoside de sitostérol), un derivé deitla benzoique
('acide vanilique) et une ionone (le blumenol Re I'extrait au méthanol des feuilles Be
pumilaun composeé a éte filtré et purifié ; il s’agissde la rutine [quercétine @-p-(6"-O-
a-rhamnosylglucoside)]). De I'extrait au méthanasdigues dé&. thonningii 11 composés
ont été isolés dont 07 flavonoides (I'alpinumiseflae, la wightéone, I'hydrate de
lupiwightéone, lag-isolutéone, la déhydroferreirine, la dihydroquére et la 5,7,24"-
tétrahydroxy-3(3-hydroxy-3-méthylbutyl)isoflavone, un dérivé mneau d’isoflavonoide
auguel nous avons donné le nom trivial de thonrsafiavone) ; 04 triterpénes (I'acétate de
p-amyrine, la friedéline, I'acétate de lupéol eelanoate de lupéol). De I'extrait au méthanol
des racines deF. thonningii dix composés ont été isolés dont 06 flavonoides
('aromadendrine, la shutérine, la lutéone, le aaiftavonol, I'hydroxyalpinumisoflavone, et
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le (2R, 3R)-3,5,4'-trihydroxy-7-méthoxy-6-(3,3-diméthylallytjihydroflavonol, dérivé
nouveau de flavonoide auquel nous avons attribaétetrivial thonningiol), un monoterpene

(p-menthane-3,6-diol) et trois structures qui reséeélucider.

Utilisant certains flavonoides isolés comme matemiere, dix dérivés nouveaux ont
été préparés par acétylation, acylation, estétifinat époxidation.

Les extraits bruts, les composés isolés, ainsilegieomposés d’hémisynthése ont été
évaluésin vitro pour leurs activités antimicrobienne, antiradicalaet leurs propriétés

inhibitrices des cholinestérases.

Les résultats saillants sont les suivants :

- 'extrait méthanolique des figues Bethonningiia été actif contr&scherichia coli
Proteus vulgaris Providencia stuartii Pseudomonas aerugings&taphylococcus aureust
Candida albicansvec des concentrations minimales bactéricideantadte 31,3 a 125 mg/mL.
De plus trois des composés isolés a savoir la shat@5), le conrauiflavonol §6) et la
dihydroquercétines8) sont actifs avec des CMI variant entre 0,31 & ip@/mL sur les micro-

organismes testés ;

- Tous les extraits testés ont piégé les raditibtes avec des pourcentages d’inhibition
variant entre 26,10 + 0,12 et 93,82 + 0,26 %. Lraixtdes feuilles dé-. pumilaa montré
l'activité la plus élevée aux trois concentratioiiféérentes (0,1 ; 0,5 et 1%), suivie de I'extrait
des figues d€&. thonningii L'extrait méthanolique des figues Bepumilas’est réevélée étre la
moins active. Quatre flavonoides a savoir I'afzélee (38,84 + 0,43M), la rutine (37,2 +
0,21 uM), la catéchine (49,30 + 0,52M), et la dihydroquercétine (48,7 + O \I) ont
développé une activité antioxydante modérée prdeheelle de la référence, le BHA (44,20 +
0,32uM). Le compose le plus actif estgdasolutéone isolé pour la premiere fois d’une seurc

naturelle, avec une 6l= 8,81 + 0,19uM, six fois plus actif que la référence ;

- Aucun des extraits testés n’a inhibé les cheliéirases. Néanmoins, trois composes,
dont deux isoflavonoides [I'alpinumisoflavord) et I'hydrate de lupiwightéonel9)] isolés
des figues dé&. Thonningiiet une coumarine [avipringQ)] obtenue des lianes de pumila
ont montré une bonne activité inhibitrice de la ybyltholinestérase mais pas contre

I'acétylcholinestérase.

Mots-clés: Moraceae- Ficus pumila- Ficus thonningii- flavonoides — thonningiol —
thonningiisoflavone — hémisynthéses — activitésolgigues.
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ABSTRACT

This thesis is in the framework of research conellicgh the Department of Organic
Chemistry, University of Yaounde I, in the field mdtural products chemistry. This work was
aimed to search new plant based bioactive molec¢atetor lead), which can be used as lead

drugs in therapeutic.

In this thesis therefore, we report the resultploftochemical investigations &icus
pumilaLinn andFicus thonningiiBlume, two Cameroonian medicinal plants of the Megse
family. This work also includes results of the cheah transformations from some three
isolates, as well as the evaluation of the antioli@, DPPH free radical scavenging and
butyrylcholinesterase inhibition of extracts, soswates and semisynthetic compounds.

The aim of this work was to search new bioactiw#atules for future drugs discovery
and to contribute in the chemo-taxonomic clasdifocaof plants of the genuUsicus Obtained
compounds were isolated using conventional separathethods. Structures have been
elucidated by usual spectroscopic methods (UVMR, 1D and 2D NMR) and by comparison
of some physical and spectral data with those de=stin the literature. From this work, 32

compounds were isolated among which 29 were fulbracterized.

From the methanolic extract of the liandopumilg 10 compounds were isolated using
usual chromatographic methods (flash chromatogra@ky analytic TLC). Among these, 03
were flavonoids (naringenin, afzelechin and categld3 coumarins (psoralen, bergapten and
aviprin), 02 sterols (a mixture f-sitostérol and stigmasterol anpfisitosterol 3e-4-D-
glucopyranoside), a benzoic acid derivative (varaltid) and an ionone (blumenol A). From
the methanolic extract of the leavesFofpumilg a compound was purified and named rutin
[quercetin 30-B-(6"-O-a-rhamnosylglucoside)]. From the methanolic extaddhe figs off.
thonningii 11 compounds were isolated. Among these, 07 flarenoids (alpinumisoflavon,
wighteon, lupiwighteon hydratg;isoluteon, dehydroferreirin, dihydroquercetin &nd,2,4'-
tetrahydroxy-3(3-hydroxy-3-méthylbutyl)isoflavone, a new isoftaoid derivative named
thonningiisoflavone) ; 04 triterpeneg-@gmyrin acetate, friedelin, lupeol acetate and dlipe
hexanoate). From the methanolic extract of thesr@dt-. thonningii 10 compounds were
isolated. Among these, 06 were flavonoids (aromadienshuterin, luteon, conrauiflavonol,

hydroxyalpinumisoflavon, and & 3R)-3,5,4'-trihydroxy-7-méthoxy-6-(3,3-diméthylallyl)
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dihydroflavonol, a new flavonoid derivative namadnningiol) ; one monoterpep-(nenthan-
3,6-diol) and 03 unsolved structures, whose alidsing determined.

Using three isolated flavonoids as starting rawemal ten new derivatives were
prepared through acetylation, acylation, estetiftcaand epoxidation.

Crude extracts, isolates, as well as compoundspediby structural modification were
screenedh vitro for their antimicrobial, DPPH radical scavengimgl@holinesterase inhibitory

activities.
The prominent results are hereunder reported :

- The methanolic extract of figs & thonningiiwas active againgscherichia coli
Proteus vulgarisProvidencia stuartiiPseudomonas aerugingsataphylococcus aurewsnd
Candida albicanswith minimum bactericidal concentrations rangimgni 31.3 to 125 mg /
mL. In addition, three of the isolates [(shuteBB)( conrauiflavonol $6) and dihydroquercetin

(58)] were active with MICs ranging from 0.31 to 1.2 / mL on the tested microorganisms;

- All tested extracts trapped free radicals withilbition percentages ranging from 26.10
+0.12 to 93.82 + 0.26 %. Leaves extracFopumilashowed the highest activity at the three
different concentrations (0.1, 0.5 and 1 %), fokalhby the methanolic extract of the figsFof
thonningii The methanolic extract of the figsfefpumilawas the least active. Four flavonoids
namely afzelechin (38.84 + 0.48/), rutin (37.2 =+ 0.21uM), catechin (49.30 = 0.52M) and
dihydroquercetin (48.7 = 0,4M) have developed a moderate antioxidant actividge to that
of the reference, BHA (44.20 + 0.3®1). Interestingly, the most active compougedsoluteon
isolated for the first time from a natural souragth an IGo = 8.81 + 0.19uM was six time

more active than the reference;

- None of the tested extracts inhibit cholinesteraHowever, three of the isolated
compounds, two isoflavonoids [the alpinumisoflavddé) and lupiwighteon hydrate49)]
isolated from the methanolic extract of figs Ff thonningiiand a coumarin [aviprird()]
isolated from the methanolic extract of liana Faf pumila showed good activity against

butyrylcholinesterase but not against acetylchsliease.

Key-words index Moraceae- Ficus pumila- Ficus thonningii flavonoids - thonningiol -

thonningiisoflavone - semisynthesis - biologicai\aties.
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INTRODUCTION GENERALE



L’incidence des maladies infectieuses émergentes-émergentes est aujourd’hui une
réalité et suscite beaucoup d’intéréts. Ces dasijeen plus des maladies parasitaires et
métaboliques, constituent un véritable problemsataé publique. Elles sont la principale cause
des taux de mortalité élevés enregistrés dansales gn développement ou la majeure partie de
la population n’a pas accés aux soins de santauatiedans les pays industrialisés par contre,
les résistances aux antibiotiques existants sdagyent de fagon alarmante (Leport et Guégan,
2011).

Souvent d’origine animale, ces infections constituparfois une menace sanitaire
majeure pour ’lhomme, qu’il s’agisse d’'un agent aotérieurement identifié ou d’'un agent déja
identifié mais ayant subi une évolution qui lui et d’atteindre de nouvelles populations,
especes et aires géographiques. Cette extensianaladies infectieuses émergentes (MIE) est
accrue par differents facteurs comme l'augmentati®s flux humains, animaux et de
marchandises ou le réchauffement climatique (Snayn2i@08).

Les maladies infectieuses émergentes ou ré-émesgenht en nette augmentation de
facon permanente, tant dans les pays en développ@&mue dans les pays industrialisés (Roué
2001 ; Leporet al.,2003 ; Snowden, 2008 ; Leport et Guegdiill). Le nombre de personnes
touchées est en progression, de 10 a 15 % au desirguinze dernieres annees (Lavaidal,
2013). Elles sont a l'origine de 14 millions de @é&dans le monde chaque année. Le risque
épidémique touche cependant d’'abord les pays ee dei développement, ou elles sont
responsables de 43 % (soit 90 % des mortalitésdial@) du nombre total des déceés, contre 1
% dans les pays industrialisés (Daletal.,2008 ; Astagneau et Ancelle, 2011 ; Brugeres-Picoud
et Rey, 2010). La maladie d’Alzheimer, avec 24 ionl$ de personnes touchées a travers le
monde dont 20 % des plus de 85 ans, n’est passtn kén nouveau cas est diagnostiqué toutes
les sept secondes, et il est probable que cetjednEce augmente dans les années a venir, a cause
du vieillissement de la population (Urbain, 2007).

Les ravages causés par ces maladies sont ressestibeaucoup plus d’acuité dans les
pays en voie de développement en raison de ldi¢atsdn des principes actifs, des colts trés
souvent élevés des médicaments conventionnelséasilen thérapeutique, ajoutées a leur
accessibilité précaire d’'une part ; aux conflitslaapauvreté, la famine ou encore a la
dissémination délibérée d’agents infectieux ou afpires d’autre part (Roué, 2001).

Avec le temps, les connaissances scientifiqueéwitié, les mesures de confinement se
sont perfectionnées et 'amélioration de I'assai@isent ainsi que la découverte des vaccins ont
permis de maitriser peu a peu les flambées d’'utainenombre de maladies infectieuses et

parasitaires. La réalité, c’est que malgré nosreffpour ne pas nous laisser distancer par
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I'évolution et 'adaptation des micrarganismes, la bataille est loin d’étre gagnéeadit cause,
les micreorganismes sont bien équipés pour envahir de nox\teaitoires, évoluer et s’adapter
a de nouveaux hétes ou a de nouvelles niches égotesg modifier leur virulence ou leur mode
de transmission, et acquérir une résistance awxcarédnts existants. Leur développement
constaté depuis plusieurs décennies, semble veeéaursuivre (Leport et Guégan, 2011).

Face a ce défi, I'imagination, le savoir-faire &charnement de la communauté
scientifique internationale pour la recherche perenée et sans cesse croissante de nouveaux
agents chimio-thérapeutiques de moindre coltdatwement moins toxiques s'impose plus que
jamais. D’'une maniere générale, les médicamenteksatérivent pour pres de 70 % d’entre eux
de substances naturelles, les tétes de série égadécouvertes pour la plupart a partir des trois
regnes (végétal, animal et minéral), (Gessteral, 1994). Les molécules actives sont soit
directement extraites, soit modifiées par hémisgsiou synthétisées entierement. L'intérét sans
cesse croissant porté aux composés phénoliqguesildénon seulement de leur diversité
structurale mais également de leurs nombreusestéstbiologiques au rang desquelles on peut
citer les propriétés antibactériennes, antifonggquantiinflammatoires, anti-tumorales,
antioxydantes, cardiovasculaires et cytotoxiquésd et al, 2000 ; Widelsket al, 2009 ; Gai-
Mei et al, 2010 ; Mazimbat al, 2011).

La phytomédécine a sérieusement intégré le montilereNéanmoins, compte tenu de
I'efficacité et de la relative toxicité des extraittilisés, tres peu d’especes ont été explorées a
jour. Cette approche de valorisation des plantedicim@ales constitue I'un des axes privilégiés
de recherche au Département de Chimie OrganiqlaeFeeculté des Sciences de I'Université de
Yaoundeé I.

C’est dans ce dynamisme que, dans le cadre deavasix devant conduire a I'obtention
du Doctorat/Ph.D en Chimie Organique, nous avornsepns I'étude phytochimique et
pharmacologique dé&icus pumilaLinn et F. thonningii Blume, deux plantes médicinales
camerounaises largement utilisée en pharmacopéhtidrmelle pour le traitement de
nombreuses maladies infectieuses (@nhal, 2008 ; Tsoboet al, 2013).

Le choix de ces plantes a été motivé, non seulepante fait qu’il existait dans la
littérature des résultats issus des enquétes attariues et pharmacologiques intéressants,
mais aucun échantillon africain n’avait encorélfabjet d’'une étude phytochimique, mais aussi
et surtout parce que les plantes de la famille Mesacées sont largement utilisées en
pharmacopée traditionnelle pour le traitement et@uprévention de plusieurs maladies

infectieuses, métaboliques et parasitaires y canipriliabete (Musabayane, 2012).



Au regard de tout ce qui précede, la recherche alevatles substances a potentiel

antibiotique s'impose.

L’objectif général de ce travail consiste a déceles extraits, isoler et caractériser des
métabolites secondaires pouvant servir de matieremipre dans ['élaboration de

phytomédicaments ou des médicaments de synthese.

Les objectifs spécifiques se définissent en quainets :

obtenir les extraits méthanoliques bruts des miffées parties de ces plantes ; fractionner

et realiser des tests biologiques ;

isoler, purifier et caractériser les métabolitesoselaires des fractions obtenues ;

préparer par hemisynthese des analogues structdesixmétabolites isolés en grande

quantité.

évaluer les activités antimicrobiennes, antioxydangt cholinestérases aussi bien des

extraits bruts, que celles des composés purs igbldss analogues structuraux préparés.

Dans le premier chapitre, nous résumons I'étuddidgraphique faite sur les
connaissances botaniques, phytochimiques et phalogggues des plantes appartenant a la
famille des Moracées, du genkecus et des especes étudiées, suivi d’'une revue sur les
flavonoides. Une présentation des maladies iniesgi® la maladie d’Alzheimer et des

antioxydants terminera cette synthese bibliograjdiq

Le second chapitre est consacré a I'étude phytaghie et pharmacologique Bepumila
Linn et F. thonningii Blume. Nous y détaillons les étapes du fractioremmet décrivons
l'identification des composeés isolés, ainsi quetlassformations effectuées sur certains des
composeés purs isolés, suivi des résultatstesis biologiques obtenus vitro. Cette partie

s’achéve par la discussion des résultats obtemeascanclusion générale et des perspectives.

Dans le troisieme chapitre, nous décrivons le rietét les méthodes de laboratoire

utilisés.

Nous terminons le document par une présentatitailléé de la bibliographie consultée.



CHAPITRE I- ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES ESPECES
ETUDIEES



I.1- ETUDE BOTANIQUE DE FICUS PUMILA L. ET FICUS THONNINGII B.

I.1.1- Apercu sur les Moraceae

Communément appelétamille du marier ou famille des figues, les Magae sont une
famille de plantes a fleurs trés répandue dan®solais régions tropicales et subtropicales du
monde entier (Judetal., 2008). Ce sont des arbres et des arbustes petsigpresque toujours
avec du latex laiteux caractéristique de cette lfapiaticiferes vrais), plus exceptionnellement
de plantes herbacées vivaces, mais aussi des, |jzarésis épiphytes (Kerharo et Adam, 1974).

Les feuilles sont alternes, plus rarement opposéemles, ou pseudo-verticillées. Elles
possedent des stipules parfois caduques, laissaatume cicatrice annulaire caractéristique.

Les fleurs, actinomorphes et trés réduites, saseunées. Les males ont un androceé avec
1 a 6 étamines libres et opposisépales, et panfoisdiment d'ovaire. Les femelles ont un ovaire
supére ou infere, bicarpellé, uniloculaire et uniéyCorner, 1962 ; Bergtal., 1985).

Cette large famille d’environ 50 genres, pour 90Q4®)0 especes, est présente au

Cameroun avec 13 genres et une centaine d’es@ermsef al, 1985).

I.1.2- Apercu sur le genre Ficus

Le genrd=icusplus connu sous le nom de sinistre "étrangleat'sans doute le membre
le plus illustre de la famille des Moraceae et ldes plus importants de la faune tropicale.
L’étymologie du nom génériquecustire ses origines du Latin ancien ou il signifiiguier».
C'est un genre extrémement agressif a la foisgppesétration dans le monde entier, et dans le
comportement de ses arbres a faire valoir leursdiges individuels, et & dominer un autre arbre
hote bien établi (Kerharo, 1974; Oretal., 2009).

I.1.2.1. Aspect botanique et caractéres morphologiques

Les Ficus sont en majorité degrandsarbres, arbustes terrestres, ou semi-épiphytes,
parfois lianescentes avec des racines aériennesnted ou pad.es figuiers ont des feuilles
caractéristiques qui permettent de distinguer [&grdntes espéeces. Elles sont disposées en
spirales dans certains cas, et sont tout simplecistnjues, subopposées ou subverticullées.

Le fruit ou figue est tout d’abord une sorte de slant lintérieur est tapissé de
nombreuses fleurs. A I'extrémité se trouve uneit&@uverture apicale protégée par des écailles
appelées ostioles. Les fruits qui contiennent kesngs, different beaucoup par la taille et la
forme qui sont souvent stipitées ; les fruits d@rgra ont une ou deux couleurs et dans ce cas la

partie inférieure est brune (brun fonce) et la sepée jaunatre (Berg, 1985).



Le genreFicus posséde un certain nombre d'especes estimé a @i0la plupart
tropicalesdont pres d’'une centaine se trouve en Afriguansky et Paavilainen, 2011; Thomas,
1988.

F. ovata Vahl F.caricalL

Figure 1: Photos des feuilles et des figues de quelfimss (Images de Simon van Ndor
2013.

I.1.2.2. Taxonomie et systématique du genre Ficus

Le schémd montre la classification systématique du gdfioeis dans le regne végétal.
Cette classification est présentée sous forme @grhylogénique. (Chandraselanal., 2010;
Sirishaetal., 2010).

Sur plus d’'une centaine d’especes présentes egu&frB9 sont présentes au Cameroun,
au rang desquellds. schweinfurthii F. gnaphalocarpaF. polita, F. exasperataF. ovata, F.
mucuso, F. bubu, F. thonningii, F. pumila, €Berg, 1985).



Schéma 1:Classification systématique du gefieus (source APG, 2009)
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I.1.3- Aspect botanique sur Ficus pumila Linn

F. pumilaLinn (1753) a été scientifiquement décrit poupilamiere fois par le botaniste,
zoologiste et physicien Suédois Carl Linneaus (1#@778). L’étymologie du nom générique
pumilatire ses origines du Latin ancien ou il signifierainain » ou « pygmé » (Berg, 1985 ;
Grin, 2002).

I.1.3.1. Caracteres morphologiques

F. pumilaest une plante rampante tres rameusé=i@esrampe sur le sol, s‘accroche aux
arbres ou aux murs. Il peut mesurer de 1 a 15 iorde Dés qu'il trouve un support humide
auquel s'accrocher, il produit des racines aérieratedu latex blanc dans toutes les parties
aériennes. La coloration de I'écorce externe vdwidorun au gris, tandis que I'écorce interne
varie du rougeatre au jaunatre (Berg, 1985 ; Q002).

Figue imature

TR

Figues matures | Coupe transversale de la figue
Figure 2: Photos des feuilles, des branches et des figuEs planila(Fongang, 2012)



Leurs feuilles sont hétéromorphes ou polymorphettgs sur les branches lianescentes
rampantes et munies de racines aériennes. Ellesremds-3 cm de long et 0,8-2 cm de large
(Starr, 2003).

Leurs figues forment des réceptacles charnus ellijipues en cornets. La figue mature
mesure 4 a 8 cm de long et 3 a 4 cm de diameéetaer(2003).

1.1.3.2. Taxonomie et systématique

Le schéma 1 (voir genfécus) donne une classification botaniqueriaus pumilalinn,

sous forme d’arbre phylogénique.

1.1.3.3. Habitat et répartition géographique

F. pumilaou « figuier du Japon » est une espéce nativeiel'ds Sud et de ses environs
(Lamarck et Poiret, 1783 ; Neal, 1965). GRIN (200Q@¢alise sa distribution native en Chine,
au Japon, aux iles Ryukyu, a Taiwan, au Vietnaend¥lalaisie. C’est une plante ornementale
communément cultivée dans les régions tropicalesiddés du monde. Sa propagation se fait
principalement par pollinisation ou par boutura@ette espéce est a ce jour introduite de part le
monde (Lamarck et Poiret, 1783 ; Grin, 2002 ; S&003)

1.1.3.4. Noms vernaculaires

Différents noms ont été donnés a cette plante@ectibn de la population et du lieu ou

on la trouve. Le tableau ci-dessous l'illustre bien

Langues Noms Reférences
Anglais Creeping fig, Fig wine, Creeping rubber plant,
Allemand Kletter-feige

Chinois Bi li, Man tu lua, Mu-lien, Mu-man-t'ou

Danois Haengefigen

Espagnol Higuera trepadora, Paja de colchon, Paz y justidaa (Grin, 2002;

Francais Figuier rampant, Figuier nain rampant Walter, 2009;
Italien Fico rampicante Lansky, 2009)
Japonais Oo itabi, Itabi kadsoura, Ki fatsisou
Myanmar Jyauk kat nyaung nwe
Portugais Falsa-hera, Hera de China, Mama de pared
Serbe Penjuci fikus



I.1.4- Aspect botanique sur Ficus thonningii Blume

Il est a noter que cette espéce dont le synonyihte esicrocarpaVahl, ne doit pas étre
confondue a I'espéde. microcarpaLinnaeusFilius (Lansky et Paavilainen, 2011

A l'issu de nombreuses études botaniques, des gymemlui ont été attribués, comme le

montre le tableau ci-dessous.

Synonymes
F. burkeiMiquel F. chlamydodoraNarb
F. dekdekenMiquel F. duseniiwWarb
F.hoscstetterMiquel F. iteophyllaMiquel
F. microcarpalL. f F. punctataMiquel ex Chev
F. rupicola F. ruspolii
F. pragueanaMildbr. & Burret F. rokko
Urostigma hoscstetteri F. schimperiMiquel
Urostigma acrocarpunMiquel Urostigma schimperMiquel
Urostigma thonningiBlume Urostigma dekdekendiquel

Références Berg, 1985 ; Grandtner, 2005 ; Palli, 2006 ; Sheean, 2004

I.1.4.1. Caracteres morphologiques

F. thonningiiest un arbre, ou un arbuste dont la taille vagi® @ 50 m de haut, de 80 a
plus de 120 cm de diametre. Son tronc a flt rarédreit, peut aussi étre cannelé, ramifié auprés
de la base, ou dressé (Beentje, 1994 ; Gvad, 2009).

L’écorce des jeunes branches est poilue, maisdisslaire a cimes sphériques denses sur
les vieilles branches et les tiges. La plante emtgage un copieux latex laiteux avec de
nombreuses racines aériennes qui pendent des bseaf@hweet al, 2009).

Les feuilles ovales ou oblongues elliptiques, dé&gs en spirales, tendant parfois a étre
opposées dans quelques especes sont tres la@esreties a la base. Elles ont une coloration
verte sombre (Kerharo, 1974).

Leurs figues sphériques lisses, glabres ou pubtssckmng de 2 a 4 mm ont un diameétre
de 7 a 14 mm. Elles sont situées par paires a&lgesdes feuilles, ou (serrés) sur le vieux bois.
Sous forme de bourgéons calyptrés, séssiles ounpéldes, elles seront jaunes ou rouges
(presque unicolores) a maturité (Berg, 1985).

Leurs fleurs sont pistillées avec un périanthe daut mm environ, a graines séssiles, et

munies d’'un style long de 1,5 mm environ. (Kerhd®/4 ; Berg, 1985).
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Figues matures Coupe transversale de la figue

Figure 3: Photos des feuilles et des figues)déhonningii(Defour, 2010)
1.1.4.2. Taxonomie et systématique

Le schéma 1 (voir genrkicus) donne une classification botanique Eethonningii

Blume, présentée sous forme d’arbre phylogénique.

1.1.4.3. Habitat et répartition géographique

Cette plante native des régions tropicales et spistales est trés fréquente dans les
galeries forestiéres. Espece de savanes boiséemi8Bzambéziennel, thonningiis’étend
depuis le Cap-Vert, a travers le Cameroun et leoBgisqu’en Ethiopie et en République Sud-
Africaine. Il est présent dans la quasi-total&é days d’Afrique tropicale et subsaharienne (Berg
et Wiebes, 1992 ; Berg, 1985). Au Cameroun, cefp@ee a été recensée dans de nombreuses

localités (Fig. 4).
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Figure 4 : Répartition géographique dée thonningiiBlume au Cameroun (Fongang, 2014)

1.1.4.4. Noms vernaculaires

De nombreux noms lui sont attribués dans les l@sbu il se trouve. Le tableau ci-

dessous donne une liste non exhaustive de quehques vernaculaires.

Langues Noms Langues Noms Langues Noms
vernaculaires vernaculaires vernaculaires
Afrikaans| Gewone wurgvy| Arabe | Jammeiz al abiad Fang, Gabon Emvyeng
Anglais Strangler fig, Diola, Di kikilik Zulu Umbombe
common wild fig, Sénégal
Bark-cloth fig, Mbouda Ngueme
Chinese banyan (Ouest-
Cameroun)
Reférences:Raponda et Sillans, 1961 ; Kerharo, 1974 ; Adjanohd988 ; Burkill, 1997;
Orwa, 2009 ; Tsoboet al, 2013.
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I.2. INTERETS ET UTILISATIONS DE F. PUMILA L. ET F. THONNINGII B.

Les plantes du genricus sont d’'une grande importance et a ce titre diveess

utilisées.

1.2.1- Sur le plan économique

L’intérét économique ddsicusréside d’une part dans leur utilisation pour larization
de nombreux produits commerciaux. Leur bois géaéraht blanc (bien gue moins résistant que
ceux d’autres genres) est utilisé en menuiserimairg et artisanat (fabrication des meubles et
mobiliers, ustensiles de cuisine, pressoirs pogrrebile banane, mortier, manches d’outils, et la
construction de pirogues, etc.), en constructiocherpenterie (construction de clétures autour
des habitations, établissement des limites de {gtégy stabilisation des talus, support des ruches
d’'abeilles). Les fibres d’écorces servent dansalari€ation des nattes, sacs et toiles. Leurs
branches seches fournissent du bois de chauffagrbdko, 1978 ; Orwa, 2009).

Au Gabon F. thonningii,plus connu sous 'appelation dd-icus a pagnes » a pendant
des décennies servi comme source de fibres d'étoftkgenes obtenues par assouplissement et
par battage de ses écorces (Kerharo, 1978).

Les plants deF. pumila (et de nombreux autreBicus) qui se reproduisent trés
simplement par bouturage, sont commercialisés \v@ersale monde, pour leur belles allures
décoratives le long des enclos, habitations etoespaubliques et privés (Grin, 2002).

Le Ficus est réputé pour ses capacités dépolluarffepumilaabsorbe le formaldéhyde
gue l'on retrouve dans les cuisines fraichementhiées, les peintures, les colles de tapisserie,

les moquettes et la fumée de cigarette. Il absauigsi 'ammoniac et le xylene (Lansky, 2011).

1.2.2- Sur le plan culturel et ornemental

F. thonningiiest planté dans de nombreux villages Africainsroenarbre a palabres et
ombrage, propice a la fois, aux discussions etepos. Il est également planté au milieu des
habitations familiales comme fétiche, ou arbre magj considéré comme lieux sacrés chez les
populations indigenes (Adjanohoetal, 1988). Au Congo, pour fortifier les enfants raicfues,

il faut les baigner avec le décocté et leur attaah& poignets et aux chevilles une tresse de fibre

des écorces (Bouquet, 1969).

Sur le plan ornemental, ces plantes sont tres emdedo a titre décoratif pour
I'embellissement de divers lieux, des places puigiget des résidences privées FLEonningii

est apprécié pour la qualité de 'ombrage fraisl qpifre, F. pumila(plante rampante) quant a
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lui recouvre les toits, les clétures, et les muwrs Habitations offrant une sublime verdure qui

épouse a merveille la couleur de ses figues (@€02).

I.2.3- Sur le plan alimentaire

Les figuiers cultivés dans la région méditerranéesont bien connus du public grace a
la figue comestibleH. carical). Cependant la consommation de ces figues nasapsolument
sans danger pour 'THomme qui ne peut consommemnegLijuantité tres restreintees fruits sont
présents en toute saison. De nombreux mammiféengs/@res et d’oiseaux se nourrissent de
figues, tandis que d’autres recherchent les guégasées a l'intérieur. Les figues sont riches en
calcium, un élément important pour la croissance aeet la formation des coquilles d’ceufs.
Non seulement les figuiers donnent des fruits loedq forét en offre peu, mais ils contiennent
des minéraux essentiels. Dans les foréts ou ilsiddod, ils constituent pour de nombreux
animaux et oiseaux I'une des plus importantes ssule nourriture (White et Abernethy, 1996).
Les feuilles dé-. thonningiiconstituent un fourrage complémentaire pour let@acchévres et
moutons en période de carence. Selon @§88) les teneurs des feuilles en protéines brutes
(15,6 %) et en cendres (12,4 %) sont importantes. figues mdres sont utilisées dans la

préparation de confitures (Orwa, 2009).

I.2.4- Sur le plan thérapeutique

En général, les feuilles des arbres fruitiers ement plus d’antioxydants que leurs
fruits. Leur plus haut degré de médicamentatioaisassocié au degré plus élevé de toxicité
(Lansky, 2009). Ce qui expliquerait sans doute gaoiren médecine conventionnelle les feuilles
sont plus utilisées que les racines, les écortéss &uits. Le tableau ci-dessous donne un apercu

de leurs applications en médecine traditionnelle.

Tableau I: Quelques usages #e thonningiietF. pumilaen médecine traditionnelle

Pays Partie Usage Préparation Références
Ficus Thonningii Blume
Cameroun Ecorces + Fiéevre typhoide, | Décoction Tsoboetal.,
feuilles diarrhée, syphilis 2013
Ethiopie Ecorces duMalnutrition et| Décoction Musabayaret
tronc, racine débilité al., 2007
Nigeria Feuilles fraiches Mal de dos - Beaal, 1990
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Tableau I: Quelques usages #e thonningiietF. pumilaen médecine traditionnel{suite)

Pays Partie Usage Préparation Références
Ficus Thonningii Blume
R.D. Congo| Ecorces de tiges Phlegmons Maceéré Adg@het al,
1988
Rwanda Feuilles sécheg Dysenterie Macéré a chgudMaikereetal.,
1989
Sénégal Ecorces du trontnfection des voies Décocté Kerharo et Adam,
respiratoires 1974
Tanganyika| Ecorces +Hinduction de Ig Macéré a chaud Watt et Breyer,
racines lactation 1962

Ficus pumila Linn

Feuilles et figues Dysenterie Nutrition Kitajimatal.,
2000
Chine Figues séches Problemes urinair€&coction Ongetal., 2008 ;
et impuissance Shizheretal.,
sexuelle 1973
Malaisie Feuilles Asthme Cataplasme @hgl., 2008
Japon Feuilles Diabete, pressioBoissons Mitsuhashi, 1988
artérielle, vertiges ; Tobinaga, 1989
Taiwan Racines Infection du foie - Yaeical., 1987

En raison de ces multiples et diverses vertus pleétiques, de nombreuses équipes de
recherche a travers le monde, se sont intéressésacivités biologiques, ainsi qu’aux

constituants chimiques de ces espéces.

I.2.5- Données pharmacologiques

F. Thonningiiet F. pumila sont sans doute largement utilisés dans la phapméac
traditionnelle pour les multiples activités biolpges qu’elles possédent.

Musabayanetal. (2007 ; 2012) ont montré que I'extrait éthanodigies écorces du tronc
deF. thonningiiréduit non seulement la glycémrevivo, mais stimule également la santé et la
vitalité des reins et du coeur.

I a été observé une activité antidiabétique, iomrdtective, rénoprotectrice, et

hypoglycémique de I'extrait méthanolique des fesildeF. Thonningii(Grin et al., 1994 ;
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Musabayanet al., 2006) et une activité antibactérienne, anti-tidique (Hanelt, 2001 ; Koné
etal., 2007) ; Analgésique, anti-inflammatoire et axyidante (Igolietal., 2005 ; Dangarembizi
etal., 2013).

L’extrait au chlorure de méthylene des feuilles Flepumila possede une activité
antimicrobienne, antioxydante, diurétique, antitécse (Juaetal., 1997 ; Ragassdal., 1999 ;
Chengetal., 2008 ; Muhammed, 2012).

I.2.6- Données toxicologiques

La capacité que possedent certaines plantes dequer une hyperpigmentation est
connue depuis fort longtemps. Le latex blanc priédans les feuilles et les tiges, et la seve des
fruits deF. pumilarenferme des furanocoumarines, psoraléne et b@mmpresponsables de
phytodermatites et I'irritation des yeux (Nancy9%9 Paulsertal., 1998 ; Bruneton, 2001).

I.3- ETUDES PHYTOCHIMIQUES ANTERIEURES

De par leurs intéréts socio-économique et thérapeitles plantes du genkécus ont

fait 'objet de nombreuses études phytochimiquesteSaux travaux menés jusqu’a ce jour par
de nombreuses équipes de recherche en vue de ohtelancomposition chimique des espéces
de ce genre, il en découle qu’elles constituentuérdgable source de métabolites secondaires
appartenant a plusieurs classes de substancesliestur

Si F. thonningiin’a jusqu’ici fait I'objet d’aucun travail phytoahique, I'especd-icus
pumila a été tres étudiée, principalement en Asie ole q@tinte est originaire. Les travaux
phytochimiques antérieures porteront donc sur asp&ce. Les travaux chimiques antérieurs
réalisés sur I'especkE. pumilarévélent la présence des coumarines, des cycleartates

sesquiterpenes, des triterpénes, et des flavonotmesie composés majoritaires.

1.3.1- Les coumarines

Les coumarines font partir de la famille des begropes. Il existe quatre principaux sous-
types de coumarine : les coumarines simples, leméicoumarines, les pyranocoumarines et les
coumarines pyrone-substituées. Les coumarinesmpasent d'un noyau benzénique relié a un
noyau pyrone et sont trés répandues dans les Mzxalaé les trouve sous forme de coumarines
simples avec ou sans prénylation(s) (Jetah., 1997 ; Malikov et Saidkhodzhaev, 1998 ; Mehtab
et al, 2011).

Le Tableau Il regroupe les structures de quelqaamarines isolées de pumila
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Tableau Il: Quelques coumarines isoléesFdgoumila

Partie de la Composé et nom Référence
plante
/ | o
0 (6] o
1: Psoralene
~

/ X
0 o

2: Bergapténe

Juanetal., 1997

Feuilles
HO.

X

O 0

3: Ombéliféronne

HO

OH

4. Hydrate d’oxypeucedanine ou aviprine

1.3.2- Les cycloartanes

Ce sont des métabolites secondaires largementdapalans le regne végétal, tant chez
les plantes supérieures que chez les plantesenfés. Du point de vue structurale, ce sont des
triterpénes possédant un squelette stéroidiqueypke 9,19-cyclolanostane. Leur squelette
carboné a 30 atomes de carbone résulte de la ceatdende 6 unités isopréniques. lIs présentent
une grande diversité structurale. Le plus simplecelite série est le cycloarténol ou 9,19-
cyclolanostane (Hebert, 1981 ; Connolly, 1983 ;ri&ton, 1999a).
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Tableau Il : Quelgues cycloartanes isolésklgoumila

Partie de la plante Composé et nom Référence
OH
O)\O g
5: (24RS)-3p-aceétoxycycloart-25-én-24-ol
OH
6: (24RS)-cycloart-25-en-3,24-diol
Feuilles Kitajima etal.,
1998b

8: (232)-cycloart-23-en-$,25-diol
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1.3.3- Les stéroides

Les stéroides sont des alcools secondaires d’erigimimale ou végétale tels que : les

stérols, les acides biliaires, les cycloartanes, Hermones corticosurrénales, les hormones
sexuelles et les lanostérols (Klyne, 1966).

Tableau IV: Quelques stéroides isolésklepumila

Partie de la plante

Composé et nom Référence

......

4 OH
H_o
HO
HO o
H OH
H H

9: p-D- glucopyranoside deg-sitostérol

Figues

Kitajima etal.,

1998a

10: (24S)-Stigmat-5-ene-8,24-diol

11: (24S)-24-Hydroxystigmat-4-en-3-one
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I.3.4- Les sesquiterpénes

Les sesquiterpénes constituent une classe de esrgjérmée de 3 unités isopréniques
avec un squelette de base en. @s peuvent étre acycliques ou contenir 1 a 2esyde trés
nombreuses combinaisons sont possibles. Ces compoSgentent une variété de squelettes
carbonés sans commune mésure avec les autres gr{Bpsmeton, 1999b). Le tableau V
regroupe quelques sesquiterpenes isolds gamila.

Tableau V: Quelques sesquiterpenes isolég-dpumila

Partie de la Composé et nom Référence
plante

gilile}
T

12: Pumilaside A

oH
O o,
7, ,,
OH -
[
OH
OH

Figues "o

/\ Kitajima etal., 2000

13 Pumilaside B

\\\\\\O H

14: Pumilaside C
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I.3.5- Les triterpénes

Les triterpénes sont des composeés naturelssers§us de la cyclisation du squaléne

(Bruneton, 1999). Les terpénoides ou isoprénoidastituent une famille de produits naturels

ayant en commun une origine biosynthétique résultamellement d’'un assemblage d’unités «

isoprene » (5 carbones) selon un arrangement @oew@e (le plus répandu) ou mixte téte (t) a

gueue (q) et queue a queue. lls sont trés répatahssles plantes du gerifieus.

Tableau VI: Quelques triterpénes isoléselepumila

Partie de la plante

Composé et nom

Référence

Feuilles Consolacioretal.,
1999
15. Néohopane
Kitajima etal.,
1998a
_ 16: (232)-3p-acétoxyeupha-7,23-dien-25-ol
Figues

S
8
S
N}
N
N

17 : 3p-acétoxy-22,23,24,25,26,27-

hexanordammaran-20-one

Kitajima etal., 1999
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Figues

OH

S
J
N

18 3f-acétoxy-20,21,22,23,24,25,26,27-

octanordammaran-173-ol

~

0

19: 3p-acétoxy-(2MR,22E,24RS)-20,24-

diméthoxydammaran-22-en-25-ol

20: 3p-acétoxy-(2(8,22E,24RS)-20,24-

diméthoxydammaran-22-en-25-ol

Kitajima etal., 1999

1.3.6- Les flavonoides

Les flavonoides représentent une tres large ctispeoduits naturels dérivés des plantes

et présentant une exceptionnelle diversité. Cesécntds aromatiques polysubstituées

appartenant a la famille des polyphénols ont ua d& métabolites secondaires dans le régne

végétal. Les flavonoides isolés 8e pumila sont pour la plupart des flavonols simples ou

glycosylés (Ningetal., 2008).

Le Tableau VII regroupe les structures de queldlagsnoides isolés de. pumila.
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Tableau VII: Quelques flavonoides isolés Eepumila

Partie de la plante

Composé isolée et nom

Références

Feuilles

OH

HO

OH
HO
fo) OH
o Hy

C
OH O l

HaC o
HO
HO
OH

21: Quercétine-3-rutinoside

oH HO
0
HO
HO
o
HO__HO OH o
0

22 : Apigénin-6-néohesperidoside

OH

H

HO.

o
o)
OH 0 WOH
o .

///, ", O O
.,

OH

"y
HO “IoH

oH

23. Kaempférol-3-robinobioside

Ning etal., 2008
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Tableau VII: Quelques flavonoides isolés Eepumila(suite)

Partie de la plante Composé isolée et nom Références

HO
OH

24 Kaempférol-3-rutinoside
Feuilles Ning etal., 2008

OH

OH

25:; Catéchine

L'intérét de I'étude d’'une plante ne consiste paglement a la décrire et recenser ses
vertus médicinales, mais également a isoler lesaloétes secondaires responsables de ses
activités. Au regard des tests chimiques qual#aigérés sur les composés isolés de ces deux
Ficus,la majorité serait des flavonoides. Il nous anadeemblé opportun de faire un rappel sur

la chimie des flavonoides.

I.4- GENERALITE SUR LES FLAVONOIDES

Les flavonoides désignent une trés large claspeadiiits naturels dérivés des plantes et
présentant une exceptionnelle diversité. Ces midécuaromatiques polysubstituées
appartiennent a la famille des polyphénols (HarleoemnWilliams, 2000). A ce jour, Pas moins
de 10 000 structures ont été isolées, caractéretepscensees, ce qui fait des flavonoides le
troisieme plus grand groupe de produits naturgigesales terpénoides (environ 30 000) et les
alcaloides (12 000), (Tahara, 2007 ; Ziegler etkint, 2008 ; Degenharétal., 2009 ; Martens
etal., 2010). lls sont a l'origine d’effets physiologies bénéfiques pour I'organisme humain et

méritent I'intérét croissant que la recherche [sante.
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1.4.1- Etude structurale et classification

Les flavonoides possédent un squelette de base aometype 1,3-diarylpropanoide en
Cs-C3-Cs, dont un chainon propanoide souvent engagé ddimewéther formant un cycle central
hétérocyclique de type benzopyrane appelé cycledéle cycles aromatiques, nommeés cycles
A et B. L’hétérocycle central C existe communénsmis trois formes : pyrane, pyrylium pu
pyrone (Aron et Kennedy, 2008).e systéme de nomenclature le plus courammenséitour
les flavonoides fut initialement suggéré par Hemiag (1982) puis étendu par Porter en 1988.
Une numérotation spécifique a été établie en fonate la substitution de ces trois cycles comme

indiqué ci-apres, et sera utilisée pour I'ensendelee manuscrit (Schéma 2).

A : cycle phloroglucinol ou resorcinol
B : cycle mono, di, ou tri-hydroxylé
C : cycle pyrane

1,3-diarylpropanoide noyau flavane

Schéma 2 :Squelette commun des flavonoides

Selon I'état structural et le degré d’oxydationl’tiétérocycle central C, les flavonoides
peuvent étre répartis en plusieurs sous-classeseqilistinguent par une diversité fonctionnelle
au niveau des carbones 2, 3 et/ou 4 (ForkmannlerHEQ99 ; Crozieet al., 2009).

Par ailleurs, au sein d’'une méme sous-classepksilplités de substitution des cycles A
et B sont multiples : onze carbones du squelettefioide peuvent porter un substituant de type
hydroxyle, méthoxyle, méthyle, isoprényle ou beaz@haque groupement hydroxyle, ainsi que
certains carbones, peuvent étre conjugués avec wiplusieurs sucres et le glycoside
correspondant peut étre acylé a partir d’'un aciiplique ou aliphatique.

Les principales classes de flavonoides sont lesstés :

Q O O o C O O
OH OH
o o OH

Flavanones Dihydroflavonol Flavan-3,4-diol Flavones
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N O
X

Z

OH

Flavan-3-ol Flavonol Isoflavone Anthocyanidine

o O ‘ O
I OH

o

Anthocyane Proanthocyanidine Aurone

(0] o
Chalcone Dihydrochalcone

Schéma 3:Principales classes de flavonoides (Andersen ekihdan, 2006)

Plus de 80 sucres différents ont été trouvésdiés flavonoides des plantes. Parmi
lesquels le D-glucose est de loin le monosacchaeigdus courant. Les principaux groupes de

flavonoides peuvent étre définis et difféerenciésiee ci-dessous.

1.4.1.1. Les flavones et flavonols

Le cycle A est trés souvent substitué par deuxdxydes phénoliques ens@t G, libres
ou estérifiés. D’autre part, le cycle B peut éubstitué en ¢, di-substitué en £et Cy, ou tri-
substitué par des hydroxyles, méthoxyles ou prényles flavonols different des flavones par la

présence d’'un hydroxyle ers (Morreeletal., 2006)

1.4.1.2. Les flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones se caractérisent par I'absence deuhle liaison entre les carbones C
Cs et donc par la présence d’'un centre d’asymétri€.eRar conséquent, le cycle B peut avoir
soit la configuration (8), soit la configuration ). Cependant, la plupart des flavanones isolées
des plantes est de configuratioB farce que la réaction enzymatique catalysant laersion
de la chalcone en flavanone est stéréospécifignddisen et Markham, 2006 ; Isorez, 2007 ;
Lahmeret al, 2012).
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Les dihydroflavonols se distinguent des flavanquead’hydroxylation de la position£C
et ont donc un centre asymétrique supplément@nm ét al., 2006). Quatre stéréo-isomeres
sont don@nvisageables, et les quatre configurations stnonéses dans la nature, avec l€g, (2
3R)-dihydroflavonols de loin les plus abondants (@rast Veitch, 2006).

1.4.1.3. Les flavan-3-ols, flavan-3,4-diols ou leucoanthocyanidines

Les flavan-3-ols sont toujours hydroxylées enef se caractérisent par I'absence du
carbonyle en € Cette derniére position peut étre libre (flavaols3 et anthocyanidols) ou
hydroxylée (flavan-3,4-diols). D’'un point de vu@bynthétique, les flavan-3-ols sont dérivés de
la 2S-phénylalanine via les flavan-3,4-diols (Jacqeea., 1977).

La structure conformationnelle du cycle C des ffa@aols a été étudiée, notamment par
Clark-Lewiset al, en 1964Trois conformations possibles sont proposées : -dbaise, C(2)
sofa et C(3) sofa. La conformation demi-chaisegmtssles carbones, @t G de part et d’autre
du plan formé par le cycle A (représenté par ladign pointillé). Ces deux carbones possedent
de vraies liaisons axiales et équatoriales. Lefocorations appelées sofa positionnent le carbone
C2 ou G dans le plan formé par le cycle A et I'autre cadd (G ou G respectivement) en dehors
de ce plan (Figure 4) (Ferreiedal, 1999).

C(2) sofa demi-chaise C(3) sofa

Figure 5 : Conformations du cycle C du noyau flavane

1.4.1.4. Les chalcones, dihydrochalcones et aurones

Les chalcones, dihydrochalcones et aurones soist ¢dtasses distinctes de composeés
comprenant pas moins de neuf cents structures pesrfiavonoides naturels.

La caractéristique principale qui distingue leslotaes et les dihydrochalcones des
autres flavonoides est la chaine ouverte quisieyeles A et B a la place de I'hétérocycle central
C. Les chalcones ont leur noyau pyranique centrgbid et sont constituées par deux unités
aromatiques reliées par une chaine tricarbonéenigée et insaturée. Le noyau B est assez
frequemment non substitué, alors que les subsiitsiBur le cycle A sont plus souvent identiques

a celles des autres flavonoides. Toutefois, cegautas naturelles sont toutes hydroxylées et/ou
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meéthoxylées et diverses combinaisons de trois @rsiMpements peuvent fonctionnaliser les
cycles A et B du squelette chalcone (Veitch et @ra006).

Les aurones sont caractérisées par une structugpee®-benzylidene coumarone (Ono
et al.,2006 ; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.4.1.5. Les isoflavones

lls dérivent d’'une structure 1,2-diphénylpropan@ale cycle B en positionsClls
peuvent étre classés en une douzaine de catégttiesirales.

HO o) HO o) 0
C' C @
OH O @ OH O @ @
OH

OH
Isoflavone Isoflavanone Isoflavane
0 o ') o o
C D C C D
o) 0 )
Roténoide Ptérocarpane Coumaronechromone
0 0

3-Arylcoumarine Coumestane

Schéma 4:Sous-classes des isoflavonoides (Boland et Donri€l§g ;
Andersen et Markham, 2006)

Ces catégories different entre elles, par le defjp&ydation et I'existence ou non
d’hétérocycles supplémentaires. Le schéma 4 presdes différentes sous classes
d’isoflavonoides. Dans chaque catégorie, on nosteéwent la présence frequente de dérivés
prénylés. Parmi tous les isoflavonoides répertataiss le regne végétal, la catégorie la plus
largement représentée est celle des isoflavonegylyoosylées. Les isoflavones glycosylées

guant a elles, existent mais sont plus rateglycosylées et exceptionnelleméhyglycosylées).
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1.4.1.6. Les anthocyanidines et anthocyanes

Les anthocyanes, formes glucosylées des anthoégasjdsont des pigments visibles a

I'ceil nu qui donnent aux fruits et aux fleurs leouleur rouge, bleue et pourpre.
R

: |
R

@
R o)
X
= Cation flavylium

R
R R =H, OH, OMe

Ces composés présentent la particularité d’étre fmume de cation appelé flavylium
dans les milieux acides. Chaque anthocyane peaitd@férencié par le nombre de glucoses
estérifiés, le taux d’acylation de ces glucosek abmbre d’acides aromatiques ou aliphatiques
qui peuvent étre liés a ce sucre (Macheix, 1990).

1.4.1.7. Les proanthocyanidines ou tannins condensés

Les proanthocyanidines, encore appelées tanninsleosgs, sont tres largement

répandues dans le regne végétal, par exemple eaufiwits, les baies et les graines (Hellstrom

etal., 2009).
l OH
R

OH
®
HO. o e HO. 0
R X
- 00 9 n
OH Z on
OH OH

Proanthocyanidines Anthocyanidines

Schéma 5:Conversion des proanthocyanidines en anthocyarsigiaecatalyse acide

D’un point de vue structural, ce sont des oligométenité monomérique de flavan-3-
ol. Les unités de départ de la plupart des proagthdines sont les (+)-catéchine et (-)-
épicatéchine. Les structures des proanthocyanidiagent selon la nature du flavan-3-ol de
départ et des unités d’extension (stéréochimie yeiraxylation du motif), le degré de

polymérisation, la présence ou l'absence de madifins telles que [I'estérification du
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groupement hydroxyle en position 3, mais aussiadeokition et la configuration de la liaison
entre ces unités (Dixoet al, 2005).

1.4.1.8. Les flavonoides prénylés

Le terme « prénylé » est utilisé au sens large déaigner le substituant prényle et/ou
isopentényle, les dérivés furano et diméthylpyramo.encore le substituant géranyle et bien
d’autres (Dewick, 1994; Chesat al, 1991).

3-méthylbutyl 3,3-diméthylallyl 1,1-diméthylallyl  3-hydroxy-3-mé 1-hydroxy-3-mé 3-hydroxy-mé

ou (3,3-DMA) ou (1,1-DMA) thyl-trans but-1-ényl  thyl-but-2-ényl thylbutyl
OH OH
OH
O:
OH
\ HO'

A o nANS V.7V e
3-méthyl 2-hydroxy- époxyprenyl 3-hydroxy-3-mé 3-hydroxyméthyl- 1,3-dihydroxy-3-
but-1-ényl 3-methy! thylbuty! 3-méthyl-but-2-ényl méthylbutyl

but-3-ényl
OH
HO
\ OH _
7,8-(2,2-diméthyl 7,8-(2,2-diméthyl-3, 7,8-(2,2-diméthyl-3, 7,8-(2,2-diméthyl-4, 7,8-furano 6,7-furano
pyrano) ou 7,8-DMP4-dihydropyrano)  4-dihydroxy-3,4-  5-dihydroxy-3,4-di
ou 7,8-DMDHP dihydropyrano) hydropyrano) P

O. O. o o 0.
HO
\
6,7-(2,2-diméthyl  6,7-(2,2-diméthyl-3, 6,7-(2'-isopropényl-di 6,7-(2-(2-hydroxyisopro 7,8-(2'-(1,2-époxy-

pyrano) ou 6,7-DMP  4-dihydropyrano) hydrofurano) pyl-)dihydrofurano 2-méthyl)-furano
ou 6,7-DMDHP ou 6,7-PDHF ou 6,7-PDHF

Schema 6:Différents types de prénylation rencontrés dargeleeFicuset les genres voisins

Les différents types de prénylation rencontrés tlagenrd-icuset dans les genres voisins

(Dorstenia, Morus, Artocarpisont représentés et regroupés dans le schéma 6.
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1.4.2- Voie de biosynthése des flavonoides

A ce jour,ll existe plusieurs ramifications dans la voie despnthése des flavonoides.
Une des caractéristiques principales du métabolistas flavonoides est son origine
biosynthétique mixte. Le squelette flavonoide étlaboré a partir de deux précurseurs clés
d’origine biosynthétique distincte. Le premier préseur (malonyl-CoA) est synthétisé par la
voie de l'acétate de malonate (voie des polycétigasl'intermédiaire d’une réaction catalysée
par l'acétyl-CoA. Le second (4-coumaroyl-CoA) eghthétisé en empruntant deux voies
biosynthétiques successives: la voie de 'acideisique. Cette voie métabolique est commune
a I'ensemble des composés phénoliques. Les prelftém@noides de cette biosynthése, les
chalcones, sont formés a partir du 4-coumaroyl-Qui#ienu en trois réactions séquentielles) et
a partir du malonyl-CoA. Le 4-coumaroyl-CoA est qud a partir d'un acide aminé, la
phénylalanine, qui subit trois conversions enzyquas catalysées par la phénylalanine
ammonia-lyase (ou PAL), la cinnamate 4-hydroxykaseC4H) et la 4-coumarate : CoA ligase
(ou 4CL), (Bednar et Hadcock, 1988).

La premiere étape de la biosynthése consiste eanldensation du 4-coumaroyl-CoA
avec trois molécules de malonyl-CoA catalysé pahkdcone synthase (CHS) pour produire une
chalconegréant ainsi le squelette de base des flavonokdesi, les trois molécules de malonyl-
CoA fournissent le cycle A ou phloroglucinol demvibnoides et le 4-coumaroyl-CoA procure le
cycle B et les 3 atomes de carbone du chainon poige central (6Cs). La deuxieme étape est
lisomérisation de la chalcone pour former la flagae, qui peut se produire spontanément ou
bien en présence de la chalcone isomérase (CHI¢agalyse la cyclisation intramoléculaire
stéreospécifique des chalcones en flavanones, wxesvec la configurationSZCain et al.,
1997; Bednar et Hadcock, 1988).

La 2Sflavanone est le substrat commun de plusieurs gtaipsynthétiques reliant trois
réactions majeures : la flavanone peut étre comvert isoflavone sous 'action de l'isoflavone
synthase (IFS), ou bien subir une hydroxylatiomesition 3 pour former I'ériodictyol grace a
la flavonoide 3hydroxylase (F3). Les flavanones peuvent également étre oxygéraes
dihydroflavonols de maniére stéréospécifique parfldganone 3-hydroxylase (F3H). Ces
dihydroflavonols peuvent étre ensuite hydroxylésdeux enzymes, la A3 et la F3'H aussi
appelée flavonoide 3~ hydroxylase, et c’est la présence ou I'absenasedaleux enzymes qui
va déterminer le nombre de groupes hydroxyles dledy du dihydroflavonol, aussi bien que
celui des monomeres de proanthocyanidines. L'aat®ia flavonol synthase (FLS) permet la

déshydrogénation de la liaison-C3 du dihydroflavonol en flavonol, cependant cetteyame
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est en compétition avec la dihydroflavonol RéduEtéBFR), qui est capable de réduire les
dihydroflavonols pour former les leucoanthocyanédinou flavan-3,4-diols (Schéma 7),
(Forkmann et Heller, 1999 ; Marteatal., 2002).
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Erythrose + 4—phosphate‘

Metabolisme des hydrates de carbone

Phosphenopyruvate
l DAHPS V
3-deoxy-D-arabinoheptulosonate 7-phosphate Lipides
DHQS
HO, ,COOH
Y
Ho™ T ToH Acides gras
OH
3-dehydroquinate
DHD/SDH
COOH
COOH
B-oxydation
— shikimate
HOY
3- dehydroshlklmate oH
SK
shikimate 3-phosphate
Y
* Acetyl CoA
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
CS
COOH
\j
chorismate JJ\ SCon
0.
COOH -ozc/\n/
o]

Malonyl-CoA
acide prephenlque

COOH
phenylalanine =
NH,

lPAL

X - COOH
cinnamate ©/\/

3 xmalonyl-CoA

O« _SCOA OH @ OH
o HO @ |
—_—
CHS
O O

OH O
naringenine chalcone

4-CH
4-Coumarate
4 CL

@/\/K

4-Coumaroyl-CoA

Schéma 7 Voie de biosynthése de la naringénine chalconeta das hydrates de
carbone (Kreuzaler et Hahlbrock, 197Rednar et Hadcock, 1988 ; Cahal, 1997)
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Isoflavanones

HO

FL

OoH O kaempférol

Flavonols

oS

Chalcon

(6]
naringénine
o g OH

Flavanones

F3H

DFR

OH
Flavan 3,4-diol
(leucocyanidine)

OH

F3H

HO
F35H \@[rgy on

OH Od|hydrokaempferop
Dihydroflavonols

o Eriodictol

F3H

OH
® OH

@EOH
OH

d|hydroquercétine

OH O Quercétine
Flavonol

R
OH
N .

Anthocyanldlne \ @:

OH
OH
"You DFR (2R, 39)-flavan -3-ol
3GT
OH
R (2R, 3R)-flavan -3-ol
OH Y
Proanthocyanidine synthase ?
HO O\ R\ R
Z\ HO
R OH
OH (6]
\OH
n
Anthocyane OH
OH
R

Proanthocyanidine (tannin condensé)
Schéma 8:Voie générale de la de biosynthése des flavonglMagenset al, 2002)
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1.4.3- Méthodes de séparation et d’analyse des flavonoides

1.4.3.1- Méthodes de séparation et de purification

Comme toutes les substances naturelles, I'analyda domposition des extraits bruts,
celle des fractions obtenues par dégrossissenaesgphration des métabolites secondaires, ainsi
gue la pureté des molécules isolées sont obtemndésgtechniques chromatographiques usuelles
a savoir :

- La chromatographie liquide sur colonne ouverte

- La chromatographie sur papier

- La chromatographie sur couche mince (CCM Prép.)

1.4.3.2. Méthodes d’analyse des flavonoides

Comme méthodes d’analyse des flavonoides nousc#er

- L'ultra-Violet (UV) : I'examen des flavonoides sous lumiere UV 365 esntres
utilisé pour 'identification des flavonoides. Tdes flavonoides apparaissent en UV sous forme
de spots colorés, permettant d’avoir des renseignsmécessaires dans la détermination de
leurs structures (Mabmst al, 1970 ; Harborne, 1975 ; Markham, 1982).

- La spectrométrie Ultraviolet-visible (UV-vis)

C’est une méthode tres importante pour l'analyks flavonoides, pour cela
'enregistrement d'un spectre d’absorption ultréeiodans le méthanol est indispensable.
L’addition de réactifs aux échantillons donne d&@srimations importantes sur la nature et la
position des substituants (Jurd, 1962 ; Bacon diriy)d 976 ; Markham, 1989).

- La spectrométrie de masse

Elle fournit un pic moléculaire dont la mass&segne globalement sur le nombre et la
nature des substituants hydroxyles, méthoxylesylase prényles etc. (Nielson et Moller, 1970).
Les pics de fragmentation caractéristiques foueniskes renseignements sur la répartition des
substituants sur les noyaux A et B. Le développé¢menlivers modes d’ionisation dont les plus
récentes sont les techniques d’ionisation douces squnt I'électrospray (ESI : electrospray
ionization) et l'ionisation chimique a pression asphérique (APCI : atmospheric pressure
chemical ionization) connaissent un véritable ssicgermettant entre autres I'analyse des
structures complexes. Les flavonoides glycosylés gdnéralement enregistrés en FAB.

- La spectroscopie de résonance magnétique nucléa{iRMN)

Cette technique tres précise et trés efficacesasamment utilisée et permet entre autres de:
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- Differencier les squelettes de flavonoides paris®nce ou I'absence de signaux
spécifiques.

- Localiser et différencier les diverses famillespdetons, éventuellement leur localisation
en fonction de leur nombre et des constantes delagel

- Déterminer le nombre, la nature et la position uleiges osidiques (sucres) ainsi que la

nature de la jonction qui les lient (Markham, 19&%awan, 1992 ; Markham et Geiger, 1994).

1.4.4- Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont souvent des molécules de siéf@mntre les organismes pathogenes.
Il n’est donc pas surprenant que certains de aepasés possedent un potentiel en thérapeutique
contre les microorganismes (bactéries, virus, chgmons), les parasites et les insectes. Leur
capacité antioxydante peut aussi expliquer unicem@ambre de propriétés thérapeutiques.

1.4.4.1- Activité antimicrobienne

Il est connu que certains flavonoides sont syrgéstpar les plantes lors de I'invasion
microbienne (Dixoret al, 1983), il est par conséquent logique, qu’ils seidg comme substances

antimicrobiennes efficaces vitro contre les microorganismes (Cowan, 1999).

Activité antibactérienne

Des étudesn vivo sur animaux se sont révélées encourageantes (tnercéez le
cochon d’inde infecté pashigella sophoraisoflavone en injection intrapéritonéaiezcdes
souris infectées paalmonella thyphimurium(Cushnieet al, 2005). Il est suggéré que les
isoflavonoides agiraient en interférant avec I'mpmoation de métabolites et de nutriments dans
les cellules bactériennes ou en affectant les acideléiques des MRSA (Botta al, 2009). I
semble que la position et le type des prénylatsmisnt importants pour I'activité. En effet, on a
les meilleures activités avec les groupements é&opes en position’gcycle B) et en 6 (cycle
A). De plus, une hydroxylation en position 5 augieesit I'activité. La présence d'un
groupement hydroxyle aliphatique sur I'isoprényteiait étre mise en relation avec une action
sur les souches & aureusnéticilline résistantes. De plus umgtadihydroxylation, soit sur le

cycle A ou sur le cycle B, augmente l'activité (2adt al, 2009 ; Halbwirth, 2010).

Activité antifongique

De nombreux flavonoides possedent des activitébagiques, le plus grand nombre
appartient aux flavanones et aux flavanes. Quekespit la classe de flavonoides considérée, il
apparait que le caractere lipophile des composgseante I'activité, permettant aux molécules

de pénétrer plus facilement a travers la membrangidue (Grayeet al, 1994 ; Jimenez-
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Gonzalezet al, 2008). De plus, la présence d’'une chaine isopapparait comme importante

pour I'activité mais pas essentielle (Jimenez-Gtazzat al, 2008).

Activité antivirale

Le flavonoide le plus étudié est de loin la gémsté néanmoins les mécanismes d’action
ne sont pas clairement élucidés (Andegsal, 2009). Des isoflavanones ainsi que des
isoflavonoides prénylés ont une activité antivirale le VIH. Des études suggérent qu’une
absence de groupement hydroxyle en positiat 4ne absence de substituant en position 5 est
nécessaire a lactivité (Bottat al, 2009). Des flavones (baicaléine, robustaflavobe e
hinokiflavone) sont décrites comme inhibant la reeetranscriptase du VIH-1, d’autres
(gardénine A, 3,2dihydroxyflavone) inhibent la protéinase de VIH-lintégrase de VIH-1 ou
la transcription virale. Dans une étude sur 34dimides naturels ou de synthése, la chrysine
apparait comme la molécule présentant le meilledex thérapeutique contre VIH-1. Plusieurs
mécanismes d’action sont proposés, incluant unéitidn de la polymérase virale, un
attachement a I'acide nucléique viral ou aux pragide la capside virale (Cushateal, 2005).
Le mécanisme des effets antimicrobiens des polygh&st sans doute tres complexe.

1.4.4.2. Activité antioxydante

L’intérét métabolique des antioxydants alimentafissa I'heure actuelle I'objet d’'un
grand nombre de travaux. Parmi ces antioxydantspdereux auteurs ont mis en évidence le
réle prépondérant des polyphénols.

En effet, les flavonoides apportent une proteatmmtre les radicaux libres en empéchant
leur liaison avec les lipides membranaires desilesll; ce qui se traduit par une diminution du
malonyl dialdéhyde (péroxyde lipidique) et par tatpction de la composition hématologique
en permettant une bonne régénération érythrocygainee prévention contre la leucopénie et la
thrombopénie observées en présence des radicaas (Bhaudhuréetal., 2007 ; Chandana et
Vijayakuma, 2008). Les flavonoides sont suscegille réagir avec la plupart des especes
réactives oxygénées (Fuhrmetral., 1995). En fait, leur activité antiradicalairecessite:

- la structure ortho-diphénolique du cycledsii est essentielle a I'activité des flavonoides
possédant un hétérocycle saturé ;

-la double liaison 2-3 conjuguée avec la fonctionxé-, qui est responsable de la
délocalisation d’électrons stabilisant le radiagdaxy ;

- les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permetterd activité antiradicalaire maximale,
(Lopez-Lazaro, 2000 ; Siess al, 2000).
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Les flavonoides et en particulier la quercétineprésente les trois éléments de structure
décrits ci-dessus, sont des piégeurs efficaces rddicaux hydroxyles et peroxydes
particulierement impliqués dans la peroxydatiomdigue. Enfin, les flavonoides possédant une
structure catéchol sur le cycle B, et en particldi€+)-catéchine, sont des piégeurs de I'oxygene

singulet, une forme réactive de I'oxygene (ErberssReial., 1987).

1.4.4.3. Activité anti-inflammatoires et effets sur le systéme immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les fiaides possedent des propriétés
antiinflammatoires (Da Silvatal., 1994 ; Galatetal., 1994 ; Read, 199%}t sont capables de
moduler le fonctionnement du systeme immunitairel(Neton et Elliott, 1996). Les flavonoides
sont de puissants inhibiteurs de la prolifératies ymphocytes B et T (Mookerje¢ al, 1986
; Namgoongetal., 1994). Les flavones (apigénine, lutéoline et,Z,3rihydroxyflavone) et les
flavonols (kaempférol, quercétine et myricétinelilbent la prolifération des lymphocytes T
alors que seule la myricétine est active sur lesplyocytes B. L’explication est encore mal
connue.

L’effet antiprolifératif des flavonoides pourrafespliquer par leur capacité a inhiber
'activité de certaines protéines kinases (protéikinase C ou protéine tyrosine kinase)
(Mookerjeeetal., 1986 ; Namgoongt al, 1994). Par ailleurs, les flavonoides sont susuep
de diminuer la libération d’histamine des basoghéedes mastocytes (Middleton et Drzewiecki,
1984). La phagocytose qui accompagne une infecti@le ou bactérienne est suivie d’'une
production d’espéces oxygénées reactives par |egrophiles, ce qui va promouvoir

I'inflammation.

1.4.4.4. Intéreét des flavonoides contre I’obésité

Certains flavonoides sont supposés avoir un intfaés le métabolisme lipidique en
diminuant la lipidémie. L'effet de quelques flavaes (la naringénine, la naringine,
I’hesperétine et I'hesperidine) sur la conversies gréadipocytes en adipocytes, sur une lignée
cellulaire AML-I a été étudié (Morikawetal., 2008). Les deux flavonoides sous forme aglycone,
a savoir la naringénine et I'hesperétine, ont indaoiarrét de la croissance des cellules entrainé
par une apoptose. L'impact de la naringénine dtaréntes protéines impliquées dans I'apoptose
a eté déterminé. Le résultat était que dans ldslegltraitées avec ce flavonoide, les taux de
protéines antiapoptotiques (p-Akt, NiB, et Bcl-2) étaient diminués, et ceux de Bad @@ras
pro-apoptotiques) augmentés. L'exposition des kedla la naringénine ou a I’hesperétine durant
de courtes périodes a augmenté la taille des golitieliqgues dans le cytoplasme. De plus,
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I'expression de l&atty acidsynthase (intervenant dans la synthese des agpidgset des PPAR-

y a été augmentée dans les cellules traitées ariagénine. Ces résultats suggerent que
I'apoptose induite par les flavanones n’intervipas sur la conversion des pre-adipocytes en
adipocytes. De ce fait, les adipocytes sembleraiemtas étre une cible directe pour les activités

hypolipémiantes des flavanones (Morikagtal., 2008).

1.4.4.5. Intérét des flavonoides contre le cancer

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les tadltumorales, nous citons la quercétine
et la catéchine qui sont trés abondantes dans lieserds. La quercétine prévient la
cancérogenese, surtout le cancer de la peau elalu ta présence de 20 % de quercétine dans
I'alimentation chez les animaux diminue le canaecdlon et y prévient 'apparition des cryptes

anormales (Pietta 2000).

La catéchine, est un inhibiteur de certaines réastid’'oxydation donnant un ADN
anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-logydrdesoxyguanosine (8-OHDG), un marqueur
des dommages oxydatifs de I'ADN. Il a été prouve lgLcatéchine est plus active que la vitamine
E sur les radicaux libres (Pietta 2000 ; Tomoéaal., 2009).

I.5- GENERALITES SUR LES RADICAUX LIBRES ET LES ANTIOXYDANTS

I.5.1- Les radicaux libres et Espéces Réactives de I'Oxygene (ERO)
1.5.1.1- Définitions

On définit un radical libre, comme étant toute nthimique instable et trés réactive,
atomique ou moléculaire indépendante contenantwplasieurs électrons non appariés (ou
célibataires) dit « libre » sur leur couche exteBien que le terme de radical libre ait souvent
été assimilé a une espéce réactive ou a un oxyila#t important de signaler que tous les
radicaux libres ne sont pas forcément des oxydBetsnéme que, tous les oxydants ne sont pas
des radicaux libres (Novelli, 1997 ; Favier, 2003).

Les ERO sont une famille d’entités chimiques regeo les dérivés non radicalaires (ne
possédant pas d’électron célibataire) dont la itexiest importante (anion peroxyde, peroxyde
d’hydrogene, peroxynitrite) et les radicaux libcegygénés (espéces chimiques possédant un ou
plusieurs électrons célibataires non appariés)irgéressent notre propos (anion superoxyde,
radical hydroxyle, monoxyde d’azote), (Favier, 2003
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I.5.1.2. Origine, production et mécanisme d’action des radicaux libres

L'origine des radicaux libres est diverse : touialrd, la pollution de notre
environnement peut générer la formation d’espégastives de I'oxygene. Les radicaux libres
peuvent étre considérés comme des déchets du rigtadaellulaire. lls ont une durée de vie
extrémement courte. Il est donc difficile d'étudearr métabolisme, si bien que les connaissances
concernant leur production dans des conditions iploggques et pathologiques sont encore
limitées (Favier, 2003).

L'utilisation principale de I'oxygéne par notre argsme est réalisée au niveau des
mitochondries qui lui procure I'énergie nécessaoes forme d’ATP. Cette réaction complexe,
au niveau des membranes internes de la mitochonpaigse par une réduction de fagon
progressive et contrblée de I'oxygene en eau gadpport de 4 électrons. En revanche, sa
réduction incompléte conduit & des espéeces extr@&mienéactives communément appelées
radicaux libres de I'oxygéne, sous l'effet des reyd.V, des radiations ionisantes et des métaux
de transition. Il y a formation successive d’anguperoxyde, de péroxyde d’hydrogéne et de
radicaux hydroxyles (Cadenas et Davies, 2000 ;&fa2D03). Ils sont produits dans toutes les
cellules de I'organisme tout a fait normalemergretaible quantité dans les mitochondries.
s'agit des ions oxygenes, hydroxyles et de I'egigénée qui sont libérés lors des réactions
biochimiques (Martin, 2014).

H>0O
Voie normale
AH", 46 o
2 Gain d'energie

Gain d'energi Ooz— (anion superoxyde)

+ -
2H7,2e + NS
102 (singulet)
HO, ONOO~
(peroxyde d'hydrogene) (peroxynitrite)

Fenton

HO " (radical hydroxyle)

Schéma 9 Formation des Espéces Réactives de L'oxygene (ER@&}in, 2014)
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Les métaux de transition (fer, cuivre, manganésezioa) constituent des éléments
donneurs d’électrons susceptibles d’initier unetiéa radicalaire. Pour le fer, le cycle d’'Haber-

Weiss contenant la réaction de Fenton généere desux hydroxyles.

Avant d'étre neutralisés ils provoquent des |lésgmstous les éléments qu'ils cotoient.
La tendance naturelle des électrons non appaiigeragir avec les électrons de molécules ou
d’atomes voisins, pour reformer des liaisons chuagjcovalentes, confére aux radicaux libres
une tres grande instabilité et une extréme réaetriimique. Le plus souvent, le radical libre va
oxyder de nombreuses molécules biologiques (lipidascides, protéines, acides aminés et
acides nucléiques) ne comportant pas d’électrag#)ataire(s) provoquant ainsi une réaction
en chaine au cours de laquelle apparaissent deeaoxivadicaux dits secondaires, favorisant
ainsi une propagation en chaine de ces derniers ldaganisme. Les différents processus de

formation des radicaux libres sont schématisésesschéma 9.

Heureusement, ces effets déléteres des radicaes Kont fortement atténués grace aux
nombreux systemes de défense de I'organisme. Leefig présente les différents sites d’action

des radicaux libres dans la céllule.

[S—

: Noyau (ADN)

o

: Membrane plasmique (lipides)

3 : Cytosol et milieu extracellulaire (Protéines)

Figure 6: Les sites d’action des radicaux libres dans laise(Wilson et Salamatian, 2003)

L'organisme sait cependant se défendre contre ciegrace aux enzymes antioxydantes
contenues dans nos cellules. Ces enzymes sonsaidés leur action antiradicalaire par les
vitamines E et C, la provitamine A, le zinc et Eémnium. Si ces systemes de défense sont
débordés ou insuffisants, les radicaux libres dewaat nuisibles : ils s'attaquent alors aux
membranes cellulaires dont les acides gras insasamét dénaturés (leur structure est modifiée);

ils agressent également les protéines.
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I.5.1.3. Principaux radicaux libres

Les especes réactives de I'oxygéne regroupentdiebke des dérivés radicalaires de
'oxygéne, mais également d’autres composés noicakaites trés réactifs. Les principales

especes réactives de I'oxygene sont regroupéedaltaideau VIII.

Tableau VIII : Les principales especes réactives de I'oxygene

Nature Especes Réactives de Formules chimiques
I'Oxygene
Dioxygéne singulet 10,
Anion superoxyde &
Radical monoxyde d’azote NO
Radicaux Radical hydroxyle HO
Radical alkoxyle RO
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyde ROO
Hydro peroxyde organique ROOH
Peroxyde d’hydrogéne 757}
Non radicaux Oxygene moléculaire 30,
Peroxinitrite ONOO
Hypochlorite clo

Il existe de facon globale deux principales sourEs Espéces Réactives de I'Oxygene
(ERO) qui sont : les sources exogenes et les shermogenes (Salvayeeal, 2003).

» Sources exogenes des ERO
Elles sont surtout d’origine physique et chimigeg. (adiations X ou gamma, UV (315-

400 nm), radiolyse de I'eau, réactions photochiregju..), (Salvayret al, 2003).

» Sources endogenes des ERO
De nombreux systemes enzymatiques identifiés @snsellules sont également capables

de générer des oxydantdes NAD(P)H oxydases sont des enzymes présentesldgaroi
vasculaire et qui génereft, en utilisant le NADH ou NADPH comme substrat. Lantkane-
oxydase joue un role important dans la producteEmERO lors de I'ischémie/reperfusion. Dans
'organisme, I'oxygene est réduit a 95 % dans leochondries (centrale énergétique de la

cellule) par voie enzymatiqgue en molécule non togiMabileet al., 1997).
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1.5.1.4. Roles physiologiques des radicaux libres

Les organismes vivants possédent des systemedateseé ainsi a I'état physiologique
il existe un équilibre "naturel" entre la productiales radicaux libres et les systémes
antioxydants. Les leucocytes et les macrophagkseumti leur effet bactéricide: ils produisent des
radicaux libres pour détruire des bactéries outidawxénobiotiques.

Les ERO sont des armes a double tranchant : ileegeat I'organisme contre les
microorganismes et les cellules tumorales magitd aussi a l'origine de I'altération et de I'asur
des tissus donc responsables de la toxicité dggime et de ses effets mutagenes. L'ensemble
de ces effets négatifs de lI'oxygene est appelédsssoxydant, qui peut étre considérablement

majoré dans certaines circonstances pathologidrisetet al, 2004).

I.5.1.5. Roles des radicaux libres dans quelques pathologies

La présence des ERO a des conséquences potentiellgnaves pour la cellule. Sous
certaines conditions, il apparait un déséquilibreeela production des radicaux libres et les
systemes antioxydants provoqué soit par une primtuekagerée de radicaux libres, soit par une
diminution des défenses antioxydantes sous I'eiéetertains stimuli-pathologigues endogenes
(hyper-LDLémie, diabéte de type Il, cancer, etai)exogenes (polluants environnementaux,
tabagisme, ...). On parle alors de stress oxydanwbrgihe bien souvent d’altérations
moléculaires participant a de nombreux processubolmgyiques comme I'atherosclérose,
I'hypertension, I'asthme, la cirrhose, la fibrosgstque, I'infection au VIH, la maladie de
Parkinson, le mongolisme, le syndrome de Down,(€tosta et Moradas-Ferreira, 2001).

Cependant, il est difficile d’évaluer le rble pae ces ERO au cours des différents
stades du processus pathologique. Ce sont des satetlo&r des molécules dotés d'une forte

énergie et qui, avant d'étre neutralisés détruiseigu'ils rencontrent.

I.5.1.6. Systémes de protection contre les ERO

Notre corps peut étre comparé & une immense wkine laquelle des milliards de
réactions chimiques se produisent en méme temps. g?éserver sa survie, I'organisme doit
disposer de moyens lui permettant de contrer 163,ERblécules douées d’une extréme toxicite.
Ces systemes de défenses sont constitués d’'ursdispadogene d’'une part comprennant des
enzymes présentes dans la plupart des cellules telle le superoxyde dismutase (SOD), la
catalase, le systeme glutathion-peroxydase, etdigpositif d’antioxydants exogénes apportés

par I'alimentation ou les médicaments (Favier, 2003
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Les « piégeurs de radicaux libres » encore appeliggxydants, agissent en piégeant les
radicaux libres et en captant I'électron célibadies transformant en molécules ou ions stables.
Les antioxydants patrouillent dans toutes les zdnerps et élaborent des stratégies de défense
spécialisées. Aussi longtemps que ces lignes dms@inaturelle sont intactes et completes, les

radicaux libres ne peuvent nuire a I'organisme (&a2003).

I.5.2- Les antioxydants

1.5.2.1- Définition

On désigne par antioxydant (ou piégeurs de radiddugs) toute substance qui,
lorsqu’elle est présente en faible concentratiomgarée a celle du substrat oxydable, peut
retarder ou empécher de maniere significative kiatypn de ce substrat. Ce sont des composés
qui réagissent avec les radicaux libres et lesaenidoffensifs (Boyeet al,, 2003).

La raison pour laguelle les antioxydants sont irtgous vient du fait que I'oxygéne est
un élément potentiellement toxique puisqu'il pere &ansformé en formes plus réactives telles
gue le superoxyde, le peroxyde d'hydrogene, I'axggeingulet et les radicaux hydroxyles,

collectivement connus sous le nom d'oxygene dgtf/d et al, 2003).

1.5.2.2. Mécanisme d’action des antioxydants

Formation des radicaux libres oxygénés

Polyphénols o /
Mt : 2
Métal de Mt
Régénération Métalse® o' PHAGOCYTE
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Figure 7: Mécanisme d’action des Especes Réactives de I'Gre/ffeock, 2006)
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1.5.2.3. Les antioxydants naturels

Les plantes constituent une source trés importdiaetioxydants. Les antioxydants
naturels dont I'efficacité est la plus reconnuesabi&n dans 'industrie agroalimentaire que pour
la santé humaine sont les tocophérols, la vitar@ines caroténoides, I'albumine, I'acide urique,
les cestrogenes, les polyamines, les flavonoidesdd ascorbique, les composés phénoliques,
etc. Les antioxydants peuvent stabiliser les menmgsran diminuant leur perméabilité et elles
ont également une capacité de lier les acidesligras (Favier, 2003).

De nombreuses études ont mis en évidence des cémposioxydants dans divers
végetaux (Kasugatal., 1988) comme par exemple le romarin (@fal., 1982), la cosse de riz
(Ramarathnanetal., 1989), le thé (Amarowicz et Shahidi, 1996), faige de sésame (Fukuda
etal., 1985) ou de colza (Wanasundatal., 1994), le gingembre (Jita al., 1992), etc. Les
antioxydants d’origine naturelle semblent contribde maniére significative a la prévention de
certaines maladies telles que les cancers et Ieslima cardiovasculaires.

L'intérét porté aux antioxydants naturels, notamimtennature polyphénolique ne cesse
de croitre. Dans le domaine de la nutrition, ilgifal’étudier de nouvelles molécules pour la
prévention et/ou le traitement de certaines masddes au vieillissement. Ces derniéres années,
de nombreuses classes de substances naturellégéogtudiées et le nombre de composeés
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes iss@rges ne cesse de croitre.

Les polyphénols, et particulierement les flavonsigeuvent agir de différentes fagcons
dans les processus de régulation du stress oxydsoit par la capture directe des especes
réactives de I'oxygéne, soit par chélation des métie transition comme le fer (empéchant ainsi
la réaction de Fenton) ou par inhibition de l'atéwe certaines enzymes responsables de la
production d’ERO. Sous certaines conditions, lagdhoides sont cependant susceptibles de se
comporter comme agents prooxydants et d’engendeealiération des protéines, de 'ADN ou

encore des lipides membranaires et des glucidesg@&ial, 2000 ; Favier, 2003).

I.6 - LA MALADIE D’'ALZHEIMER (MA)

I.6.1- Introduction

Avec le vieillissement de la population, la MA dstvenue un probléme majeur de santé
publigue. Outre la prise de conscience générale@ddemes que pose cette maladie, son codt
global pour la société, déja tres éleve, ne devesiser de s’alourdir car sa prévalence croit d’'une
maniere exponentielle avec I'age. Les progres wféescces derniéres années, tant sur le plan

physiopathologique, clinique et thérapeutique, sonsidérables (WAR, 2010 ; HAS, 2011). Le
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souci actuel du clinicien doit étre de diagnostidaanaladie le plus précocement possible afin

d’instaurer une prise en charge rapide et adaptée.

1.6.2- Définition
La maladie d'Alzheimer (MA) du nom du neuropsychiatemand Alois Alzheimer
(1864-1915), est une maladie dégénérative et évelutu cerveau qui engendre un déclin

progressif des facultés cognitives, notammentdalfé de penser et la mémoire (HAS, 2011).

1.6.3- Description clinique

La MA est principalement caractérisée par une a#stron progressive, irréversible et
durable de certaines régions de certaines celldiescerveau qui affecte a terme le
fonctionnement intellectuel (mémoire, orientatipmgement, langage, et capacité a acquérir de
nouvelles connaissances) et comportemental (exsmerjugement) d'un individu. Avec le

temps, la vie quotidienne est compromise (WAR, 20d8S, 2011).

1.6.4- Prévalence

Un siecle aprés sa découverte, la MA est |la foren@&mnence sénile la plus répandue (80
% des cas) et touche 24 millions de personnesvaryde monde. Ce chiffre pourrait atteindre
les 81 millions en 2040, notamment a cause duigssiment de la population (Feetial,, 2005).
En effet, bien qu’elle ne soit pas directement éaysar I'age, cette pathologie concerne 3% des
personnes ageés de plus de 65 ans, et 20% desgpBisahs. Ainsi, 60% des personnes touchées
par la MA vivent dans les pays développés, ou empce de vie est plus longue (Letenretur
al., 1993 ; (WAR, 2010 ; HAS, 2011).

1.6.5- Neuropathologie

Bien qu’il existe de nombreux tests permettant dsti® en évidence les démences
séniles, le diagnostic de la maladie d'Alzheimepeat se faire avec certitude que par I'examen
histopathologiqug@ost mortendu cerveau, révélant une atrophie marquée, airsdqa Iésions

caractéristiques et la dégénérescence neurofileillalzheimer, 1897).

1.6.5.1- Peptide f-amyloide et plaques séniles

Les plaques séniles formées a la surface des resug@meérent des radicaux libres qui
entrainent des lésions au niveau du neurone etentnée massive de calcium dans la cellule
(Mattson et Goodman, 1995; Mag al, 1996). De plus, elles activent anormalement la
microglie qui, au lieu de phagocyter le peptide provoque des réactions inflammatoires ainsi

gu’une augmentation des radicaux libres (Kawakatral, 2004; Wilkinson et Landreth, 2006).
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Schéma 101a cascade amyloide (Urbain, 2007).

Le résultat de cette cascade de réactions estriademneurones par apoptose (Floeten
al., 2005). Cette hypothése de réactions en chaime |epoint de départ est le peptidg, &st

couramment admise et appelée cascade amyloidey(gaktiggins, 1992).

1.6.5.2. Perte neuronale et déficit cholinergique

La mort des neurones intervient principalement areau de I'hippocampe, zone
impliquée dans la mémoire épisodique et spatialsi gue dans I'apprentissage, au niveau du
cortex entorhinal impliqgué dans la mémoire assiv@aéet au niveau du noyau basal de Meynert
(Whitehouseet al, 1982; Jessest al, 2006). Il en résulte une atrophie marquée duezarehez
les patients au stade avancé de la maladie (Figce3) zones situées dans la partie basale du
cerveau antérieur sont les principales sourceseliration cholinergique (Schliebs et Arendt,
2006), entrainant un déficit en acétylcholine cleszpersonnes atteintes par la MA (Riclger
al., 1980).

L’acétylcholine est un neurotransmetteur essermimgliqgué aussi bien dans les processus
d'apprentissage, de concentration, de mémorisatimourt ou long terme, que dans le systeme
nerveux périphérique (Drachman et Leavitt, 1974y. &lleurs, il a été démontré que I'enzyme
catalysant la synthése de I'acétylcholine, la clekcétyltransférase, est nettement déficitaire
chez les personnes atteintes de la maladie d’Atzxre(Perryet al, 1977; Rossoet al, 1982;
Rinneet al, 1988) ; Ces observations ont conduit a I'hypathéisolinergique (Bartust al,
1982), ce qui stipule que les troubles cognitif$adealadie sont principalement dus a un déficit
cholinergique, et que ces disfonctionnements pdwdtea atténués par I'utilisation d’agonistes
cholinergiques (Cummings et Back, 1998; Fraetial, 1999).
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Figure 8: Atrophie cérébrale. A) cerveau d’'une personne &gée. B) cerveau d'une

personne atteintge la maladie d’Alzheimer (Tyas, 2001).

1.6.6- Symptomes

La MA est une maladie progressive assez lente.ptesiieres manifestations de la
maladie sont le plus souvent des troubles de laowén(i’5 % des cas). Puis, a ces troubles de
la mémoire et du langage viennent s’ajouter deblpnees de motricité et d’orientation dans
I'espace et le temps. L'intensité de ces symptoénetue avec la maladie, et la personne atteinte
d’Alzheimer finit par avoir des difficultés a accplin les taches de la vie quotidienne, comme
se laver ou s’habiller. De nombreux patients priesgnégalement des troubles psycho-
comportementaux plus ou moins marqués : brusquaeessa’humeur, agressivité, anxiété,
dépression, voire hallucinations ou paranoia (Liagtaal, 2006). Au stade le plus avancé de la
maladie, le patient ne reconnait plus ses progias, devenir inconscient, et doit souvent étre
admis dans un centre d’accueil spécialisé.

Cependant, bien que la progression de la maladie s méme schéma, son intensité
peut varier d’'une personne a une autre en fond@snconditions de vie, de I'age et de I'état de
santé général du sujet. La maladie se termineisil@ment par le décés de la personne.

1.6.7- Causes

Les causes de la MA restent inconnues. Toutefdige lest le facteur de risque le plus
evident ; en effet, bien que cette neuropathologig’inscrive pas dans le processus normal du
vieillissement, les différentes études sur la pgehee de la maladie indiquent que le risque de
développer la MA augmente avec l'age. D'une manigéeérale, les nombreuses études
entreprises ces dernieres années mettent en awvdioehce de deux types de facteurs : les

facteurs héréditaires et les facteurs de risqeeadi$si environnementaux. Alors que les premiers
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sont pour la plupart bien identifiés, les secorm# souvent sujets a controverse (Dartigetes
al., 1991 ; Laiet al, 2003 ; D'Introncet al, 2006).

0"

53%

prevalence (%)

65 70 75 80 85 90 95 et plus

Figure 9 : Prévalence de la maladie d’Alzheimer selon I'ageténneuset al, 1993)

Au-dela de ces facteurs intrinséques que sont ldige sexe, d’autres déterminants
externes sont a l'étude, tel que la consommatiortatbeac ou d’alcool, ou l'influence de
aluminium. Cependant, les travaux qui tiennerdglément compte d’autres parametres tels que
le niveau d’éducation ou d’occupation infirment césultats (Dartiguest al, 1991; Heberet
al.,, 1992; Letenneuet al, 2004). En effet, le niveau d’éducation et I'aitévintellectuelle
seraient des facteurs influencant le développemeria MA, avec toutefois des observations
contradictoires (Letenneet al, 1999; Fritsclet al, 2002; Wilsoret al, 2004; Caamano-Isorna
et al, 2006). La encore, I'importance des corrélatiamseeles différents facteurs est soulignée
(Garciaet al, 2001). En ce qui concerne la consommation d’djadl® semble n’avoir pas ou
peu d’incidence sur le risque de développer unestiémde type Alzheimer (Hebeital, 1992;
Ruitenberget al, 2002; Letenneuet al, 2004). L'aluminium suscite également des débats

depuis que des traces ont été identifiées darroless Iésées du cerveau (Sgiiral, 1995).

I.6.8- Traitements pharmacologiques

A ce jour, la maladie d’Alzheimer reste incuralleexiste cependant des traitements
permettant d’atténuer les troubles cognitifs, $angefois empécher la progression de la maladie.
La plupart agissent sur l'activité cholinergiquespih et Delwaide, 1999), mais d’autres voies
d’action sont a I'’étude, visant notamment a empélehgroduction de peptidegs (Wolfe, 2002).
Nous nous limiterons ici a quelques traitementgatigbles sur le marché, et principalement ceux

qui inhibent I'acétylcholinestérase.

49



L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme ptésagms le tissu neuronal qui permet
la régulation de linflux nerveux : en dégradanacktylcholine résiduelle issue d’'une
neurotransmission, elle libére la fente synaptigugue d’'une éventuelle nouvelle transmission,
permettant ainsi le passage des informations. Gepersonnes atteintes de la MA, le taux
d’acétylcholine est particulierement bas, ce quiligue les troubles cognitifs observés. L'une
des solutions pour augmenter le taux d’acétylcleolni niveau synaptique consiste alors a

diminuer sa dégradation, ceci en inhibant I'actien’acétylcholinestérase.
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Schéma 11Une synapse et les mécanismes de neurotransmgssibnergique.

C’est sur la base de cette hypothése que sontwppar le marché les inhibiteurs de
I’AChE (Grossberg, 2003; Recanatini et Valenti, 20@epuis, il a été mis en évidence que cette
enzyme, en plus de son réle dans la dégradatidmelhgique, accélére la formation des plaques
amyloides (Alvareet al, 1995; Inestrosat al, 1996) ; ceci renforce I'intérét de découvrir de
nouveaux inhibiteurs de I'acétylcholinestérase.

Les plus courants sur le marché sont :

- La physostigmine ou éséring26), cet alcaloide naturel est le premier inhibitdar
I’AChE a avoir été testé dans le cadre de la MAe E$t issue des feves de CalaPdrysostigma
venenosunBalf., Fabaceae). Son affinité pour 'AChE est(D fois supérieure a celle de
I'acétylcholine, ce qui en fait un parasympathontimee tres puissant qui entraine bradycardie,
vomissements et paralysie respiratoire (Robinséobinson, 1968; Bruneton, 1999).

- La tacrine (Cognex)(27) a été le premier inhibiteur commercialisé dansdére du
traitement symptomatique de la MA en 1993, maigéaabandonnée depuis a cause de ses
nombreux effets secondaires (toxicité hépatiquelies digestifs et cutanés) et d’'une demi-vie
courte qui nécessitait quatre prises par jourucest problématique pour des personnes souffrant

de pertes de mémoire (Augey al, 1997).
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- Le donépeézil (Aricept) (28) est apparu trois ans plus tard, présentant neftets
secondaires et surtout une demi-vie plus longuayuidacilite considérablement la prise du
traitement (Rogers et Friedhoff, 1997). De plusdEnépézil interagit peu avec d'autres
médicaments, ce qui permet de le combiner avedrdsmtraitements tels que des psychotropes.

- La rivastigmine (Exelon) (29), un dérivé de la physostigmine, pour le traitemen
symptomatique des formes légéres a modérémentesédérna MA (Agidet al, 1998; Spencer
et Noble, 1998). Sa sélectivité pour la cholinestércérébrale ainsi que son métabolisme
indépendant du systeme enzymatique hépatique gerhane action ciblée tout en limitant les
effets secondaires et les interactions médicamseseiPolinsky, 1998).

- La galantamine (Reminyl) (30), issue du perce-neige comm@e{anthus nivalid..,
Amaryllidaceae). A la différence des précédentghitdurs, la galanthamine présente un double
mécanisme d’action : en plus d’inhiber 'AChE, gtl®voque une modulation allostérique des
récepteurs nicotiniques présynaptiques, ce qui aatgria libération de neuromédiateurs. Des
études récentes ont par ailleurs démontré unfeffetable de la galanthamine sur la production
du peptide neuroprotecteur sAPfMaelickeet al, 2001 ; Lenzkert al, 2007).

- L’huperzine A (31), un alcaloide naturel autorisé dans le traiterdeatsymptémes de
la MA, mais pour l'instant uniquement en Chine,iloai fait I'objet de nombreuses études (Zhu
et al, 2006) ; il provient d'un lycopode chinois Huperzia serrata (Thunb.) Trevis
(Lycopodiaceae) (Liet al, 1986; Ashanget al, 1992). Cet inhibiteur réversible spécifique de
'AChE présente une demi-vie relativement longueaetéliore les capacités cognitives des
patients sans provoquer d’effets secondaires Iquieiznget al, 2006).

- Le métrifonate (32) est un organophosphate utilisé dans le traitententla
schistosomiase. Des études ont montré que cetstasule, apres conversion naturelle non-
enzymatique, génére une molécule présentant umét@dnhibitrice de I'AChE : le 2,2-
dichlorovinyl diméthyl phosphat&8), encore appelé dichlorvos ou DDVP (Williams, 1p%%e
médicament n’a pas encore obtenu d’autorisatiomie sur le marché pour le traitement
symptomatique de la MA.

De nombreuses molécules d’origine naturelle s¢ igmélées inhibitrices de l'activité
de I'AChE lors de testm vitro, que ce soit des alcaloides ou d’autres classesrdposeés ; ces
molécules proviennent en grande partie de plantas également d’organismes marins tels que
des coraux ou des éponges, ou encore de microengesi(Hostettmaret al, 2006).

Néanmoins, peu de ces métabolites ont fait I'olbgetests sur des modéles animaux.
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1.6.9- Méthodes de détection des inhibiteurs des cholinestérases
Afin de détecter de nouveaux inhibiteurs potentid’acétylcholinestérase, plusieurs
meéthodes sont disponibles. Les principales repaaantles tests colorimétriques, telles que la

méthode d’Ellman et la méthode bioautographiquEasi Blue B.

I.7- LES MALADIES INFECTIEUSES

1.7.1- Généralités

Il y a quelques décennies, les maladies infectiegseblaient étre maitrisées grace a la
généralisation des mesures d’hygiéne et a l'utibsades antibiotiques et des vaccins. Les
progres scientifiques et technologiques laissam@me croire a une possible éradication de
nombreuses pathologies ; celle de la variole airladés années 1970 par la vaccination
généralisée en a été le symbole (Sansonetti et, Qaf6). La résurgence des maladies
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infectieuses et des parasitoses ajoutée a I'émeegeéqguliere de nouveaux agents infectieux ont
démenti ce pronostic optimiste. Les faits sont @éogs :

() la permanence d’endémies dans les pays en déeshmpp et leurs corollaires, le risque
de pathologies d’importation dues a I'explosion des/ages intercontinentaux et a la
globalisation du commerce ;

(i) la résistance des microbes aux antibiotiques @iaasitaires disponibles;

(iii) le sida et les hépatites (B et C) devenus endémigue

(iv) les toxi-infections d’origine alimentaire ;

(v) les infections acquises en milieu hospitalierifdactions nocosomiales) ;

(vi) la menace de catastrophes économiques dues aulgewse d’épizooties avec le
risque croissant de transmission a ’lhomme ;

(vii) les risques plausibles du bioterrorisme ;ssaunblier 'impact du réchauffement global
de la planete sur les agents infectieux, leursveéss et leurs vecteurs (Connoky al, 2004;
Desenclos et De-Valk, 2005).

I.7.2- Prévalence et fardeau économique des maladies infectieuses

Avec une mortalité de pres de 15 millions chaqueéanles maladies infectieuses et
parasitaires sont responsables de 26,3 % des déusés par I'ensemble des maladies et des
traumas survenant sur la planéte (OMS, 2002). kiesipaux types d’infections responsables
de déces sont les infections respiratoires aig8idsnfillions), le VIH/sida (1,5 - 2,7 millions,
avec 1,6 million pour I'Afrique), les maladies diagiques (2 millions avec 760 000 enfants), la
tuberculose (1,6 million) et le paludisme (660 @@gées) par an. La rougeole cause encore 745
000 déces en dépit de I'existence d’'un vaccin &g bien toléré et abordable (Sansonetti et
Orth, 2006 ; Onusida, 2013 ; OMS, 2013 ; OMS, 2014)

L’Afrique et I'Asie du Sud-est supportent la pluste charge de mortalité. Plus de 90 %
des maladies infectieuses humaines surviennent gnpays en voie de développement,
particulierement chez les enfants, dans les rédamplus déshéritées, ou I'hygiene générale et
individuelle est insuffisante et ou les politiquis prévention sont inexistantes, inadaptées ou

insuffisamment financées (McMichael, 2004).

Cependant, le développement industriel génere almss les pays industrialisés de
nouvelles conditions d’émergence infectieuse, cornasénfections alimentaires par des agents
prenant avantage de la chaine du froid ou de Istréhlisation de la chaine alimentaire, les

infections nosocomiales survenant dans un enviroené hospitalier de plus en plus complexe,
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alors que la multi-résistance va croissante, liesiions opportunistes chez les patients immuno-
compromis et les infections des voyageurs (McMitteteButler, 2004). Il est également
important de signaler qu’un pourcentage importantahcers (de 15 a 20 %) sont probablement
causeés par un agent infectieux, viral ou bacté@@amsonetti et Orth, 2006). Les cancers du foie,
du col utérin et de I'estomac pourraient étre geeadiqués par la mise au point ou l'utilisation
(lorsque disponibles) de vaccins, respectivememireoles virus des hépatites B (vaccin
disponible) et C, certains papillomavirus (vacanspartie disponibles) ételicobacter pylori.

Il est par ailleurs probable que des infectionsstiturent un facteur de risque dans I'étiologie de
maladies touchant une large fraction de la popriatiu globe, telles que I'athérosclérose avec
Chlamydia pneumonia@’amashitaet al, 1998) et le diabete avételicobacter pylori(Jeonet

al., 2012).

Les déces et la morbidité liés aux maladies indeisies et parasitaires humaines ont un
colt économique et social considérable et un sfietla croissance qui peuvent étre évalués
globalement en incorporant les co(ts directs imgataaux soins médicaux et les codts indirects
imputables a la réduction d’années d’espéranceieleetvde productivité dus a des morts
prématurées ou a des complications chroniques. @ds pporte essentiellement sur les
populations les plus défavorisées de la planétéMikttael et Butler, 2004). Il va sans dire que
la prévention et le contréle des maladies infesiswdans les régions endémiques représente une
approche socio-économique rentable autant qu’hwstefOMS, 2002 ; Sansonetti et Orth,
2006).

1.7.3- Agents infectieux : Microbes et Parasites

Les organismes causant les infections chez I'horapartiennent a une trés large

gamme de groupes taxonomiques et vont des virusergx

1.7.3.1- Les virus

Les virus infectent toutes les formes de vie, dagdries a 'homme en passant par les
champignons, les plantes et les animaux (Metnal., 1993). IlIs portent I'information génétique
dans leur ADN ou ARN, mais étant métaboliquemeettas par eux-mémes, ils ne peuvent se
répliquer qu’aprés avoir infecté un hote, parasitaimsi I'habilité de I'héte a transcrire
l'information génétique (Kayseat al, 2008).
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1.7.3.2- Les bactéries

Les bactéries sont des cellules procaryotes avee arganisation cellulaire
caractéristique; elles ont un effet bénéfique dimc indirect soit pour leur potentiel usage
commercial, soit pour leur action sur l'organismamiain (flore commensale) ou sur
'environnement dans lequel nous vivons (Migisal, 1993). Par rapport au grand nombre de
bactéries vivant librement, il y en a relativempget qui causent des pathologies avec un impact
important sur le bien-étre des humains. Leur ingrar¢ est telle que les principales ont été bien
étudiées et sont actuellement bien connues. Cepeddanouveaux pathogenes continuent a
émerger entrainant I'apparition d’'infections norcae connues. Ainsi des cas d’infections a
Photorhabdus asymbiotichactérie pourtant entomopathogéne, ont été réesnsignalés aux
Etats-Unis et en Australie (Costaal, 2010).

1.7.3.3- Les champignons parasites

Les champignons sont des microorganismes eucargloteés200 seulement, parmi plus
d’'un million d’espéeces existantes, ont été déquigsiu’a présent comme agents infectieux chez
’lhomme. Seulement une douzaine de ces especesgeatts sont responsables de 90 % des
mycoses. De hombreuses mycoses sont relativemeigiies, c’est le cas des dermatomycoses.
Cependant, ces dernieres années, le nombre de esyo@nacant le pronostic vital a augmenté,
de par notamment 'augmentation du nombre de pgatgsentant un déficit immunitaire, quelle
gu’en soit la cause. La plupart des champignonisoggnes vivent librement ; ils entrent dans
'organisme de I'héte par inhalation ou a travessplaies. Certains existent dans la flore normale
du corps humainGandidg et sont inoffensifs a moins qu'il y ait une dé&aice des défenses

immunitaires (Kayseet al, 2008).

1.7.3.4- Les protozoaires

Les protozoaires sont des eucaryotes unicellulaikegant librement dans
'environnement, mais parasitant 'hnomme. lls canisensi des infections dont la prévalence est
particulierement importante dans les pays chauadrdnsmission des parasites protozoaires se
fait principalement par deux voies, les piglremnskictes suceurs de sang et l'ingestion
accidentelle d’agents infectieux. La restrictioroge@phique de certaines especes est due a la
distribution des insectes vecteurs et/ou aux camditclimatiques nécessaires pour compléter le
développement du parasite dans I'insecte (Sanseb@tth, 2006). Les infections acquises par

voie orale dépendent peu des conditions climatigoegendant la transmission oro-fécale est

55



favorisée par de mauvaises conditions socialeygéhiques, ainsi que par une augmentation

de la survie des agents infectieux dans des condithaudes et humides (McMichael, 2004).

I.7.4- Cas du paludisme
1.7.4.1- Définition

Le paludisme ou malaria est une infection parasitdes hématies, causée par quatre
especes delasmodium(falciparum, ovale, malariae et vivgdransmises a 'homme par un

moustique femelle du genre Anophéle.

1.7.4.2- Manisfestations, épidemiologie et fardeau économique

Le paludisme se manifeste généralement par des dedéevre, des maux de téte et des
vomissements (Kayset al, 2008). La forme la plus virulente et Iétale dis¢ auPlasmodium
falciparum espece que I'on trouve surtout en Afrique subsah@ae, mais qui se propage a
d’autres régions du monde telles que I'Asie du Satlet qui réapparait dans les zones ou il avait
été éradiqué. La seconde espéce la plus fréquentdyax est rarement fatale et se trouve
notamment en Asie, dans certaines parties de I'&uéy dans le Sud de I'Europe et en Afrique
du Nord (Murrayet al, 2009). Parmi la quarantaine d’especes d’anoph@snsmettant la
malaria humaine, I'espé@aopheles gambia& plus compétitive et la plus difficile & comtoat
est trouvée exclusivement en Afrique dans les riga sont réunies les meilleures conditions

(pluviosité, température, humidité) pour sa repotidm et sa survie.

from Malaria
(Africa 2010)

0-5%
6-10%
11-15%
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No Data

Figure 10: Répatrtition des cas de paludisme dans le monde &frigiue selon 'OMS (Aregawet
al., 2008 ; WHO, 2013).
Les catégories de population les plus touchéelmpaalaria sont les enfants de moins de
cing ans, les femmes enceintes et les personnesirioraéficientes. En 2012, sur les 207
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millions de cas de paludisme enregistres, il y &2d 000 déces. Avec 80 % de ces déces
survenant chez des enfants vivant dans 14 paysigi&f, ou un enfant meurt de paludisme
chagque minute. La République démocratique du Cendm Nigéria représentent plus de 40 %
du total estimé de déces dus au paludisme a llécmgindiale (WHO, 2013). Le paludisme
constitue une entrave majeure au développemenayssou il sévit par le drame qu'’il engendre
sur le plan aussi bien humain, sanitaire que séctmomiqueDans les milieux ruraux, les
paysans peuvent rater des saisons de culture oécdie, exposant ainsi leurs familles a la
famine et a un manque de revenus (Holding et SB6G4.).

On estime que, dans les pays fortement impaluédsdépenses liées au paludisme
représentent environ 40 % du budget alloué ausedtesanté publique ; les familles dépensent
25 % de leur revenu pour la prévention et le tna@et du paludisme (WHO, 2010).

1.7.5- Relation hote-bacteries pour les maladies infectieuses

Certains microorganismes coexistent avec I'hotesdane relation équilibrée, ils
constituent ce qu’on appelle la flore indigéne louef commensale du corps que I'on retrouve
chez des individus bien portants. Certaines deespgces sont bénéfiques pour I'hote, leur
importance étant mise a mal par I'antibiothérapergay et al, 2009).

Une infection se développe quand un agent pathogénetre dans l'organisme, S’y
multiplie et fait apparaitre des symptomes de l&adia suite a des lésions cellulaires ou a des
réactions immunitaires (Mimet al,, 1993). Les vertébrés ont toujours été exposéméections
microbiennes depuis des centaines de millions @asnComme résultat de ce contact constant
pouvant engendrer la maladie ou la mort, ils onellippé des systemes de reconnaissance des
invasions étrangéres hautement efficaces, ava@gdesses immunitaires et inflammatoires pour
restreindre la croissance et la propagation desogriganismes ainsi que pour les éliminer du
corps. Si ces réponses étaient totalement efficdgeaurait trés peu d’'infections microbiennes,

les microorganismes ne pouvant pas persister dagahisme de I'hbte (Kayset al, 2008).

1.7.6. Traitement des maladies infectieuses

La prise en charge et la prévention des maladfestinuses se réalise essentiellement
par I'usage des médicaments (chimiothérapie),lisation des vaccins (immunisation) et des
mesures d’assainissement de I'environnement (raedte conditions d’hygiéne, de nutrition,
etc.) (Walsh, 2003). La chimiothérapie et 'immuatien difféerent sur plusieurs points (Walsh,
2003 ; Geddes, 2005 ; Murrayal., 2009):

- Spécificité: au niveau des antibiotiques, elle constitue halnilité a détruire les cellules

du microbe et non celles de I'héte, ce qui supppeel’antibiotique devrait idéalement toucher
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une cible présente uniquement dans le microbepkaificité des vaccins est assez différente,
car les cibles spécifiques sur lesquelles ils duiagir existent déja chez I'h6te, dans le systeme
immunitaire, et demandent seulement a étre activées

- Résistance: Le développement de la résistance affecte dussiles antibiotiques que
les vaccins.

- Observance et praticabilité: Une différence majeure entre antibiotiques gtvigccins
réside dans le fait que les antibiotiques sontimiesta soigner une pathologie et doivent étre
administrés regulierement, tandis que les vacans destinés a prévenir la pathologie et sont
administrés quelques fois seulement, souvent wile fm&s.

Une autre approche pour combattre les maladiesctiafeses repose sur l'aspect
épidémiologique. L'épidémiologie concerne les maypar lesquels les maladies surviennent,
se propagent et s’éradiquent dans une commun&gétudes épidémiologiques peuvent donc
contribuer efficacement a prendre des mesures seoes au contréle d’'une maladie. Par
exemple, si une maladie infectieuse est transna@isampinsecte vecteur, une stratégie alternative
d’'attaque repose sur le contrdle du vecteur alastmission par voie oro-fécale peut étre prévenue
par la surveillance de la qualité de I'eau et d@¥dcuation des eaux usées ; les infections se
transmettant par les produits sanguins peuvent étr@artie contrélées par des dépistages
systématigues au niveau des centres de transfusion.

Enfin I'hdpital constitue un environnement ou letréle est particulierement crucial ; on
y trouve en effet des patients souffrant de plusiguathologies, dont les infections qui se
propagent facilement dans cet environnement confinéxiste de nombreux médicaments
combattant les maladies infectieuses, mais le dgpelment rapide des résistances suscite a
rechercher de nouvelles molécules ou d’envisagrrtidds moyens pour combattre celles-ci.

1.7.6.1- Traitement d’infections bactériennes : les antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules d’origine radle; semi-synthétiqgue ou synthétique
qui arrétent la croissance des microorganismeesuuent. Les antibiotiques qui stoppent la
croissance des microbes sont bactériostatiqueg, quautuent les microbes sont bactéricides.
Certains antibiotiques peuvent étre bactériostatglans certaines circonstances, et bactéricides
dans d'autres (Walsh, 2003). Les antibiotiques stegtinés a bloquer sélectivement des
processus cruciaux dans les cellules microbienbasplupart des molécules introduites en
thérapeutique des maladies infectieuses dans lgsr6@res années ont été des produits naturels,
élaborés par des microorganismes dans des corgdjaniculieres pour affecter les microbes
voisins, soit pour réguler leur croissance, sait simplement pour les tuer (Murrayal, 2009).
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Les produits naturels possédant l'activité antioli@nne sont des produits du métabolisme
secondaire aux voies primaires et fonctions vitdiesiétabolisme. Lorsque les microorganismes
producteurs d'antibiotiques entrent en phasesostaires de croissance et font face a une
compétition pour I'espace vital et les substanogdtives, ils déclenchent les genes qui encodent
la production des molécules d'antibiotiques etutidgsent pour réguler la croissance de leurs
voisins. Les producteurs d'antibiotiques ont aimsavantage sélectif de croissance, y compris
d'acces aux substances nutritives par rapport & feoisins mourants (Walsh, 2003). La
production d'antibiotiques par les microbes nétests mécanismes de "self-protection” des
producteurs afin de se protéger de I'action |&dake antibiotiques.
Les antibiotiques sont groupés en classes en ragypec leurs cibles dans les bactéries. Il
y a quatre principales cibles :
- La synthése de la paroi bactérienne
- La synthése des protéines par les bactéries
- La synthése de 'ADN ou de I'ARN bactérien
- Lasynthése des folates
Le développement rapide de résistances nécesgiaulauite des recherches en vue de
trouver de nouveaux antibiotiques et de prolongeduirée d'utilisation des antibiotiques
existants. Parmi les stratégies envisageables layrecherche de nouvelles cibles, la recherche
de nouvelles molécules et la recherche de composésantibiotiques pouvant soigner les
infections.
- Recherche de nouvelles cibles
Les biologistes caractérisent sans cesse de nauggEsies ou enzymes essentiels a la
survie des bactéries ou a leur virulence. C’estadirpde ces cibles moléculaires que les
laboratoires de recherche envisagent les antibiesigiu futur, qu’il s’agisse des modifications
de molécules actuelles ou de molécules radicalenmntelles (Tytgaet al, 2009). La plupart
des antibiotiques actuels proviennent du criblaggemtoduits naturels et ont été choisis surtout
de maniére empirique, en fonction de leur effetbactérien, de leur pharmacocinétique ainsi
gue de leur toxicité. Dans bien des cas, on neaiesait pas leur mécanisme d’action. Leur cible
réelle (enzyme ou gene bactérien) n'a été identifjée pendant ou aprés leur développement
clinique (Walsh, 2003). Actuellement, les antilijokes sont groupés en quelques grandes classes
chimiques dont chacune agit sur un mécanisme baplegvital pour I'agent infectieux. Mais un
nombre croissant de souches microbiennes, en gléagtien milieu hospitalier, devient résistant
a ces médicaments, ce qui pose un sérieux probfiensanté publique (Perry et Hall, 2009).

L’exploration des processus meétaboliques essentiets bactéries et la caractérisation des
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enzymes qui les catalysent constituent donc dessvioiportantes de recherche de nouveaux
points d’attaque potentiels. Cela permet d’espkrenise au point de nouveaux antibiotiques
contre lesquels les bactéries n’ont encore dévélappune résistance. Autrefois empirique, la
démarche des laboratoires devient donc plus ragiten c’est a partir des protéines cibles
parfaitement connues que des molécules inhibitram® recherchées, et certaines de ces
molécules deviendront probablement les antibiosgieedemain (Falconer et Brown, 2009). Les
laboratoires partent souvent des antibiotiquesaspour développer des dérivés plus actifs, soit
en modifiant la molécule d’origine de maniere &alge agir sur une cible Iégérement différente,
soit en lui adjoignant un inhibiteur de résistalmsque le mécanisme est connu. Dans certains
cas, la modification structurale peut aboutir &bangement de mécanisme d’action.

La recherche basée sur les nouvelles cibles dééirgedans le cadre d’une stratégie a plus
long terme pour créer de nouvelles classes d’atitfpies agissant sur des cibles jusqu’ici
inexplorées.

- Recherche de nouvelles molécules

La recherche de nouveaux antibiotiques part de deurces, les produits naturels et les
composeés synthétiques. Les produits naturels omtnifode nombreux médicaments a la
thérapeutique et ont servi a 'hémi-synthese deidmap d’autres. L’objectif de molécules de
synthése entierement nouvelles n'ayant pas renedmtsucces espéré, les laboratoires se sont
intéressés aux antibiotiques existants en amélidean efficacité, stabilité, pharmacocinétique
ou en diminuant les effets indésirables par dedfinations chimiques. Cette approche a permis
par exemple d’obtenir cing générations de péniahi quatre générations de céphalosporines,
deux générations de carbapenems (Lam, 2007). Uaiggie alternative dans la recherche de
nouvelles molécules oriente diverses équipes deerebe vers les composés inhibant les
mécanismes de résistance aux antibiotiques. Cettietgie a déja donné de bons résultats tels
gue le développement des inhibiteurs fldactamases (acide clavulanique, sulbactam,
tazobactam), qui sont co-administrés avec @dactames (amoxicilline) donnant une

combinaison de composés comme I’Augmentin.

1.7.6.2- Traitement d’infections virales

La prise en charge des infections virales se tiavesit deux options. La premiere consiste
en une prévention par la vaccination ; c’est lallewgie option, elle permet de prévenir de
nombreuses viroses telles que la poliomyéliteplayeole, la rubéole, la varicelle, les hépatites
A et B. Cependant il existe encore nombre de vpasr lesquels les vaccins ne sont pas

disponibles (VIH, hépatite C, Ebola, etc.). La déme option, moins efficace et plus colteuse,
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repose sur un traitement curatif faisant appelaaiviraux notamment pour le VIH ou la grippe.
Cependant, pour de nombreuses maladies virale$pis#eclarées, il n’existe pas de traitement
; c'est le cas de la rougeole et de la rubéole $Kegt al, 2008). Les maladies virales doivent
étre prises au sérieux car les virus sont susdeptibtout moment d’émerger (SARS), de muter
(H5N1), de devenir résistants aux rares antiviraisponibles (VIH), de provoquer des
épidémies potentiellement dévastatrices (VIH) ourdachir la barriere d’espéce (VIH) ; en
outre les médicaments antiviraux sont en nombeelitrété (beaucoup moins nombreux que les
antibiotiques). Il faut cependant remarquer quentedadies virales sont parfois relativement
bénignes, car nombre d’entre elles peuvent étre@par notre systéme immunitaire et sont

accessibles a la vaccination (Kayseal, 2008 ; Murrayet al, 2009).

1.7.6.3- Traitement d’infections fongiques

Le traitement des infections fongiques fait appehanombre restreint d’antifongiques
pouvant étre classés somme suit.

(i) Les polyénes (Amphotéricine B, Nystatine) détruidarstructure de la membrane en
se fixant sur les stérols membranaires.

(i) Les azolés (Kétoconazole, Fluconazole, Itraconazile) inhibent la synthese de
I'ergostérol dans la membrane, action essentieliefomgistatique.

(i) Le 5-fluorocytosine (Flucytosine) interfere avesyenthése de '’ADN.

(iv) L’échinocandine inhibe la synthése du glucane gmtai cellulaire.

(v) L’allylamine inhibe la biosynthése de I'ergostérol.

(vi) La griséofulvine inhibe la mitose des cellules figugs (Walsh, 2003 ; Murrast al,
2009).

Le développement de nouveaux antifongiques demeéecessaire étant donné que les
champignons, comme les autres microorganismes gexties, développent des mécanismes de
résistance. Cette résistance repose notamment asumddification de la perméabilité
membranaire (diminution de l'influx et augmentataml’efflux) et sur des mutations aboutissant
a des produits géniques présentant une affinit@dneipour les antifongiques. La recherche peut
aussi s’orienter vers les inhibiteurs de la réessta notamment les inhibiteurs des pompes a
efflux (Kayseret al, 2008).

1.7.6.4- Traitement du paludisme

La lutte contre le paludisme englobe deux aspects :
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() La lutte contre le moustique vecteur, 'anophedecette lutte est une réussite dans les
pays tempérés, il y subsiste néanmoins le paluddimgortation. La situation est tout a fait
différente dans les régions tropicales ou on assistplus a I'apparition de la résistance des
moustiques vis-a-vis des insecticides apres lesosothe tentatives d’éradication.

(i) La lutte contre l'agent pathogene, Rlasmodium rendue compliquée par le
développement de la résistance du parasite a détgs médicaments existants.

- Mode d’action des médicaments antipaludiques majesr

Le parasite au stade intra-érythrocytaire syntaétiss protéines a partir des acides
aminés issus de la dégradation de I'hnémoglobiraggssus libérant I’'hnéme qui est toxique pour
le parasite. Le parasite détoxifie 'héme en leyp@risant en hémozoine qui lui est non toxique.
Les aminoquinoléinest les aminoalcoolagissent principalement en inhibant cette formation
d’hémozoine, restaurant ainsi I'effet toxique dethe sur les parasites (Kunedral, 2007).

L’ artémisinine et ses dérivés agissent grace a leur pont endogkraen libérant des
especes réactives de I'oxygene qui sont toxiques lpd’lasmodiundans toutes les phases du
cycle schizogonique, en déclenchant un stress tdkytieshnicket al, 1993). Il a également
été reporté que l'artémisinine et ses dérivés antain mode d’action multivarié, ils agiraient
par interférence avec le transport mitochondriélettrons, par modulation de I'effet du systeme
immunitaire et par interférence avec la calcium-A3® sarcoplasmique / endoplasmique
(Golenseret al, 2006).

Lesnaphtoquinones(ex : atovaquone) inhibent les fonctions mitochaalds du parasite
par le blocage du transfert d’électrons au niveadaddihydroorotate déshydrogénase, ce qui
empéche la synthese de 'orotate et par conségabdatdes bases pyrimidiques (Vaidya, 1998).

Les tétracyclines agiraient par blocage de la réplication du génomd apicoplaste,
empéchant ainsi le développement des parasite®mraites (Dahét al, 2006).

Cependant, lePlasmodium falciparumdéveloppe des résistances vis-a-vis des
antipaludiques courants, notamment la chloroquiaejui cause des échecs thérapeutiques qui
contribuent a I'élévation des taux de mortalitéafie, 2001). La chimiorésistance apparue dans
les années 1950 en Asie, s’est étendue a d’autiriepdu monde et touche toutes les zones
tropicales (OMS, 2005). Cette chimiorésistance ggstéralement due a des mutations qui
induisent entre autres une diminution de l'accuttades médicaments dans la vacuole
digestive du parasite par un phénomeéne d’efflue, modification de la cible des médicaments
et une inactivation des médicaments (Ugsal, 2001). Pour faire face au développement de la
chimiorésistance dalasmodium falciparugrune des solutions envisageables consiste arestau

la sensibilité dPlasmodiumen combinant les médicaments auxquels il est dexesistant a

62



d’autres composeés pouvant inhiber cette résistaxinsi dans le cas de chloroquino-résistance,
le vérapamil empéche I'efflux de la chloroquineshde la vacuole digestive du parasite, ce qui
favorise son accumulation, restaurant ainsi sogt.effn autre exemple est la modulation de la
résistance a la méfloquine par le penfluridol aquit agalement en favorisant 'accumulation de

la méfloquine dans les vacuoles digestives du par@sfonsoet al, 2006).

1.7.7- Place des plantes médicinales dans la lutte contre les résistances aux
antibiotiques

La résistance des microorganismes aux antibiotiqaastitue un sérieux probleme qui
concerne presque tous les antibiotiques et quissefeste dans tous leurs champs d’application.
D’ou l'intérét sans cesse croissant de cherchemal@veaux composés pouvant agir soit
directement sur les microorganismes, soit indireetet en inhibant un ou plusieurs mécanismes
de résistance. Cette recherche nécessite de dispesaéthodes d’évaluation des propriétés
antimicrobiennes des extraits de plantes et desposés purs. Les méthodes les plus
couramment utilisées sont la microdilution qui petate déterminer la CMI, la diffusion sur agar
permettant de mesurer le diamétre d’inhibitiondiarque la CCM bioautographie permet la
localisation des composés actifs sur une plaguenediographique. Si ces méthodes classiques
permettent d’évaluer I'effet antimicrobien des casgs testés, une fois l'activité établie, des
meéthodes plus élaborées sont requises pour élueidercanisme d’action de ces composés. Les
nouveaux composeés actifs peuvent étre recherchéslda plantes médicinales, car celles-ci
constituent une source potentielle de composémamtibiens et/ou inhibiteurs des mécanismes
de résistances aux antibiotiques. En effet, de meaxbcomposés d’origine végétale ont déja
démontré des propriétés antimicrobiennes; ces ce@gmgissent suivant plusieurs mécanismes:

(i) formation de complexes avec des macromoléculesstejle les protéines et les
polysaccharides, inhibant ainsi leurs fonctiongypleenols) ;

(i) rupture de membranes microbiennes (flavonoideglipes, terpénoides, défensines);

(i) inhibition de I'adhésion de protéines microbienaas récepteurs polysaccharidiques

de I'hote (polypeptides).

Les plantes médicinales fournissent également despasés qui n‘ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorgaess mais qui augmentent ou restaurent
I'activité des antibiotiques en inhibant les mésames de résistance. Ces composés appartiennent
a diverses classes phytochimiques et agissent comhibiteurs des pompes a efflux

(flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibitediess PBP-2A (quinones, terpénoides),
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provoquant la perméabilité des membranes bacté&ser(terpénoides) et inhibiteurs des

bétalactamases (alkyles gallates).
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CHAPITRE II- RESULTATS ET
DISCUSSION
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II.1- ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE F. PUMILA L. ET F. THONNINGII B.

I1.1.1- Matériel végétal, extraction et isolement des composés

I1.1.1.1- Ficus pumila Linn

F. pumilaLinn a été récolté en Aolt 2012 sur la barriéréydée de Ngoa-ékeélé, a Ngoa-
ekélé (Yaoundé, Région du Centre Cameroun). Laelareté identifiee par Monsieur NANA
Victor, botaniste a I'Herbier National du Cameraunun échantillon de référence a été déposé
sous le numéro HNC 49523.

Les figues, les feuilles et les lianes ont étébdpées, séchées puis broyées. Les poudres
obtenues (2,1 kg de figues, 3,6 kg de feuilles@kg de lianes) ont été soumises a I'extraction
au MeOH (2 x 5 L), a température ambiante, penddntheures. Apres évaporation a
I'évaporateur rotatif des différents filtrats, orbtenu respectivement 284,6 ; 418,2 et 208,6 g
d’extraits. L’extrait des lianes (175,1 g) a sulmeuchromatographie flash suivie de
chromatographies successives sur colonne ouvesté&ratgions F1 — F7 obtenues. A I'issu de

ces chromatographies, dix composés ont été isstégiha 12).
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Lianes de Ficus pumila L.

i) Découpage
ii) Séchage
y iii) Broyage

Poudre (2,6 Kg)

Extraction au MeOH
(2x5L) pendant 72 h a 25 °C

Y Y
Poudre résiduell¢ Extrait au MeOH
(284,6 g)

Dégrossissement par

chromatographie flash sur
gel de silice, 175,1 g

/ | Y \ Y | Y
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
05,14 g 128¢g 056 ¢ 163 g 3120 277 Dag
| |FPE-2| | _[FPE-1| |,[FPE-7] |, | FPE-10
7 mg 65 mg 06 mg 376 mg
|, |FPE-1 | | |FPE-5| | |FPE-9| | _|FPE225
51 mg 08 mg 08 mg 09 mg
- FPE-3| | _{FPE-4| [ |FPE-10| | | FPE22-10
e 23 mg 57 m
. 06 mg FPE-3 = FPE-4
FPE - 11
L !
83 mg

Schéma 12Protocole d’extraction et d'isolement des compga#e I'extrait méthanolique des

lianes dd~. pumilaL.

Il convient de mentionner que pour des raisons aieptexité, les fractions F6 et F7

étaient tres difficiles a étudier. La fraction F& nonduit a I'isolement d’aucun composé pur.
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I1.1.1.2- Ficus thonningii Blume

Les differentes parties de thonningiiBlume (écorces, bois du tronc, figues et racines)
ont été récoltées en aolt 2012 a Bamenda (RégidtoditOuest Cameroun). L'identification
de la plante a été réalisée par Monsieur DATCHAMAND (enseignant de botanique au
departement de Biologie, faculté des sciences,disiié de Bamenda) et confirmé par Monsieur
Victor NANA, botaniste a I'Herbier National du Caman, ou un échantillon a été conservé et
enregistré sous le numéro HNC 44042.

Les figues, les racines, les écorces et le boisgrahc, ont été découpés, séchés puis
broyés. Les poudres obtenues [3,8 kg (figues)k@,@acines), 1,8 kg (écorces du tronc) et 3,2
kg (bois du tronc)] ont été extraites a tempéraambiante au MeOH (2 x 5 L) pendant 72
heures. Les filtrats ont été évaporés a I'évaporatetatif sous pression réduite, conduisant
respectivement a 426,4 g, 161,6 g, 86,4 g et 1@4 6xtraits.

L’extrait au méthanol des figues de thonningii (420,0 g) a été soumis a une
chromatographie sur colonne de gel de silice. ltiétus’est faite avec les mélanges Hex-DCM,
puis DCM-MeOH de polarités croissantes. Un total @@ fractions de 500 mL chacune ont été
recueillies et regroupées sur la base de la CCMianee pour donner 8 fractions principales
indexées de F1 a F8. Apres purification par chrograiphies successives sur colonne de ces
fractions, treize composés ont été obtenus (scié@na
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Figues de Ficus thonningii B

i) Découpage
ii) Séchage
iii) Broyage

Poudre (3,8 Kg)

Extraction au MeOH
(2x5L) pendant 72 ha 25 °C

Y Y

Poudre résiduelle Extrait au MeOH
(4264 9)
CC de degrossissement sur
gel de silice, 420 g
Y Y Y Y Y Y Y Y
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
106 g 06,8¢ 112¢ 143 ¢ 12,7 g 244¢ 24g 90,1g
[ ,| FTF-6 | |, {FTF-18| L | FTF-18| |»| FTF-19| | [FTF-31-F| | |FTF-41-6
20 mg 47 mg 21 mg 13 mg 13 mg 06,9 mg
|, |FTF-7A{ | | FTF-6 | || FTF-19
12 mg 08 mg 19 mg
N FTF-41-8 N FTF-31-1 [, FTF-41-5
08 mg 11 mg 1643 mg
L,| FTF-17| | _[FTE-3 | | | FTF-3
11 mg 160 mg 20 mg
] FTF-41-3 L] FTF-4 L,.| FTF-4 || FTF-4
09 mg 128 mg 53 mg 22 mg

Schéma 13Protocole d’extraction et d'isolement des compga$e I'extrait méthanolique des

figues deF. thonningiiB.

Un traitement similaire a été appliqué sur 161,d'extrait des racines. A l'issu des
chromatographies, douze composés ont été isoléénisc14).
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Racines de Ficus thonningii B.

i) Découpage
ii) Séchage
' iii) Broyage

Poudre (2,3 Kg)

Extraction au MeOH
(2x5L) pendant 72 h a 25 °C

Y \

Poudre résiduelld Extrait au MeOH
(1614 g)

CC de degrossissement sur
gel de silice, 150 g

Y Y Y Y Y
A B C D E
058¢g 142 ¢ 163 g 3,7¢g 404¢g
| FTBR-1 N FTER-3 o FTBR-9 _[FTBR2
24 mg 16 mg 08 mg 83,6 mg
FTBR-4 FTBR-15 FTBR-10
e = =
11 mg 03 mg 42,3 mg]
] FTBR-5
06 mg
FTBR-6 FTBR-7 FTBR-15
- - -
35mg 14 mg 05 mg
FTBR-8 FTBR-11
- -
18 mg 06,4 mg

Schéma 14 Protocole d’extraction et d’isolement des compaie |'extrait

meéthanolique des racines BethonningiiB.

II.1.2- Détermination de structures des composés isolés

La détermination structurale des composés isoéts faite par analyse de leurs données

spectrales, et pour les composés connus, par caisgarde leurs données spectroscopigues et
physiques avec celles décrites dans la littérature.
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[1.1.2.1- Composés isolés de F. pumila L.

Des lianes dE. pumila,10 composés ont été isolés dont : 01 dérivé dalksbenzoique,
01 ionone, 02 stérols, 03 flavonoides et 03 coumear Un flavonoide glycosilé a été filtré et

purifié de I'extrait au méthanol des feuilles.

I1.1.2.1.1- Les flavonoides.
I1.1.2.1.1.1- Identification de la naringénine, FPE-7

Le composé FPE-Ta]o®: - 23,6 °(c = 0,2 ; MeOH) a été obtenu sous forme de solides
fins blancheatre dans le mélange hexane-acétateyEd4 : 1). Une CCM développée dans le
systeme butanol — acide acétique — eau (4 : Bubplaque de gel de silice laisse apparaitre un
spot. Pulvérisée a 'ammoniac, il laisse apparaitre tache vert - violet (Rf 0,88). FPE-7 répond
positivement au test au chlorure ferrique dansééhanol, caractéristique des phénols et réagit
positivement au réactif de Neu en montrant uneréscence jaune sous UV a 365 nm,
caractéristique des flavonoides. Il fond entre 2252°C, est soluble dans le DMSO.

Son spectre IR (KBr) montre les bandes d'absorptaractéristiques des groupes
hydroxyle libres (3435 crj, d'un carbonyle de cétone (1635 €ndes doubles liaisons C=C
aromatiques (1612 — 1554 djn d’'un groupe d'éther cyclique (1522 &net d'un groupe
méthyléne (1457 cr).

Son spectre d’adsorption UV réalisé dans le méthaxinibe une bande d’adsorption
intense dmax 291 nm et une petite inflexion a 326 nm caradiéue des bandes | et Il des
flavanones. Ces bandes traduisent I'absence degaspn entre les cycles A et B, marquant
ainsi la difféerence avec les flavones, flavonots;telcones correspondants (Mabktyal, 1970;
Grayer, 1989).

Sa formule brute H1:0s (calculée 272,2528 pouri£H1205) renfermant dix degrés
d’insaturation, est déduite de son spectre de nasgapact électronique haute résolution pour
le pic am/z272,0685.

Le spectre de RMNH enregistré dans le DMSO (Fig 11) laisse apparaitr

- Un singulet d'un proton a4 12,14 attribuable a un hydrogene d’hydroxyle pligone
formant une liaison hydrogéne avec un carbonylepdsition C-5 est donc substituée par un
phénol.

- Deux singulets larges d’'un proton chacwnd0,77 et 9,57 attribuables a deux groupes

hydroxyles phénoliques libres.
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- Quatre protons regroupés en deux doublets de detong chacun & 7,30 (2H ; d |J
=7,0 Hz) et 6,78 (2H ; dJ= 7,0 Hz) formant un systeme aromatique parasubtpAA'BB’),
attribuable au cycle B des flavonoides.

- Deux protons du cycle A d’'un flavonoide qui apjesant sous forme d’un singulet large
de deux protons @y 5,86. Il s’agit respectivement des protons H-B-& (Mabry efal., 1970).

- Trois doublets dédoublés d'un proton chacun §,43 (1H ; dd J=12,5; 3,0 Hz ; H-
2) ;3,26 (1H, ddJ = 13,0 ; 17,0 Hz ; H-3a) et 2,66 (1H ; dd = 3,0 ; 17,0 Hz ; H-3b)
caractéristiques des protons du cycle C d’'une flaxa.
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Figure 11: Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FPE-7.

Le spectre de RMNSC (Fig. 12) complétement découplé révéle treizaaig pour un
total de quinze carbones répartis en :

- Sept carbones quaternaires dont un carbonyle deeébc 196,4.

- Cing méthines dont deusd 128,4 et 115,2) intégrent pour deux carboneswha

- Un méthyléne ac 78,5 (G).

Ainsi, I'ensemble de ces informations nous pernetsdggérer que le composé FPE-7
serait une flavanone trihydroxylée. L’'examen descies de RMN bidimensionnel (COSY,
HSQC et HMBC) confirment cette hypothése.
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Sur la base de toutes ces données, la stru@ducerrespond a celle de la naringénine, une

flavanone connue isolée des feuilles Beus benjaminaLinn en 2003 par Hassan et
collaborateurs (Hassatal., 2003 ; Ibrahinetal., 2003 ; Jain et Mittal, 2012).
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Figure 12: Spectre de RMN?C (DMSOds, 125 MHz) de FPE-7.

Tableau IX : Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) ef*C (DMSO-ds, 125 MHz) de FPE
-7 et de la naringénine (DMS@; 500 MHz) (Ibrahimetal., 2003)

Position FPE -7 Naringénine
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc (m)
2 543 (1H,ddJJ=12,5;3,0Hz) 785d 5,41 (1H,ddJ)=12,7;2,7Hz) 78,8d
3 3,26 (1H, ddJJ=17,0; 13,0 Hz) 42,0t 3,08 (1H,ddJ=17,2;12,8Hz) 42,3t
2,66 (1H, ddJ= 17,0 ; 3,0 Hz) 2,67 (1H, ddJ=17,1; 2,9 Hz)
4 - 196,4 s

. 1973 s
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5-OH 12,14 (1H, s) 163,5s . 163,8 s

6 5,86 (1H, sl) 95,8 d 5,89 (1H, sl) 96,2 d
7-OH 10,77 (1H, sl) 166,7 s - 167,0' s
8 5,86 (1H, sl) 95,0 d 5,89 (1H, sl) 95,4 d
9 - 163,0 s - 163,3 s
10 - 101,8 s - 102,1's
1 - 128,9 s - 129,2 s
2' 7,30 (1H, dJ = 7,0 Hz) 128,4 d 7,30 (1H, d,) = 8,4 Hz) 128,6 d
3 6,78 (1H,dJ=7,0Hz)  1152d 6,80 (1H, d,J = 8,4 Hz) 115,6 d
4-OH 9,57 (1H, sl) 157,8 s - 158,1 s
5 6,78 (1H,dJ=7,0Hz)  1152d 6,80 (1H, d,J = 8,4 Hz) 115,6 d
6 7,30 (1H, dJ = 7,0 Hz) 128,4 d 7,30 (1H, d,) = 8,4 Hz) 128,6 d

I1.1.2.1.1.2- Identification de 1’afzélechine, FPE-9

Le composé FPE-9 a été obtenu sous forme de fartisuyles solides de couleur jaune
pale dans le mélange hexane-acétate d’éthyle J3 Uhe CCM développée dans le systéeme
toluene-acétate d'éthyle- acide formique (9 : 5) 8ur plaque de gel de silice montre un spot
visible a 365 nm sous UV ; pulvérisé au mélangellae-acide sulfurique suivi d'un léger
chauffage, il laisse apparaitre une tache vert-gRél0,53). FPE-9 répond positivement au test
au chlorure ferrigue dans le méthanol, caractfustides phénols et au test de Shinoda,
caractéristique des flavonoides (Bruneton, 1993ynd entre 221 - 22ZC, est soluble dans le
DMSO.

Son spectre IR (KBr) montre les bandes d'absorptiaractéristiques a 3407 ém
(hydroxyle libres), 1612 — 1554 ch(doubles liaisons aromatiques), a 1522*¢om groupe
d'éther cyclique) et & 1457 dnjgroupe méthyléne). On note I'absence de grouptocagbonyle
au sein de cette molécule.

Sa formule brute GH1405 (calculée 274,2687 pouri£E140s) renfermant neuf degrés
d’insaturation, est déduite de son spectre de magsact €lectronique haute résolution pour le
pic am/z274,0841.

Le spectre de RMNH (Fig. 13) montre que ce composé serait un fla8ah-En effet,
dans la région des protons aromatiques nous obs®oensemble de deux signaux intégrant
chacun pour deux protonsia 7,21 (2H, dJ = 8,5 Hz, H-2H-6") eton 6,70 (2H, dJ = 8,5 Hz,

H-3' H-5) formant un systeme aromatique para di-substittréoa@able au cycle B ; et deux
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doublets d’'un proton chacurva 5,88 (1H, dJ= 2,0 Hz, H-6) ebn 5,71 (1H, dJ = 2,0 Hz, H-
8) appartenant a un cycle A di-hydroxylés en 5.et 7

La présence du cycle C des flavan-3-ols a été giedsu vu des couplages géminaux et
de la valeur du déplacement chimique des protods-H-4eq et OH-3, d'une part, et la
présence de deux singulets larges d’'un proton chadu 4,79 (1H, sl, H-2) ety 4,01 (1H, sl,
H-3) d’autre part. Le proton H-4eq apparait sou®itme d’un doublet dédoublé d’'un proton a
on 2,67 (1H, ddJ = 16,0 ; 4,5 Hz), H-4ax & 2,67 (1H, ddJ= 17,0 ; 3,5 Hz) et OH-3é 4,68
(1H, d,J = 4,5 Hz).

Ces données suggerent que la structure du compds® Est celle de la (+)-Afzéléchine

isolée dericus retusa L,.par Taha et collaborateurs en 2011 (Tetted., 2011).

OH

— O =T Lo TN os BN = W o BN 25 .= O =r Oh { N O WUy~ & €] Uy O o) = — =
— < oo TN € 4 O OO € S O o 0o r O\ v D O O GO WO Wy S S
T — oo [N S I O co OO — O C O WD O O OO T M O WO WO WO = =T
o Oy O C [ O WO ) U WD) Wy = =T = = = =1 () O O O O] O o
\ , / L i L e |\_
= "-:'_;'1-

I J\ e —
H2//He' ‘ - Ne 3

8 g - s

| -l T T

59 58 ‘,,5.7 : -
i
H—\

g | R
. L) J i AR = v 1 PLS
EIE I - I ==
...... | , ,
o 8 7 (5] 5 4 3

Figure 13 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FPE-9
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Figure 14: Spectre de RMN®C (DMSOds, 125 MHz) de FPE-9

Tableau X: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et*C (DMSOds, 125 MHz) de FPE-
9 et de la (+)-afzéléchine (Acetodg-400 MHz) (Tahatal., 2011)

Position FPE- 9 Afzelechine

on (M, J (Hz)) oc (m) on (M, J (Hz)) oc (m)

2 479(H,s)  780d  467(1H,dJ=45Hz)  781d
3 4,01 (1H, m) 64,8 d 4,02 (1H, m) 64,9 d

3-OH 4,68 (1H, dJ=4,5 Hz) - 4,80 (1H, sl) -
4 2,47 (1H,ddJ)=17,0; 3,5Hz) 28,2t 2,44 (1H,ddJ=15,0;3,3Hz) 28,2t
2,67 (1H, dd,) = 16,0; 4,5 Hz) 2,67 (1H, dd,) = 15,0; 4,2 Hz)

5-OH 9,10 (1H, sl) 156,2 s 9,13 (1H, sl) 156,5s
6 5,88 (1H, dJ=2,0 Hz) 95,1d 5,88 (1H, dJ=2,1 Hz) 95,2d

7-OH 9,89 (1H, sl) 156,5 s 9,92 (1H, sl) 157,1s
8 5,71 (1H,dJ=2,0 Hz) 94,1d 5,72 (1H,dJ=2,1 Hz) 94,2d

9 - 156,5 s 158,0 s
10 - 98,4 s 98,5s

1 - 130,0 s 130,0 s

2' 7,21 (1H, dJ=8,5 Hz) 128,3d 7,23 (1H, dJ=8,4 Hz) 128,3d

3 6,70 (1H, dJ= 8,5 Hz) 114,4d 6,72 (1H, dJ=8,1 Hz) 114 5d



4-OH 9,27 (1H, sl) 155,7 s 9,30 (1H, sl) 155,8 s
5 6,70 (1H, d,J = 8,5 Hz) 114,4 d 6,72 (1H, dJ = 8,1 Hz) 114,5d
6 7,21 (1H, d,J = 8,5 Hz) 128,3 d 7,23 (1H, d,J = 8,4 Hz) 128,3d

I1.1.2.1.1.3- Identification de la catéchine, FPE-10.

Le composé FPE-10 a été obtenu sous forme degaréisules solides de couleur beige
dans le mélange hexane-acétate d'éthyle (1 : Lyepbnd positivement au test au chlorure
ferrigue dans le méthanol, caractéristique des @hést au test de Shinoda, caractéristique des
flavonoides (Bruneton, 1993). Il fond entre 178-3Z9est soluble dans le DMSO.

Son spectre de masse Impact Electronique prélgepitede I'ion moléculairgM]t am/z
290,3 dont I'analyse haute résolution permet dettiibuer la formule brute 16H1406 pour le
pic a m/z 290,0790 (calculée 290,2681 pournsii40e). FPE-10renferme neuf degrés
d’insaturation soit un atome d’oxygene de plusdemposé FPE-9.

Le spectre de RMREC découplé large bande (Fig. 16) fait ressortsifjaux de carbone
en accord avec la formule brute. L'analyse du spedécouplé large bande et des spectres
obtenus par les techniques DEPT 90 et DEPT 135qiatmregrouper ces 15 signaux comme
suit :

- Un signal de carbone secondairé-&27,9.

- Sept signaux de carbones tertiaires parmi lesaigalx oxygénés et hybridés s@c
66,3 et 81,0. Les cing autres sont hybridéésisp 93,9 ; 95,1 ; 114,5; 115,1 et 118,5.

- Sept signaux de carbone quaternaires tous hybrisi@esgont cing oxygénés ac
144,9 ; 144,9 ; 155,4 ; 156,2 et 156,5.

Sur son spectre de RMMH (Fig. 15) on observe de trés nombreuses simdiuavec
celui de FPE-9. On y observe deux doublets dédsud®#éprotons geminaux intégrant chacun
pour un proton ax 2,50 (1H, ddJ = 16,0 ; 8,0 Hz) et 2,83 (1H, ddl= 16,0 ; 5,5 Hz) portés par
un atome de carbone hybridé spic 27,9 ena d’'un centre chiral. Un signal intégrant pour un
proton &1 3,96 (1H, dddJ = 12,0 ; 8,0 ; 4,0 Hz) porté par un carbone hybsd oxygéné ac
66,3. Puis deux autres doublets d'un proton chaciw#,55 (1H, dJ = 7,5 Hz) /6c 81,0 et 4,84
(1H, d,J = 4,5 Hz) attribuables respectivement au proto2 &i-I'hydroxyle OH-3. Tout cet

ensemble de signaux sont en la faveur d’un sqedlettype flavan-3-ol.

On observe sur ce méme spectre dans la zone desmprromatiques, un ensemble de
deux doublets intégrant chacun pour un proton 6,67 (1H, d,J = 8,0 Hz) /oc 115,1 et &H
6,70 (1H, dJ = 2,0 Hz) /oc 114,5, puis deux doublets d’'un proton chacuwn 3,84 (1H, dJ =
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2,5 Hz) et 5,91 (1H, dl = 2,5 Hz), correspondant aux protons H-6 et H-&ylile A. La seule
modification est I'apparition d’'un doublet dédoulfén proton &+ 6,58 (1H, ddJ =8,0; 2,0
Hz) /6c118,5, le tout correspondant a un systéme ABX dleds.

Les quatre hydroxyles phénoliques échangeablesa lourde que I'on observe 8,82 ;
8,82 ;8,92 et 9,16 ont été respectivement locaiséles carbones C-&(56,2), C-7 {c 155,4),
C-3 (oc 144,9) et C-4(5c 144,9) sur la base de leurs corrélatiéis observées sur le spectre
HMBC d’une part, et sur la base de la fragmentaR®etro-Diels-Alder d’autre part.

L’ensemble de toutes ces données comparées adétistes dans la littérature, permettent
d’attribuer au composé FPE-10 la struct86e qui est celle de la (+)-catéchine, isolée pour la

toute premiéere fois déolygonum multiflorunpar Nanoka et collaborateurs (1982).
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Figure 15: Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) découplé large bande de FPE-10
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Tableau XI: Données de RMNH (DMSO-ds, 500MHz) et'*C (DMSOds, 125 MHz) de FPE-

10 et de la catéchine (Acétodg-600 MHz) (Tahatal., 2011)
Position FPE-10 Catéchine
on (M, J (Hz)) oc (m) on (M, J (Hz)) oc (m)
2 4,55 (1H, dJ = 7,5 Hz) 81,0d 4,48 (1H, dJ = 7,2 Hz) 83,0d
3 3,96 (1H, dddJ=12,0;8,0; 66,3d 4,00 (1H,dddJ=8,5;7,8;55 68,6d
4,0 Hz) Hz)
3-OH 4,84 (1H, dJ= 4,5 Hz) - 3,67 (1H, sl) -
4 2,50 (1H, dd,J=16,0; 8,0 Hz) 279t 2,53 (1H,ddJ=16,0;8,5Hz) 28,7t
2,83 (1H, ddJ = 16,0; 5,5 Hz) 2,87 (1H, ddJ = 16,0; 5,5 Hz)
5-OH 9,16 (1H, sl) 156,2 s - 157,7 s
6 5,84 (1H,dJ=2,5Hz) 95,1d 5,86 (1H, dJ=2,4 Hz) 95,6 d
7-OH 8,91 (1H, sl) 1554 s - 157,1s
8 5,91 (1H, dJ=2,5 Hz) 93,8d 594 (1H, dJ = 2,4 Hz) 96,4d
9 - 156,5s - 158,0 s
10 - 99,1s - 100,9 s
1 - 130,6 s - 1324 s
2’ 6,82 (1H, dJ = 2,0 Hz) 114,5d 6,85 (1H, dJ = 1,2 Hz) 115,4 d
3-OH 8,82 (1H, sl) 1449 s 8,91 (1H, sl) 146,4 s
4-OH 9,60 (1H, sl) 1499 s 9,20 (1H, sl) 146,4 s
5 6,74 (1H, dJ = 8,0 Hz) 115,1d 6,76 (1H, dJ = 8,0 Hz) 116,2 d
6’ 6,70 (1H,ddJ)J=8,0;2,0Hz) 1185d 6,73 (1H,ddJ=8,0;1,2Hz) 120,2d
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I1.1.2.1.1.4- Identification de la quercétine 3-rutinoside (rutine), FPFE-5.

Soluble dans le méthanol, ce composé a été isoléxteit des feuilles d&. pumilg
sous forme de fines particules solides jaune daoéthte d’éthyle et purifié sur colonne de silice
RP-18, éluée avec le mélange eau-methanol (Aidple sous lampe UV a 254 nm et 366 nm
(coloration bleue intense), il montre un spot jasaeplague de CCM, révélée au mélange acide
sulfurique-anisaldéhyde.

Son spectre UV (MeOH) (Fig. 16) exhibe deux maxdtadsorption &wax 257 et 354

nm, indicatrice d’'une structure de type flavonolaidyetal., 1970).
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Figure 17: Spectre UV (MeOH) de FPFE-5

Son spectre IR a transformée de Fourrier dans le (Kig). 17) montre des bandes
caractéristiques a 3329, 1653, 1596, 1501, 1459),11296, 1203, 1172, 1063, 808, 686'cm
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Figure 18 : Spectre IR (KBr) de FPFE-5
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Son spectre de masse FAB enregistré en mode poasente le pic de l'ion pseudo
moléculaire [M + H[' am/z611 indiquant ainsi une masse de 610 u.m.a pocorm@osé. Cette
hypothése sera confirmée suite a I'enregistremersioth spectre de masse ESI en mode positif
(Fig. 19) sur lequel I'ion quasi moléculaire [M 4*Hest observé em/z611,1 (intensité 10) et
celui de son adduit sodique [M + Nad m/z633,1 (pic de base). L’'observation sur ce méme
spectre des picsra/z464,9 (13) em/z303,2 (16) indiguerait respectivement la pertand’(M
— 146) et de deux (M — 146 — 162) molécules aees(Crowet al., 1986). L'analyse a haute
résolution de l'ion pseudo moléculaire a permisldeattribuer la formule brute £H30016
(calculée 610,1824 pourfH30016) pour le pic an/z610,1534. FPFE renferme alors 13 degrés

d’insaturation.
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Figure 19: Spectre ESI (mode positif) de FPFE-5

Le spectre de RMRH (Fig. 20) de ce composé présente des signaugtéastiques des
protons aromatiques des cycles A et B des flavasoin effet, les protonssa 6,33 (1H, d,J
= 2,0 Hz) et 6,15 (1H, dJ = 2,0 Hz) couplant en AX sont respectivement latttbles aux
protons H-8 et H-6 du cycle A.

Nous observons également trois signaux d’un pratibacun caractéristiques d’un
systeme ABX & 7,67 (1H, dJ = 2,0 Hz),0n 7,62 (1H, dd,) = 8,0 ; 2,0 Hz) et~ 6,85 (1H, d,
J = 8,0 Hz) attribuable au noyau aromatique B qtaisainsi trisubstitué.

Les protons osidiques apparaissent entre 3,296tggm parmi lesquels deux protons
anomeriques 44,51 (1H ; sl) et @4 5,06 (1H ; d J = 7,5 Hz).

Les signaux de RMNH couplés a ceux dtfC complétement découplé suggérent qu'il

s’agit d’'un flavonoide diglycosylé avec la queraétcomme aglycone, ce qui est en conformité
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avec I'hypothese émise par la fragmentation detesirosidiques observées sur le spectre de
masse ESI tels que le rapportent les travaux desMiet collaborateurs (2004).

En effet, la constante de couplage du doublet ghaton observé &5,05 (1H,dJ=7,5
Hz), indique que ce sucre seraitfi#-glucopyranose, I'autre proton anomeériqui&,51 (1H,
sl) et le méthyle an 1,12 (3H, dJ = 7,0 Hz) dont le carbone résonnécd 7,9 suggereraient
gue la seconde unité osidique saitl’-rhamnose.

Sur la base de ces données comparées a celletesi@ans la littérature par Niassy et
collaborateurs (2004), la structu’ est celle de la rutine [quercétine O3B-(6"-O-a-
rhamnosylglucoside)] (Fathiazadaal, 2006 ; Kazumatal., 2003)
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Figure 20: Spectre de RMNH (CDsOD, 500 MHz) découplé large bande de FPFE-5
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Figure 21: Spectre de RMN?C (CD;OD, 150 MHz) de FPFE-5

Tableau XII: Données de RMNH (CDsOD, 500 MHz) et*C (CD;OD, 150 MHz) de FPFE-5
et de la rutine (CBDD, 400 MHz)(Kazumaetal., 2003)

Position FPFE - 5 Rutine
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc(m)
2 - 158,7 s - 158,5s
3 - 1352s - 135,6 s
4 - 179,1s - 179,4 s
5 - 1629 s - 163,0 s
6 6,15 (1H, dJ=2,0 Hz) 100,8d 6,21 (1H, dJ=2,0 Hz) 100,0d
7 - 166,1s - 166,0 s
8 6,33 (1H, dJ=2,0 Hz) 95,5d 6,40 (1H, dJ=2,0 Hz) 949d
9 - 158,7 s - 159,4 s
10 - 105,0 s - 105,7 s
1 - 123,1s - 123,2 s
2 7,67 (1H, dJ = 2,0 Hz) 117,6d 7,66 (1H,dJ=2,1 Hz) 117,7 d
3 - 1459 s - 145,8 s
4 - 150,0 s - 149,8 s
5 6,85 (1H, dJ = 8,0 Hz) 116,1d 6,87 (1H, dJ = 8,7 Hz) 116,121 d

@

7,62 (1H,ddJ=8,0;2,0Hz) 1235d 7,62 (1H,ddJ)=8,5;2,1Hz) 123,6d
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3-Glu

H-1 5,05 (1H, dJ = 7,5 Hz) 105,0d 5,10 (1H, dJ=7,7 Hz) 104,7 d
H-2 3,47 (1H,ddJ)=9,0;7,0Hz) 75,7d 3,46 (1H,dd)=8,9;7,7Hz) 75,7d
H-3 3,39 (1H, tJ = 8,5 Hz) 78,2d 3,40 (1H, tJ =8,9 Hz) 78,2d
H-4 3,27 (1H, tJ =9,0 Hz2) 71,4d 3,26 (1H, tJ =8,9 Hz) 71,4d
H-5 3,32 (1H, m) 77,2d 3,32 (1H, m) 77,3d
H-6a 3,80 (1H, ddJ=10,5;1,5Hz) 68,6d 3,80 (1H, ddJ=11,0;1,2Hz) 68,6d
H-6b 3,39 (1H, ddJ=9,0; 6,0 Hz) 3,38 (1H, ddJ = 11,0;5,7 Hz)
6'-rham

H-1 4,51 (1H, sl) 102,4d 4,51 (1H,dJ=1,5H2) 102,4d
H-2 3,62 (1H, dIJ=2,0 Hz) 72,1d 3,62 (1H,ddJ=3,2;15Hz) 72,1d
H-3 3,53 (1H,ddJ=9,5;3,5Hz) 72,2d 3,54 (1H,ddJ=9,5;3,2Hz) 72,3d
H-4 3,27 (1H, tJ =9,0 H2) 73,9d 3,27 (1H, tJ =9,5 Hz2) 74,0d
H-5 3,42 (1H, gJ =6,1 Hz) 69,7d 3,43 (1H,dqJ=9,5;6,1Hz) 69,7d
H-6 1,11 (3H, tJ=6,0 Hz) 179d 1,11 (3H, tJ=6,1 Hz) 17,8d

11.1.2.1.2- Les coumarines.

I1.1.2.1.2.1- Identification de FPE-1, le bergapténe

Soluble dans le chloroforme, il a été isolé dettait au méthanol des figues Bepumila
sous forme d’aiguilles cristallines blanches dasmélange hexane-acétate d’éthyle (24 : 01). Il
fond entre 188 - 189°C et présente une fluoreschkleteintense sur plaque de CCM illuminée
en UV a 254 nm, ce qui laisse présager que FPEait s@e coumarine.

Sa formule brute GHsO4 (calculée 216,1895 pour1£1sOs4) renfermant neuf degrés
d’insaturation, a été déduite de son spectre deaer@simpact électronique haute résolution pour
le pic am/z216,0423. Outre ce pic, nous observons un pic itapbam/z201 (40 %) résultant
de la perte d’un groupement méthyle $bit— 15].

Sur son spectre de RMM (Fig. 22), on observe :

- Un systeme AB de deux protons oléfiniques 8,13 (1H, dJ = 10,0 Hz) et 6,25 (1H,
d, J = 10,0 Hz), caractéristiques respectivement desops en position H-4 et H-3 des
coumarines (Cardonetal., 1992).

- Un systéme AB de deux protons oléfiniquews &,54 (1H, dJ = 2,5 Hz) et 7,00 (1H, d,
J=2,5 Hz), caractéristiques des protons en poski€ et H-3 d’'un cycle furannique.

- Un singulet d’un proton & 7,11 (1H, s) attribuable au proton H-8,
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- Un singulet de trois protonsia 4,25 (3H, s), correspondant aux protons d’un geawgnt
méthoxyle aromatique.

Son spectre de RMNC (Fig. 23) complétement découplé révéle la présdecl2 signaux
de carbone comme l'indique la formule brute. L'gsalde ce spectre couplé aux spectres DEPT
90 et 135 a permis de distinguer :

- Six signaux de carbones quaternaires dont un ngidde lactone conjugué&a 161,1 ;
caractéristiques des coumarines (Cardetral, 1992) et cing signaux de carbone aromatiques a
0c158,4 ;152,7 ; 149,6 ; 112,7 ; 106,4 ;

- Cing signaux de carbones tertiaires dont un anigoatadc 93,8 et quatre autres tous
hybridés spadc 144,8 ; 139,2 ; 112,5 et 105,0 ;

- Un signal de carbone primaire d@ 60,1, attribuable a un groupement méthoxyle
aromatique.

L’ensemble de toutes ces données spectrales, céagpaicelles décrites dans la littérature
permet d’attribuer au composé FPE-1 la strucB8equi est celle du bergaptene (letial.,
2004 ; Thantetal., 2004 ; Patiét al, 2010)

(1//\, N = Couplage COSY
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Figure 22: Spectre de RMNH (500 MHz, CDC4) de FPE-1
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Figure 23: Spectre de RMNC (150 MHz, CDCJ) de FPE-1

Tableau XllI: Données de RMNH (CDCk, 500 MHz) et*C (CDCk, 500 MHz) de FPE-1 et

du bergaptenéCDCls, 300MHz) (Thanh eal., 2004)

Position FPE-1 Bergapténe
on (M, J (Hz)) oc (m) on (M, J (Hz)) oc (m)

2 - 161,1s - 161,6 s
3 6,25 (1H,dJ=10,0 Hz) 1125d 6,28 (1H, dJ=9,9 Hz) 113,0d
4 8,13 (1H,dJ=10,0Hz) 139,2d 8,16 (H, dJ=9,9 Hz) 139,6d
5 - 1496 s - 150,0 s
6 - 112,7 s - 113,1s
7 - 158,4 s - 158,8 s
8 7,11 (1H, s) 93,8d 7,15 (1H, s) 94,3 d
9 - 152,7 s - 153,1s
10 - 106,4 s - 106,8 s
2 7,54 (1H, dJ=2,5Hz) 144,8d 7,61 (1H, dJ=2,4 Hz) 145,2d
3 7,00 (1H, dJ=2,5Hz) 105,0d 7,03 (1H, dJ=2,4 Hz) 105,4d

5-OMe 4,25 (3H, s) 60,1 4,28 (3H, s) 60,5q

I1.1.2.1.2.2- Identification de FPE-2, le psoraléne

Ce composé cristallise sous forme de paillettesdbles dans le mélange Hex.-A.E (24 :

01). Soluble dans le chloroforme, il fond entre 16162°C, et présente une fluorescence bleu

intense sous UV a 254 nm, ce qui laisse présageFB&-3 serait une coumarine.



Son spectre de masse en impact électronique peéleepic de I'ion moléculaire @&/z
186,1 dont I'analyse a haute résolution lui atteilba formule brute GHeOs pour le pic am/z
186,0317 (calc. 186,1635 pouniBs03). FPE-2 renferme neuf degrés d’insaturation et un
groupement méthoxyle en moins que le composé FPE-1.

En effet, une étude comparative des spectres de f:Mi¢ ces deux composés (FPE-1et
FPE-2) révele de nombreuses similitudes. On obsswweces deux spectres les signaux
caractéristiques d’'un squelette de type furanocoumeales seules différences observées entre
ces deux composeés résident au niveau de :

- L’absence sur le spectre de RMN de FPE-2 du signal du groupement méthoxyle ;
- L’apparition d'un signal additionnel d'un singulefun proton aénw 7,67 (1H, S)

attribuable au proton H-5 en lieu et place du gemaent méthoxyle.

H2' ‘

H3'

76 ' 77;5 74 . 7.5 7.‘27 T1 I 7.07 ‘ ‘6.9
Figure 24: Spectre de RMNH (CDCl, 500 MHz) de FPE-2

Sur la base de ces données spectroscopiquesuddust 39 connue sous le nom de
psoraléne a été attribuée au composé FPE-3 €Kiah, 2006).
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Tableau XIV: Données de RMNH (CDCk, 500 MHz) de FPE-2 et du Psoraléne (CHG00
MHz) (Kim et al, 2006)

Position FPE-2 Psoraléne
on (m, J (Hz)) on (m,J (Hz))
2 - -
3 6,37 (1H, dJ = 9,5 Hz) 6,36 (1H, dJ = 9,6 Hz)
4 7,78 (1H, dJ = 9,5 Hz) 7,78 (H,dJ = 9,6 Hz)
5 7,67 (1H, s) 7,67 (1H, s)
6 - -
7 - -
8 7,47 (1H, s) 7,44 (1H, sl)
9 - -
10 - -
2’ 7,68 (1H, dJ = 2,0 Hz) 7,68 (1H, dJ = 2,4 Hz)
3 6,81 (1H, dJ = 2,5 Hz) 6,82 (1H, dJ = 2,4 Hz)

I1.1.2.1.2.3- Identification de FPE-22-10, Aviprine

Soluble dans le chloroforme, ce composé se présenie forme de poudre jaune pale
apres précipitation dans le systeme hexane — aadtahyle (13 : 7) et fond en se décomposant
a 134 °C. Il présente une fluorescence bleu inteags UV a 254 nm, ce qui laisse présager que
ce composé tout comme FPE-1 et FPE-3 serait unearinge.Son pouvoir rotatoire estt]p?*

+ 18 (MeCO, c =0,2).

Son spectre UV présente des bandes d’absorpfigaxa@10, 268, 250 et 225 nm.
Son spectre IR exhibe des bandes de vibration téaistques des hydroxyles (3400 ¢cm
1y, d’'un carbonyle de lactone (1716 ¢ndes doubles liaisons C=C aromatiques (1604).

Sa formule brute H160e (calculée 304,2946 pouri16Hi160s), renfermant neuf degrés
d’insaturation a été déduite de son spectre deentemsge résolution en impact électronique pour
le pic am/z 304,0947. Ceci est en accord avec les spectréeMié¢ H et °C. Une étude
comparative des spectres de RMN des composés FRE-RE-22-10 révele de nombreuses

similitudes.



En effet, On observe sur leurs spectres, les sigoaactéristiques d’un squelette de type
furanocoumarine. Les différences majeures obsersigeles spectres de RMN de ces deux
composés résident au niveau de :

- la disparition du singulet de trois protons attéble au signal du groupement méthoxyle
aromatique visible sur le spectre de RMN du composé FPE-1 ;

- I'apparition d’'un ensemble de signaux caractéyists d’une unité isopréne.

On observe également un ensemble de trois signaparaissant chacun sous la forme
d’'un doublet dédoublé d’'un protorva 4,52 (1H, dd,J = 10,0 ; 2,5 Hz)¢n 4,43 (1H, ddJ =
10,0 ; 8,0 Hz), ebn 3,89 (1H, ddJ = 8,0 ; 3,0 Hz) dont les corrélations sont évidsrgur le
spectre COSY. Les corrélations observées sur lerspdSQC ont permise de relier ces protons
aux carbones & 74,5 pour les deux premiers protons et 71,7 potmoisieme.

- deux singulets de trois protons chacuind,34 (3H, s) 6c 26,7 etén 1,30 (3H, S) bc
25,2 attribuables a deux méthyles.

- deux singulets d’'un proton chacurs@ 2,77 et 2,10 attribuables a deux hydroxyles
aliphatiques.

Toutes ces informations sont en accord avec uné igaprene de type 2,3-dihydroxy-3-
meéthylbutyl (sous-structure 1).

4,49 (1H, dd, J=10,0; 8,0 Hz)
452 (1H,dd,J=10,0;25Hz) H H

%

OH

HO H 3,89 (1H, dd,] =8,0; 3,0 Hz)
Sous-structure I
Sur son spectre de RMINC (Fig. 26), on observe 16 signaux de carbone dantalyse
combinée avec le spectre de DEPT 135 permet teglisr :
- Sept signaux de carbones quaternaires dont unrodebde lactone conjuguéda 161,0,
- Cing méthines,
- Un méthyléne ax 74,5
- Deux méthyles @ 26,7 et 25,2
Toutes ces données spectroscopiques (Tableau XVgs@ccord avec celles décrites dans
la littérature pour l'aviprine ou hydrate d’oxypedanine, précédemment isoléRkucedanum

ostruthiumpar Joeet al.,(2011).
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Figure 26: Spectre de RMN?C (CDCk, 125 MHz) de FPE-22-10
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Tableau XV: Données de RMNH (CDClk, 500 MHz) et*C (CDCk, 125 MHz) de FPE-22-10
et de l'avipring({CDCls, 300MHz) (Thantet al, 2004 ; Jo&t al, 2011)

Position FPE-22-10 Aviprine
on (nH, m,J (Hz)) oc (m) on (nH, m,J (Hz)) oc (m)

2 - 161,0s - 161,6 s

3 6,29 (1H, dJ = 10,0 Hz) 113,2d 6,26 (1H, dJ=9,9 Hz) 113,3d

4 8,16 (1H, dJ=9,5 Hz) 138,9d 8,17 (1H, dJ=9,9 Hz) 139,5d

5 - 148,5s - 1489 s

6 - 114,3 s - 1146 s

7 - 158,1s - 158,5s

8 7,17 (1H, s) 95,0d 7,13 (1H, sl) 95,1d

9 - 1526 s - 1529s

10 - 107,4 s - 107,6 s

2’ 7,59 (1H, dJ = 2,0 Hz) 145,3 d 7,61 (1H, dJ = 2,4 Hz) 145,6 d

3 6,97 (1H, dJ = 2,0 Hz) 104,7 d 7,00 (1H, dJ = 2,4 Hz) 105,2 d

2" 4,43 (1H,ddJ=10,0;8,0Hz) 745t 4,45(1H,ddJ)=9,6;7,8Hz) 74,9t

4,52 (1H, ddJ=10,0; 2,5 Hz) 4,57 (1H, ddJ)=9,6 ; 3,0 Hz)

3" 3,89 (1H,ddJ=8,0;30Hz) 76,5d 3,93(1H,ddJ)J=7,8;3,0Hz) 77,0d
3"-OH 2,77 (1H, sl) - 3,04 (1H, s) -
4"-OH 2,10 (1H, sl) 71,7 q 2,18 (1H, s) 72,11

5" 1,34 (3H, s) 26,7 q 1,38 (3H, s) 27,0 ¢

6" 1,30 (3H, s) 25,2 q 1,33 (3H, s) 25,6 q

I1.1.2.1.3- Identification des stérols

I1.1.2.1.3.1- Identification de FPE-4 (mélange de phytostérols)

Le composé FPE-4 cristallise sous forme d aiguildanches dans le mélange

hexane/acétate d’éthyle (13 : 03). Il est solulblesde chloroforme et réagit positivement au test

de Liebermann-Burchard, donnant une coloration éblgui vire rapidement au vert foncé,

caractéristique des stérols.

Sur son spectre de masse en |E, on observe desidjmas moléculaires [M]a m/z

412,3 (int. rel. = 100) et 414,3 (int. rel. = 26¢@mpatibles respectivement avec les formules

brutes GoHa60 et GgHagO.



FPE-4 a été identifié a un mélange de phytost&mistitué de stigmastérdl et dep-
sitostérol42 avec le second comme composé majorittii@vgankoet al, 1999) grace a ses
données de RMNH et une CCM comparative avec un échantillon déresice disponible au

laboratoire.

Figure 27: Spectre de RMNH (CDCl, 500 MHz) de FPE-4

I1.1.2.1.3.2- Identification de FPE-11 (3-O-B-D-glucopyranoside de B-sitostérol)

Le composé FPE-11 se présente sous forme de fardsybes solides de couleur beige
dans le mélange-hexane/acétate d’éthyle (3 : 7). Il est solublesda pyridine et fond entre 275
-277 °C. Il réagit positivement aux tests de Mokgtde Liebermann-Burchard, indiquant a la
fois la nature glycosidique et stéroidique de eelui

Son spectre de masse en ESI (mode positif) moatpiclde l'ionpseudomoléculaire
[M-H] " am/z575, qui, combiné aux données de RMN, permet idattibuer la formule brute

CssHe00s, renfermant six degrés d’insaturation.
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FPE-11 a été identifié au G3-D-glucopyranoside dd3-sitostérol43 par CCM

comparative avec un échantillon authentique didggerdans notre laboratoire d’'une part et par
ces données de RMM d’autre part.
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Figure 28 Spectre de RMNH (Pyridineds, 400 MHz) de FPE-11
[1.1.2.1.4- Une ionone : identification de FPE-22-8e blumenol A)

Le composé FPE-22-5 a été isolé sous forme de fiagiules solides dans le systéme
hexane-acétate d’éthyle (3 : 1). Il fond entre #1415 °C, et est soluble dans l'acétone, et le
méthanol.

Son poids moléculaire a été suggéré par le pidaterholéculaire an/z 224,1 sur son
spectre de masse en Impact Electronique, dontlys@aHRSMIE pour le pic é&n/z224,1412

permet de lui attribuer la formule moléculairesi>00z (calculée 224,2961 pouri§1200s)
renfermant quatre degrés d’insaturation.
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Le large pic intense a 3406 ¢rmbservé sur son spectre IR et la perte succedsideux
fragments an/z- 18 sur le spectre de masse IE, révéle la présedmaeux groupes hydroxyles
(associées a la perte de deux molécules d’eayyédsence d'un carbonyle conjugué est suggérée
par I'absorption IR &max 1659 cmt et la bande d’absorption UViaax (MeOH) 236 nm (4,05).

Sur son spectre de RMMI (Fig. 29), on observe :

- un signal &+ 1,91 (3H, sl) attribuable a un groupement métbitlee sur un carbone
hybridé sp adc 167,5, observable sur son spectre HMBC. Ce sigptalouplé a un autre signal
élargi aon 5,87 (1H, sl), avec une faible corrélation suspectre COSY, suggérant un couplage

a longue distance entre le groupe méthyle et uropraéfinique, d’ou la sous structuae

[

- une superposition de deux proton$&,79 (1H, dJ = 16,0 Hz) et 5,78 (1H, dd~=
16,0 ; 6,0 Hz), suggere la présence d'une doigid®h trans-disubstituée.

- un signal &u 1,23 intégrant pour trois protons (3H,Xs 6,5 Hz) entretenant un
couplage observable sur le spectre COSY avec utiptetilarge &+ 4,40 (1H, dgJ=6,5; 6,0
Hz), également couplé a I'un des protons éthylé&@sigdn 5,78 ; d’ou la sous-structube

"
H CHs

h, W
b
- deux singulets intégrant pour trois protons cha&dn 1,03 (3H, s) et 1,01 (3H, s)
attribuables a deux méthyles géminés portés paarbone sp
- une paire de protons de méthylene isolés ceniédl5 (1H, dJ= 16,5 Hz) et 2,47
(1H, d,J=17,0 Hz).

Son spectre de RMRC (Fig. 30) fait ressortir 13 signaux que I'on pautaide des
spectres DEPT 90 et 135 regrouper en quatre méthyheméthylene, quatre méthines et quatre
carbones quaternaires parmi lesquels un carborgyleétbne conjugué. Les différentes sous-
structures ont été assemblées a l'aide des cooréddd et®J visibles sur le spectre HMBC.

Toutes ces données, en accord avec celles déddtes la littérature ont permis
d’attribuer a FPE-22-5 la structudd, qui est celle du Bluménol A, isolé pour la premiéois
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des feuilles d€odocarpus blumdiGalbraith et Horn, 1972 ; Xiaosit al, 1999 ; Fang-rongt
al., 2000 ) et reporté ici pour la premiére fois dargé-icus
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Figure 29: Spectre de RMNH (CDsOD, 500 MHz) de PFE-22-5
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Figure 30: Spectre de RMN®C (CD:0D, 150 MHz) de PFE-22-5
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Tableau XVI: Données de RMNH (CDsOD, 500 MHz) et*C (CD;OD, 150MHz) de FPE-
22-5 et du blumenol A (C&l, 500 MHz) (Xiaoxietal., 1999)

Position FPE-22-5 Blumenol A
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc(m)
1 - 424s - 4a11s
2 2,15 (1H,dJ=16,5Hz) 50,7t 2,25 (1H,dJ=17,0 Hz) 49,7t
2,47 (1H,dJ=17,0 Hz) 2,45 (1H,dJ=17,0 Hz)
3 - 201,2s - 198,1s
4 5,87 (1H, sl) 127,3d 5,91 (1H, sl) 126,9d
5 - 167,5s - 166,3 s
6-OH 3,87 (1H, sl) 80,0s - 79,0 s
7 5,79 (1H, dJ = 16,0 Hz) 136,9d 5,79 (1H, dJ= 15,5 Hz) 135,7d
8 5,78 (1H, ddJJ=16,0; 6,0 Hz) 130,0d 5,78 (1H, dd,J =15,5; 6,0 Hz) 129,1d
9 4,31 (1H,dg,J=6,5;6,0 Hz) 68,6d 4,31 (1H, m) 68,0 d
10 1,23 (3H, s) 24,5q 1,30 (3H, s) 23,71
11 1,01 (3H, s) 23,51 1,02 (3H, s) 22,8 q
12 1,03 (3H, s) 23,8 q 1,09 (3H, s) 24,1 q
13 1,91 (3H, s) 195¢q 1,90 (3H, s) 18,9 q

I1.1.2.1.5- Le dérivé de ’acide benzoique : identification de FPE-5, I'acide vanillique

Le composé FPE-5 précipite sous forme de finescpées solides blanchéatre dans le
mélangen-hexane/acétate d'éthyle (4 : 1). Il est solublesda méthanol et réagit positivement
au test au Feglcaractéristique des hydroxyles phénoliques.

Son spectre de masse en IE montre le pic de I'iol¢calaire [M]"™ am/z168,1, dont
'analyse a haute résolution pour le pien& 168,0423 lui attribue la formule brute gHzO4
(calculée 168,1380 poursBsOa), qui renferme cing degrés d’insaturation.

Son spectre de RMNH (Fig. 31) présente &+ 7,55 un multiplet de deux protons
aromatiques et un doublet d’un proton aromatiqde 6,83 (1H, dJ = 9,0 Hz). De méme, on
observe an 3,89 un singulet de trois protons attribuable grupement méthoxyle.

Toutes les données physiques et spectroscopiquegacées a celles décrites dans la
littérature, ont permis d’identifier le composé FPR@ I'acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique,

généralement appelé acide vanillique déja décriPpachayasittikuet al, (2009).
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Figure 31: Spectre de RMNH (CDsOD, 300 MHz) de PFE-5
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11.1.2.2. Composés isolés de Ficus thonningii

Un total de 25 composés ont été isolé des figudsstacines dE. thonningiia raison
de 13 composeés de l'extrait des figues et de 1&tle des racines. Il convient de noter que le

meélange deg-sitostérol et de stigmastérol, en plus du glys@sidp-sitostérol, précédemment
isolés et décrits ont également été obtenus deonningii,et ne seront plus décrits.

I1.1.2.2.1- Les flavonoides

I1.1.2.2.1.1- Identification de FTF-19, Alpinumisoflavone

Le composeé FTF-19, isolé & la fois des figues strdeines d&. thonningii(FTBR-2)
est obtenu sous forme de fines aiguilles pointaesgs dans le systeme Hex/AE (8 : 2). Il fond
entre 212,1 - 213° C, et est soluble dans le DM8fe CCM développée dans le systeme
toluéne-acétate d'éthyle (9 : 1) sur plaque delgedilice pulvérisée au mélange vanilline-acide
sulfurique suivie d'un Iéger chauffage laisse agip@ une tache jaune (Rf 0,6).

Il répond
positivement au test au chlorure ferrique (ReCaractéristiques des hydroxyles phénoliques.
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Son spectre de masse enregistré en Impact ElepieilE) présente le pic de l'ion
moléculairglM*] am/z336,1 dont I'analyse a haute résolution pourdefpn/z336,0997 permet
de lui attribuer la formule brutexgH160s (calc.m/z336,3380 pour &H160s). FTF-46 renferme
13 degrés d’insaturation.

Son spectre de RMRH (Fig. 32) réveéle des signaux bien résolus typogien noyau
d'isoflavone contenant un noyau pyranne, confiraréspn spectre IR qui révele la présence du
carbonylen, B-Insaturée du cycle C.

L’exploitation du spectre de RMAH couplé a celui de RMRC (Fig. 33) fait ressortir
la présence d’'un singulet d’'un proton+a8,36 porté par le carboned@154,2 (G), attribuable
au proton H-2 caractéristique des isoflavonoides.

Nous observons entre autres, un singulet d’'un prat@3,37 ppm échangeable a I'eau
lourde et attribuable a I'hydrogéne de I'hydroxgleélaté en position 5 des flavonoides.

- un singulet de six protons & 1,42 /oc 27,8 correspondant au groupemeetn
diméthyle ;

- une paire de doublets d’un proton chacuh &,61 (1H, dJ = 10,0 Hz) kbc 114,5 et
5,80 (1H, dJ=10,5 Hz) bc 129,1 ; le tout couplé en HMBC a un atome de aalmuaternaire
hybridé sp adc 78,1 ; caractéristiques d’'un groupement 2,2-digiétiiomeéne.

Le spectre de RMNH montre également une paire de doublets intégiaatun pour
deux protons, an 7,37 (2H, dJ = 8,5 Hz) /oc 130,1 et 6,81 (2H, d, = 9,0 Hz) /éc 115,0 qui
ont été attribués aux protons HF26' et H-3/H-5 du noyau aromatique paradisubstitué (cycle
B) hydroxylé en position Ct4L’existence du 4'-OH est confirmée par la présatian singulet
large d’un proton an 9,60 (1H, s). Le signal du singulet d’un protoénd,49 (1H, s) bc 94,6

est attribuable au proton H-8.

La localisation du noyau pyrannique linéaire a féite grace a I'analyse du spectre
HMBC, qui montre les corrélations entre les protats 6,61 (1H, dJ = 10,0 Hz ; H-4) et 5,80
(1H, d,J = 10,5 Hz, H-3) avec le carbone C-6a 105,4, d’'une part et entre le prototial 3,37
(1H ; s) et le carbonedt 105,4 d’autre part, nous permettant ainsi de foeenoyau en position
6et7.

Toutes ces données, sont identigues a celles e®cdans la littérature pour
I'alpinumisoflavone46 (Martinezetal., 1982 ; Rahmaatal., 2007 ; Hernandeetal., 2000).

98



—13.367

=
42
|
]
({
) W :
El IR
74 6.7 66 6.5 ppm

A

o -
— oy O o o~
oy = = = -
(22 S Bt Bl —

|

180.46

1|2 1|1 1|o é ..'ii All :Ia. i *; ppn‘:
Figure 32 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTF-19
Ny | SRR Ul

—_—

T
100 80

—_—

&0

Figure 33 Spectre de RMN®C (DMSOds, 125 MHz) de FTF-19

99



Tableau XVII: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'*C (DMSOds, 125 MHz) de
FTF-19 et de l'alpinumisoflavong&€DsCIl-CDz0D, 400 MHz) (Rahmast al,, 2007)

Position FTF-19 Alpinumisoflavone
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc (m)
2 836(1H,s) 1542d  836(l1H,s)  1527d
3 - 122,4 s - 123,0 s
4 - 180,5s - 181,2s
5-OH 13,37 (1H, s) 156,7 s 13,08 (1H, s) 157,0 s
6 - 105,4 s - 106,8 s
7 - 158,8 s - 157,5s
8 6,49 (1H, s) 94,6 d 6,34 (1H, s) 95,0d
9 - 157,5s - 156,2 s
10 - 104,7 s - 105,7 s
1 - 121,0s - 123,8 s

2' 737 (2H,dJ=85Hz) 130,1d 7,39 (2H,dJ=8,7Hz)  130,4d
3 6,81 (2H,dJ=9.0Hz) 1150d 6,89 (2H,dJ=8,7Hz)  1159d
4-OH 9,60 (1H, sl) 156,0 s 5,80 (1H, s) 159,7 s
5 6,81 (2H,dJ=9.0Hz) 1150d 6,89 (2H,dJ=8,7Hz)  1159d
6 737 (2H,dJ=85Hz) 130,1d 7,39 (2H,dJ=8,7Hz)  130,4d
2" - 78,1 - 78,2 s
3"  580(1H,dJ=105Hz) 129,1d 563 (1H,dJ=10,2Hz) 1283d
4" 6,61(1H,dJ=10,0Hz) 1145d 6,73 (1H,dJ=10,2Hz) 1155d
5"—Me 1,42 (3H, s) 27,8 q 1,47 (3H, s) 28,3 q
6"-Me 1,42 (3H, s) 27,8 q 1,47 (3H, s) 28,3 q

I1.1.2.2.1.2- Identification de FTBR-15, Hydroxyalpinumisoflavone

Le composé FTBR-15 a été obtenu des racinds tleonningii Il précipite sous forme
de solide polymorphe jaune dans le systeme HexBAEL] et fond entre 212.1 — 213 °C, et est
soluble dans le DMSO. Une CCM développée dansderye CHCI-MeOH-NHs (85: 18 :1)
sur plague de gel de silice pulvérisée au mélargdime-acide sulfurique suivie d'un léger
chauffage, laisse apparaitre une tache jaune @).0Jl répond positivement au test au chlorure
ferriqgue (FeQ) caractéristique des hydroxyles phénoliques.
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Sa formule brute £H160s, renfermant 13 degrés d’insaturation a été dédisteses
données de RMN et de son spectre de masse en igleeirbniquer haute résolution poun/z
352,0942 [M]*calculé pour 352,0947).

La comparaison des spectres de RMINFig. 34) et3C (Fig. 35) découplé large bande
de ce composé avec ceux du composé FTF-19, réeetmmhbreuses similitudes, lesquelles
permettent de confirmer que ce composé a l'instaFtF-19 est un isoflavonoide renfermant
dans sa structure un cycle pyrannique.

Toutefois la différence entre les deux composésgleédans le nombre de groupements
méthyles, I'un des méthyles de FTBR-15 ayant éj@léxn alcool primaire. Cette hypothese est
confirmée par le spectre de masse en impact éegtr® qui montre les picsra/z337 [M —
CHz] "etm/z321 [M - CHOH] ¥, ainsi que les fragments issus de la retro-DielseA&in/z203
(cycle A) et 118 (cycle B). L’apparition sur sorespre de RMNH d’un signal intégrant pour
un proton &u 5,08 (1H, tJ = 6,0 Hz) attribuable a I'hydrogéne d’'un hydroxgl@hatique et
un doublet intégrant pour deux protong-a3,47 (2H, dJ = 5,5 Hz), attribuables aux protons
d’'un méthyléne oxygénéde 67,0 le confirme également.

Toutes ces données comparees a celles décritetadatésature, ont permis d’attribuer
a ce FTBR-15 la structud?, qui est celle de I'hydroxyalpinumisoflavone, isoldeGenista
ephedroidegpar Pistelli et collaborateurs, 1998.

Tableau XVIII: Données de RMNH (DMSO-ds, 500MHz) et'*C (DMSO-ds, 125 MHz) de
FTBR-15 et hydroxyalpinumisoflavone (DMS@} (Pistelliet al, 1998)

Position FTBR-15 Hydroxyalpinumisoflavone

on (M, J (Hz)) dc(m) on (M, J (Hz)) dc(m)
2 8,35 (1H, s) 154,2 d 8,35 (1H, s) 154,2 d
3 - 122,4 s - 122,3 s
4 - 180,4 s - 180,4 s
5-OH 13,33 (1H, s) 155,8 s 13,08 (1H, s) 156,7 s
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4'-OH

6,50 (1H, s)

7,37 (2H, ddJ = 6,5 ; 2,0 Hz)
6,81 (2H, ddJ = 6,5 ; 2,0 Hz)
9,58 (1H, sl)

6,81 (2H, ddJ =65 ; 2,0 Hz)
7,37 (2H, ddJ = 6,5 ; 2,0 Hz)
5,73 (1H, dJ = 10,0 Hz)
6,67 (1H, dJ = 10,0 Hz)
5,08 (1H, t, 6,0 Hz)
3,47 (2H, dJ = 5,5 Hz)
1,34 (3H, s)
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Figure 34 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-15
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Figure 35 Spectre de RMNSC (DMSOds, 125 MHz) de FTBR-15

I1.1.2.2.1.3- Identification de FTF-31-FM, Wightéone

Le composé FTF-31-FM, isolé des figues Kethonningii se présente sous forme
d’aiguilles jaune péle dans le mélange hexane-tcétathyle (13 : 7). Il répond positivement
au test au chlorure ferrique indiquant ainsi samgphénolique.

Sa formule brute &H180s, renfermant douze degrés d’insaturation a étéiteda son
spectre de masse haute résolution en El, qui mtanpie de I'ion moléculaire Mam/z338,1146
(calculée 338,1154 pourgEi150s).

L’interprétation de toutes les données spectrose®s de FTF-31 a permis de lui
attribuer la structurd8.

En effet, son spectre de RMN (Fig. 36) révéle la présence de:
- un singulet d’'un proton &; 13,20 attribuable a I'H d’un hydroxyle phénoliqeeélaté.

- un singulet large d’un protond 9,55 attribuable a un hydroxyle phénolique ;
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- un singulet d’'un proton &; 8,26 porté par le carboneda 153,6 (C-2, suite a I'analyse
de son spectre HSQC), caractéristique du noyawg idoflavonoide.

- un ensemble de signaux caractéristiques d’'un sysFeNBB’ a & 7,36 (1H, dJ=8,8
Hz, H-2/H-6') et 6,80 (1H, dJ = 8,4 Hz, H-3H-5'), attribuable aux protons du cycle B ;

- un singulet d’un proton &, 6,41 (1H, s) Ac 92,9 attribuable au proton H-8 ;

La présence d'une unité isopentényle de type Bnéttiiylallyle dans la structure de FTF-
31 est suggérée par 'analyse combinée des sperBdIN*H, 1°C et de masse. On observe
aisni sur les spectres de RMN et °C deux signaux de méthylé[1,61 /éc 25,4 etdy 1,71 /
oc 17,7], un doublet de deux protors 3,22 (2H, dl,J = 7,2 Hz) /oc 21,0 ], et un triplet d’'un
proton pn 5,16 (1H, tJ = 7,2 Hz) loc 122,1], en plus des fragments proéminemtyzZ295 et
le pic de base @/z283 [M™-55 (CGiH?7)].

Le spectre de RMNC (Fig. 37) révéle la présence de 20 signaux deoca comme
lindique la formule brute et dont I'analyse partiechnique DEPT (90 et 135), couplée a
I'exploitation des spectres HSQC, permet de lesotgaer en:

- dix carbones quaternaires dont un carbonye £80,1 (C-4) ;

- sept méthines dont quatre aromatiques oxygédeser,0 (C-7), 158,7 (C-5), 157,3
(C-2) et 155,3 (C-9) ;

- un méthylene @ 21,0 (C-1))

- deux méthyles & 25,4 et 17,7.

La localisation de l'unité 3,3-diméthylallyle sue Isquelette s’est faite grace aux
corrélationsJ ? etJ ® observées sur le spectre HMBC. En effet, les tatio@is entre les protons
du méthyléne de l'unité isoprényl@éa3,22 et les carbones C-5 (158,7), C-6 (111,0),(062,0)
d’'une part, et entre le proton H-8 et le carbon@, @-autre part, montrent que ce groupe est fixé
sur le carbone 6.

L’ensemble de toutes ces données a permis d’asagfi€F-31-FM la structuré8, qui
est celle de la wightéone (Agrawal, 1989 ; Kinashttal., 1990)

Tableau XIX: Données de RMNH (DMSO-ds, 400 MHz) et*C (DMSO-ds, 125 MHz) de
FTF-31-FM et de la wightéone (DMS@) (Agrawal, 1989 ; Kinoshitat al, 1990)

Position FTF-31-FM wightéone
on (NH, m,J (Hz)) oc (m) on (NH, m,J (Hz)) oc (m)
2 8,26 (1H, s) 153,6d 8,10 (1H, s) 153,7d
3 - 122,2's - 123,0 s
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Figure 36. Spectre de RMNH (DMSO-ds, 400 MHz) de FTF-31-FM

4 - 180,1s - 181,2 s
5-OH 13,20 (1H, s) 158,7 s 13,08 (1H, s) 158,0 s
6 - 1110s - 110,8 s
- 162,0s - 161,5s
8 6,41 (1H, s) 92,9d 6,49 (1H, s) 93,0 d
- 1553 s - 156,2 s
10 - 104,0 s - 104,7 s
1 - 1214 s - 123,8 s
2' 7,36 (2H, dJ = 8,8 Hz) 130,1d 7,44 (2H, dJ=8,5 Hz) 130,4d
3 6,80 (2H, dJ = 8.4 Hz) 115,0d 6,89 (2H, dJ = 8,7 Hz) 115,9d
4'-OH 9,55 (1H, sl) 157,3 s - 159,7 s
5 6,80 (2H, dJ=8.4 Hz) 115,0d 6,89 (2H, dJ = 8,7 Hz) 1159d
6’ 7,36 (2H, dJ = 8,8 Hz) 130,1d 7,44 (2H, dJ=8,5 Hz) 130,4d
1 3,22 (2H, dIJ=7,2 Hz) 210t 3,35 (2H, dIJ=8,0 Hz) 216t
2" 5,16 (1H, t1J=7,2 HZ) 122,1d 5,27 (1H, t1,J = 8,0 Hz) 1216 s
3" - 130,6 s - 129,8d
4"-Me 1,61 (3H, s) 17,7 q 1,66 (3H, s) 17,5q
5"—Me 1,71 (3H, s) 25,4 q 1,78 (3H, s) 26,0 q
2 CH3
OH-
|
H3/Hs'
o
= JLLL
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Figure 37: Spectre de RMN®C (DMSO-ds, 125 MHz) de FTF-31-FM

I1.1.2.2.1.4- Identification de FTF-41-8, Hydrate de lupiwightéone

Le composé FTF-41-8 a été isolé sous forme d'unedm@oamorphe jaune dans le
mélange hexane-acétate d’éthyle (3 : 1) et préser@dluorescence a la lampe UV a 365 nm. I

répond positivement au test au chlorure ferriquéiguant ainsi sa nature phénolique.

Les caractéristiques spectrales en UV et en IR semiblables a ceux des isoflavones
préecédemment décrits. En effet, son spectre U\eptéplusieurmaxima: 213, 261 et 267 nm,
tres caractéristiques des isoflavonoides. Sontrgpi@enregistré dans le KBr, exhibe des bandes
d'absorption caractéristiques des groupes hydedityles (3446 cm), d’un carbonyle & 1646
cml, 1600-1542 cm (doubles liaisons aromatiques), un groupe d'@peique (1512 cm) et
du groupe méthyléne (1463 dn

Son spectre de masse haute résolution en impattosgue présente le pic de l'ion
moléculaire [M] am/z 356,1257 (masse calculée 356,1260, soit une ferfulte GoH200s,

renfermant onze degrés d’insaturation).

Sur le spectre de RMM (Fig. 38), on observe :
- un signal &x 12,90 associé a I'hydrogéne d’'un hydroxyle phénmichélaté (HO-
5) avec une fonction cétonique (en position 4).
- un singulet &x 8,36 intégrant pour un proton, dont I'analyse gactre HSQC a

permis de le lier au carbon&&154,1, et caractéristique du proton H-2 d’'un eadinoide.
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- deux doublets dédoublé®&6,80 (2H, ddJ=9,0; 2,5 Hz) et 7,37 (2H, ddi=9,0 ;
2,5 Hz), chacun intégrant pour 2H, caractéristiqlies systeme AMAB’ sur le cycle B.

- un singulet d’un proton & 6,30 porté en HSQC par le carboniz 88,5, attribuable
au proton aromatique H-6 situé sur le cycle A.

Les autres signaux sont caractéristiques d'une yfagon de type 3-hydroxy-3-
méthylbutyle. En effet, on remarque la présenceaiex doublets de doublets dédoubléhia
2,67 (2H, dddJ =8,5;5,0; 3,5 Hz) et 1,52 (2H, ddd+ 8,5 ; 5,0 ; 3,5 Hz) intégrant chacun
pour 2H ; un singulet de six protongal,16 ppm correspondant a deux meéthyles.

Son spectre de RMNC (Fig. 39) complétement découplé combiné auxtspe®EPT
90 et 135, révele la présence de vingt signauxadeone en accord avec la formule brute. On
distingue :

- dix signaux de carbones quaternaires dont celui dawbonyle conjuguéd 180,6 et
quatre aromatiques oxygénéscd 61,8 ; 159,4 ; 157,3 et 154,9.

- quatre signaux pour six méthines#l54,1 (C-2), 130,1 (C-2/6), 115,0 (C-3/5), 98,5
(C-6).

- deux signaux de méthylenes#l7,2 (C-1) et 42,8 (C-2).

- deux signaux de méthylesa29,1 (C-4/5").

L’analyse des spectres bidimensionnels permet giéiguaner I'unité prénylé 3-hydroxy-
3-méthylbutyle en position 8. En effet, on obsesuele spectre HMBC une corrélation entre le
groupement OH en position 5 (12,90 ppm) et le aaelwc 98,5 (C-6), alors qu’il n’y a pas de
corrélation entre les protongial,52 et 2,67 et le carboneé&159,4, porteur du OH chélaté (C-
5).

On y observe également les corrélations des ps@én2,67 (2H, dddJ=8,5;5,0;
3,5 Hz) avec les carbonesial61,8 (C-7) ; 154,9 (C-9) ainsi que celles du pndtb2 et les
carbonesC-9 (154,9) ; C-4 (180,6) et C:{121,8).
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L’ensemble de toutes ces données permettent difieer TF-41-8 a la 5,7,4'-trihydroxy-
8-(3-hydroxy-3-méthylbutyl)isoflavone, connue stiappelation d’hydrate de lupiwightéod®

isolée pour la premiére fois des racines.dpinus luteus Lpar Hashidoko et collaborateurs
(1986).

OH o
49 OH

Tableau XX: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et3C (DMSO-ds, 125 MHz) de
FTF-41-8 et de I'hydrate de lupiwightéone (®eds, 100 MHz) (Hashidoket al, 1986)

Position FTF-41-8 Hydrate de lupiwightéone

o1 (NH, m,J (Hz)) dc (m) o1 (NH, m,J (Hz))
2 8,36 (1H, s) 154,1 d 8,26 (1H, s)
3 - 121,3 s -
4 - 180,6 s -

5-OH 12,90 (1H, s) 159,4 s 12,97 (1H, s)
6 6,30 (1H, s) 98,5 s 6,34 (1H, s)
7 - 161,8 s -

108



8 . 107,2s .

- 1549 s -
10 - 104,4 s -
1 - 1218 s -
2 7,37 (2H, dd, J=9,0 ; 2,5 Hz) 130,1d 7,48 (2H, dlJ = 8,8 Hz)
3 6,80 (2H, dd, J=9,0; 2,5 Hz) 115,0d 6,90 (2H, dIJ = 8,8 Hz)
4'-OH 9,55 (1H, sl) 157,3 s -
5 6,80 (2H, dd, J=9,0 ; 2,5 Hz) 1150d 6,90 (2H, dlJ = 8,8 Hz)
6’ 7,37 (2H, dd, J=9,0 ; 2,5 Hz) 130,1d 7,48 (2H, dlJ = 8,8 Hz)
1" 2,67 (2H,ddd)=8,5;5,0;3,5Hz) 17,2t 2,85 (2H, m)
2" 1,52 (2H, dddJ=8,5;5,0;3,5 Hz) 42,8t 1,75 (2H, m)
3" - 68,9 s -
4"-Me 1,16 (3H, s) 29,1 q 1,27 (3H, s)
5'—Me 1,16 (3H, s) 17,2 q 1,27 (3H, s)

m/z283

OH o

m/z165

Schéma 15Fragmentation de I'hydrate de lupiwighteone papact électronique
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Figure 39 Spectre de RMNC (DMSO-ds, 125 MHz) de FTF-41-8
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I1.1.2.2.1.5- Identification de FTF-41-3, f-isolutéone

Le composeé FTF-41-3 a été isolé sous forme de poamorphe jaune dans le mélange
hexane-acétate d'éthyle (3 : 1) et présente ummeeficence a la lampe UV a 365 nm. Il répond

positivement au test au chlorure ferrique indiquansi sa nature phénolique.

Les caractéristiques spectrales en UV et en IR isientiques a celles des isoflavones
précédemment décrites. Son spectre de masse aésoiigtion en impact €lectronique présente
le pic de I'ion moléculaire Mam/z354,1113 (masse calculée 354,1103), soit une flerbrute
C20H180s, renfermant douze degrés d’insaturations.

Une étude comparative des spectres de RMNFig. 40) du composé FTF-41-3 et de
I'hydrate de lupiwightéone (composé décrit précéaemt), releve de nombreuses similitudes.
On observe :

- un signal &n 13,19 associé a I'H d’'un hydroxyle phénolique ab&(HO-5).

- un singulet @ 8,10 intégrant pour un proton, caractéristiqugiion H-2.

- un singulet d'un proton a 6,40 ppm couplé en HS@Ccarbone a 92,7 ppm,
attribuable au proton aromatique H-8 (Marbtyal, 1970).

Les autres signaux sont caractéristigues d’'uneyf@éon de type 2,2-diméthyl-3,4-
dihydropyrano (DMDHP). En effet, on remarque laserice de deux doublets de doublets
dédoublés ay 2,57 (2H, dddJ) =8,5; 5,0 ; 3,5 Hz) et 1,50 (2H, ddbz 8,5; 5,0 ; 3,5 Hz)
intégrant chacun pour 2H ; un singulet de six prst® 1,13 ppm correspondant a deux méthyles.

On note également sur ce méme spectre la prédemcsystéme ABX constitué de deux
doublets d’un proton chacunda 6,95 (1H, dJ = 8,5 Hz) ; 6,35 (1H, d] = 2,5 Hz) et d’'un
doublet dédoublé d'un protorsa 6,25 (1H, ddJ = 8,5 ; 2,5 Hz), avec des couplages clairement
observables sur le spectre COSY. lls sont probabiéceux du cycle B.

Son spectre de RMMC complétement découplé (Fig. 41) combiné aux sge®@EPT
90 et 135, révele la présence de vingt signawadsone en accord avec la formule brute.
On distingue :
- onze carbones quaternaires dont celui d’'un carearghjugué ac 180,6 ;
- cing méthines dont celuid 154,1 (C-2) ;
- deux méthylenesé: 17,2 (C-1), 42,3 (C-2) ;
- deux méthyles &c 29,0 (C-4/5") ;
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L’analyse des spectres bidimensionnels permet ditiquaner le cycle 2,2-diméthyl-3,4-
dihydropyrano en position 6,7. En effet, on obsexele spectre HMBC une corrélation entre
le groupement OH en position Bx(13,20) et le carbone & 112,3 (C-6). On y observe
également les corrélations des protons 2,57 (2H, dddJ=8,5; 5,0 ; 3,5 Hz) avec les carbones
a0c161,8 (C-7) ; 112,3 (C-6), ainsi que celles du@ndti-2 avec les carbon&3-9 (154,9), C-

4 (180,6) et C-1(121,8).

L’ensemble de toutes ces données permettent difigeirTF-41-3 & Ig8-isolutéone §0),

obtenue par hemisynthése a partir de la lutéond;ydaui et collaborateurs (1973). Ce composé

est isolé ici pour la premiere fois de source redlgwr
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Figure 40. Spectre de RMNH (DMSO-0s, 500 MHz) de FTF-41-3
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Figure 41: Spectre de RMN3C (DMSO-ds, 125 MHz) de FTF-41-3

Tableau XXI: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et’*C (DMSOds, 125 MHz) de
FTF-41-3 et de I&-isolutéone (pyridine«] 100 MHz) (Fukuiet al, 1973)

Position FTF-41-3 B-isolutéone
on (NH, m,J (Hz)) oc (m) on (NH, m,J (Hz))
2 8,36 (1H, s) 1549d 8,28 (1H, s)
3 - 120,3 s -
4 - 180,5s -
5-OH 13,20 (1H, s) 158,8 s 13,88 (1H, s)
6 - 112,3s 6,68 (1H, s)
7 - 1619s -
8 6,40 (1H, s) 92,7d -
9 - 155,2s -
10 - 104,2 s -
1 - 108,8 s -
2'-OH 9,23 (1H, sl) 156,4 s -
3 6,35 (1H, dJ=2,5 Hz) 102,6d 6,94 (1H, dJ=2,6 Hz)
4'-OH 9,33 (1H, sl) 158,5s -
5 6,25 (1H, ddJ=8,5; 2,5 Hz) 106,2d 6,81 (1H, ddJ = 8,8; 2,6 Hz)
6' 6,95 (1H, dJ = 8,5 Hz) 132,2d 7,65 (1H, dJ = 8,8 Hz)
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1" 2,57 (2H, dddJ=8,5;5,0; 3,5 Hz) 17,2t 2,73 (2H, tJ =7,0 Hz)

2" 1,50 (2H, dddJ=8,5;5,0;3,5Hz) 423t 1,71 (2H, tJ = 7,0 Hz)
3" - 68,9 s -
4"-Me 1,16 (3H, s) 29,0 q 1,30 (3H, s)
5"—Me 1,16 (3H, s) 29,0 q 1,30 (3H, s)

I1.1.2.2.1.6- Identification de FTF-31-L, Déhydroferreirine

Le composé FTF-31-L a été obtenu sous forme ds fiaeticules solides blanches dans
le mélange hexane-acétate d'éthyle (7 : 3). Comese cdomposés précédents, Il répond
positivement au test au chlorure ferrique dansdthanol, caractéristique des phénols (Bruneton,
1993).

Il fond entre 252 — 253 °C, et est soluble darBMSO.

Sa formule moléculaire a été établie comme étast&06 par analyse de son spectre de
masse a haute résolution pour le pio/a300,0634 (calc. 300,1843 poutsH120s), impliquant
11 degrés d'insaturation, en faveur d’'une strudtargement aromatique.

Le spectre RMNH (Fig. 42) fait ressortir des signaux a :

- 01 12,92 (1H, s, OH-5) attribuable a I'hydrogene dhymroxyle chélaté.

- 0n1 8,17 (1H, s, H-2) éc 155,4 attribuable au proton H-2 ;

- deux doublets intégrant chacun pour un proton ®,22 (1H, dJ= 2,5 Hz, H-6) et
6,38 (1H, d,J= 2,4 Hz, H-8), attribuables aux protons en posithétad’un noyau aromatique.
Cet ensemble de signaux est caractéristique dunetige de type 5,7-dihydroxyisoflavone
(Agrawal, 1989). L'examen du spectre UV avec de@xima almax (MeOH) 267 et 330 nm,
caracteristiques des isoflavones, corrobore cefp@thése. On observe en outre sur ce méme
spectre :

- un ensemble des trois signaux dans la zone desngraromatiques intégrant chacun
pour un proton an 6,43 (1H, ddJ = 8,8 ; 2,4 Hz), 6,22 (1H, d,= 2,4 Hz), et 7,09 (1H, d,=
8,4 Hz), caractéristique d’'un systeme ABX sunjele B.

- deux singulets larges d’un proton chacuin 8,46 et 10,85 échangeables a I'eau lourde
et attribuables a deux hydroxyles phénoliques.

- un singulet de trois protons’a 3,72 caracteristique d’'un méthoxyle.
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Les substitutions du noyau B ont ensuite été désduiti spectre HMBC. Le groupement
méthoxyl ¢n 3,72 /6c 55,0) a été localisé eri guite a la corrélation HMBC observée entre les
protons & 3,72 et le carbonedx 160,4 (C-4).

Toutes ces informations comparées a celles ddtéaaliure ont permis d’attribuer au
composeé FTF-31-L la structusd qui est celle de la 5,7;&ihydroxy-4-méthoxyisoflavone ou

dehydroferreirine, ou encoréRydroxybiochanine A (Ket al, 1999).
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Tableau XXII: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'*C (DMSOds, 125 MHz) de
FTF-31-L et de la dehydroferreirine (DMSfg-200 MHz)(Ko etal., 1999)

Position FTF-31-L Dehydroferreirine
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc (m)
2 8,17 (1H, s) 155,4d 8,29 (1H, s)
3 - 120,1 s -
4 - 180,2 s -
5-OH 12,92 (1H, s) 161,8 s -
6 6,22 (1H, dJ=2,5Hz) 98,9d 6,90 (1H, dJ=2,1 Hz)
7-OH 10,85 (1H, sl) 164,1 s -
8 6,38 (1H, dJ = 2.4 Hz) 93,6d 6,85 (1H, dJ=2,1 Hz)
9 - 160,4 s -
10 - 110,3 s -
1 - 110,3 s -
2 7,09 (1H, dJ= 8,4 Hz) 132,3d 7,96 (1H, dJ=8,8 Hz)
3 6,43 (1H,ddJ=8,8;2,4Hz) 104,4d 7,01 (1H, m)
4 - 156,5s -
4'-OMe 3,72 (3H, s) 55.0¢ 3,78 (3H, s)
5 6,22 (1H, dJ= 2,4 Hz) 101,4 d 7,01 (1H, m)
6’-OH 9, 46 (1H, sl) 157,6 s
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I1.1.2.2.1.7- Détermination structurale de FTF-41-6, Thonningiisoflavone

Le composé FTF-41-6 a été isolé sous forme de finggcules solides de couleur jaune
dans le mélange hexane-acétate d’éthyle (3 : Désente une fluorescence a la lampe UV a
365nm. Il répond positivement au test au chloraredue indiquant sa nature phénolique. Il fond
entre 153,4 — 154,1C.

Les caractéristiques spectrales en UV et en IR isientiques a celles des isoflavones
précédemment décrites. En effet, son spectre iRegatré dans KBr, exhibe des bandes
d'absorption caractéristiques des groupes hydeexyibres (3440 cr), d'un carbonyle
conjugué a 1651 ¢ 1609-1542 cm (C=C aromatiques). Son spectre UV présente plisieu
maxima: 218, 222 et 261 nm, trés caractéristiques délsaiamoides.

Le spectre de masse a haute résolution en impactrahique présente le pic de I'ion
moléculaire M am/z372,1228 (masse calculée 372,1209), soit une ferfmwute GoH2007,
renfermant onze degrés d’insaturation. Ce hautéddgnsaturation plaide pour une structure
fortement aromatique.

Le spectre de RMRH (Fig. 45 et 45a) exhibe :

un singulet intégrant pour un proto+al12,80 attribuable a I'H d’'un hydroxyle chélaté ;

un singulet d’un proton a 9,17 ppm attribuabléHad’'un hydroxyle phénolique libre ;

un signal &u 8,09 (1H, s) attribuable au proton éthylénique He2 isoflavonoides;

- deux doublets d’un proton chacune6,74 (1H, dJ= 8,5 Hz) et 6,35 (1H, d,= 8,5 Hz),
attribuables a deux protons en positowtho d’un noyau aromatique tétra-substitué appartenant
probablement au cycle B.

- deux singulets larges d'un proton chacuwa6,30 (1H, sl) et 6,14 ppm (1H, sl),
attribuables a deux protonsétacouplés ;

- un ensemble de signaux caractéristigues d'uneyjation de type 3-hydroxy-3-
méthylbutyle. En effet, on remarque la présence dingulet a 4,23 ppm (1H, s), attribuable a
I'Hydrogéne d’un hydroxyle libre ; deux doubletddéblés dédoublésd 2,57 (2H, ddd,) =
8,0;5,0;3,5Hz) et1,51(2H, ddb5= 8,0 ; 5,0 ; 3,5 Hz), intégrant chacun pour derotons ;
et d’un singulet de six protons a 1,13 ppm corradpat a deux méthyles.

L’analyse de son spectre de RMRC complétement découplé (Fig. 46) combinée aux
spectres DEPT 90 et 135, révele la présence dg signaux de carbone en accord avec la
formule brute. On distingue :

- dix carbones quaternaires dont un carbonyle cojuyc 180,7 et cing aromatiques
oxygéneés ac164,9 ; 161,8 ; 157,8 ; 156,4 et 154,1.
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- six méthines ;
- deux méthylenes & 18,5 (C-1), 42,7 (C-2) ;
- deux méthyles ac 29,2 (C-4/5") ;

Grace aux taches de corrélatiahg et J 3 observables sur le spectre HMBC, l'unité
isoprényle a été localisée en positiodB cycle B. En effet, on observe sur ce spectsdatehes
de corrélations entre le proton aromatique 6,74 (1H, dJ = 8,5 Hz) du cycle B et les carbones
aromatiques oxygénésé 154,1 (C-2 et 156,4 (C-3 et entre le proton & 6,35 (1H, dJ =
8,5 Hz) et les carbones C{109,6) et C-4(156,4).

6,74 (1H, d,J = 8,5 Hz)

35 (1H, d,J = 8,5 Hz)

Sur le méme spectre, on observe des corrélatidresles protons a4 6,35 (1H, d,J=8,5
Hz ; H-5) ;9,17 (1H, s, OH-24) et 2,57 (2H, ddd]) = 8,0 ; 5,0 ; 3,5 Hz ; H1") et le carbone a
oc 116,8 (C-3, localisant ainsi le goupe 3-hydroxy-3-méthyldetgn position C-3'.

OH

Ceci nous permet d’établir la structi2
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Quelqgues corrélations HMBC du composé FTF-41-6

Il s’agit de la 5,7,24'-tétrahydroxy-3(3-hydroxy-3-méthylbutyl)isoflavone, un dérivé
d’isoflavonoide nouveau, décrit pour la premiéis,fet auquel nous avons donné le nom trivial

de thonningiisoflavone.

Tableau XXIlI: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'*C (DMSO-ds, 125 MHz) de
FTF-41-6, thonningiisoflavone

Position FTF-41-6
on (nH, m,J (Hz)) oc (m)
2 8,09 (1H, s) 155,4d
- 1212 s
4 - 180,7 s
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5-OH 12,80 (1H, s) 161,8 s
6 6,10 (1H, s) 99,2 s
7- OH 8,30 (1H, s) 164,9s
8 6,30 (1H, s) 93,8 d
9 - 1578 s
10 - 104,0s
1 - 109,6 s
2"-OH 9,17 (1H, sl) 154,1's
3 - 116,8 s
4-OH 9,17 (1H, sl) 156,4 s
5 6,35 (1H, d,J = 8,5 Hz) 106,6 d
6’ 6,74 (1H, dJ = 8,5 Hz) 128,4d
1" 2,57 (2H, dddJ =8,0;5,0; 3,5 Hz) 18,5t
i 1,51 (2H, dddJ = 8,0 : 5,0 ; 3,5 Hz) 42,7t
3" - 69,2s
3"-OH 4,23 (1H, sl) .
4"_Me 1,13 (3H, s) 29,2 q
5"_Me 1,13 (3H, s) 29,2 q
ase: miz 299: 99.S%FS TIC: 9226315 s #lons: 351
mn—‘ 2089
|
LN U000 O30 1 W Ol S e -0 ) B L,L_JL _

Figure 44: Spectre de masse en El de FTF-41-6
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11.1.2.2.1.8- Identification de FTBR-11, Lutéone

Le composé FTBR-11, isolé de I'extrait méthanoligies racines dE. thonningii se
présente sous forme de poudre amorphe jaune pdddalanélange hexane-acétate d’éthyle (7 :

3). Il répond positivement au test au chlorureideie indiquant sa nature phénolique.

Sa formule brute §H180s, renfermant douze degrés d’insaturation a étéitkdda son
spectre de masse a haute résolution en impactaapie, qui montre le pic de I'ion moléculaire
[M]* &am/z354,1112 (calculée 354,1103 pousidisOs), Soit un atome d’'oxygéne en plus que la

molécule de wightéone décrite préecédemment.

L’analyse par RMN!H, réalisée dans le DMS@- (Fig. 49), permet de relever de
nombreuses similitudes avec celui de la wightéommamment en ce qui concerne tout le
squelette isoflavonoide. La seule et unique difféeeentre les deux composés réside au niveau

de la nature du cycle B.
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En effet, dans le cas de la wightéone nous aviarsysteme AA'BB’ qui est remplacé
ici par un systéme ABX constitué d’'un doublet déadéw’un proton &+ 6,25 (1H, ddJ=8,5;
2,5 Hz) et de deux doublets d’'un proton chacdn &,35 (1H, dJ = 2,5 Hz) et 6,94 (1H, d,=

8,5 Hz).

De plus sur le spectre de RMNC de FTBR-11 (Fig. 50), un des quatre méthines
aromatiques du cycle B de la wightéone est rempgacéin carbone quaternaire oxygérie a
156,3 (C-2 dans la structure de la lutéone. Les trois autréthines de ce cyclesa 106,0 (C-

3), 102,4 (C-H et 132,6 (C-§ confirment le systéme ABX.

Sur la base de toutes ces données, la strugBude la lutéone, a été attribuée au composé

FTBR-11. C’est un isoflavonoide connu qui a été&igmur la premiere fois des jeunes fruits de

Lupinus luteus Len 1973 par Fukui et collaborateurs.
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Figure 49 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-11
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Figure 50. Spectre de RMN®C (DMSO-s, 125 MHz) de FTBR-11

Tableau XXIV: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'*C (DMSOds, 125 MHz) de
FTBR-11 et de la lutéone (acetode-100 MHz) (Inghanet al, 1983)

Position FTBR-11 Lutéone
on (nH, m,J (Hz)) oc (m) on (nH, m,J (Hz)) oc (m)
3 - 120,3 s - 121.0s
4 - 180,4 s - 180,2 s
5-OH 13,23 (1H, sl) 158,6 s 13,05 (1H, s) 158,3 s
6 - 1109 s - 110,8 s
7-OH 10,82 (1H, sl) 161,8 s - 161,4 s
8 6,42 (1H, s) 92,6 d 6,35 (1H, s) 93,1d
9 - 155,3 s - 156,2 s
10 - 104,2 s - 104,7 s
1 - 108,8 s - 104,4 s
2-OH 9,25 (1H, sl) 156,3 s - 157,0d
3 6,35 (1H, dJ=2,5 Hz) 102,4d 6,48 (1H, dJ=2,4 Hz) 103,1d
4-OH 9,35 (1H, sl) 158,5s - 159,1s
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S 6,25 (1H,dd, 106,0d 6,44 (1H,ddJ=38,9; 2,4Hz) 107,0d

J=8,5; 2,5Hz)
6 6,94 (1H,dJ=85Hz) 1326d 7,12 (1H,dJ=89Hz)  133,0d
1" 3,21 (2H,dlJ=7,0Hz) 21,0t 3,37 (2H, dIJ = 7,3 Hz) 21,2 t
2" 516 (1H,tlJ=7,0Hz) 122,1d 528 (1H,tJ=7,3Hz)  121,6d
3" - 130,6 s - 129,8 s
4"—Me 1,61 (3H, s) 17,6 q 1,65 (3H, s) 17,6 q
5"—Me 1,71 (3H, s) 25,4 1,78 (3H, s) 25,9 q

11.1.2.2.1.9- Identification de FTBR-9, (+)-Aromadendrine

Soluble dans le DMSO, ce composé a été obtenufeous de fines aiguilles pointues
jaune pale dans le mélange hexane-acétate d'€it¥1e07). Il répond positivement au test au
chlorure ferrique dans le méthanol (couleur vexte)| caractéristique des phénols et au test de
Shinoda, caractéristique des flavonoides (Brundi®83). Il fond entre 165 -16C.

Sa formule brute renfermant dix degrés d’insatarata été déduite de son spectre de masse
en impact électronique, faisant ressortir le picl'de moléculaire [M] a m/z 288,1 dont
I'analyse haute résolution pour le piondz288,0961 lui attribue la formule16H1206 (calc.m/z
288,3734 pour &H1206). Outre le pic de I'ion moléculaire, on observe se spectre, un pic
important am/z270 (M-HO) suggérant la présence d’'un groupement hydraXgleool dans
FTBR-9. Cette hypothese est renforcée en IR pprdaence de la bande d’adsorption a 3260
cmil, et une autre & 3480 crpour un hydroxyle chélaté.

L’analyse de son spectre de RMN (Fig. 51) confirme la présence du cycle C d’'un
dihydroflavonol avec les signaux de trois protows &,57 (1H, dd,J =11,5; 4,0 ; H-3), 5,03
(1H, d,J=11,5Hz ; H-2), et 5,74 (1H, d= 5,0 Hz ; OH-3).

On observe également sur ce spectre:

- deux doubletsétacouplés d'un proton chacuwa5s,89 (1H, dJ = 2,0 Hz), et 5,84 (1H,

d, J = 2,0 Hz) sur un noyau aromatiqtéra-substitué et attribuables aux protons H-6 et H-
8 respectivement ;

- un systeme AMB’ para-disubstitué de deux doublets de deux protons chadu 7,30
(2H, d,J =8,5Hz) et 6,77 (2H, d,= 8,5 Hz), attribuable au cycle B, qui est 4'-loygl para-
disubstitué ;

- trois singulets d’un proton chacu@9,55, 10,80 et 11,90 attribuables a trois hydregén

de trois hydroxyles phénoliques dont le dernietatiée
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Son spectre de RMNC (Fig. 52) complétement découplé exhibe treizeaig, en
accord avec la présence du systeméB®BA para-disubstitué. Combiné aux spectres DEPT 90
et 135, I'analyse de ce spectre a permis de disgting

- sept carbones quaternaires dont un carbonyle daeébc 197,5 ;

- huit méthines, dont six aromatiques ;

Son spectre de dichroisme circulaire (CD) montreffiet Cotton négatif & 297 nmgd +
0,11), indiquant alors sa configuration absolue 3R), (Sladeet al, 2005).

L’ensemble de toutes ces données spectrales, cérapatles décrites dans la littérature,
permet d’identifier FTBR-9 a la R3R)-3,4-5,7-tétrahydroxyflavanone ou dihydrokaempférol,

plus connu sous le nom de (+)-Aromadendrine (Backhal., 2011 ; Vendittietal., 2013 ; Lee
etal., 2011).
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Figure 51: Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-9
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Tableau XXV: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et*C (DMSOds, 125 MHz) de

FTBR-9 et de la (+)-aromadendrine (Pyridishe500 MHz)(Bachhetietal., 2011)

Position FTBR-9 (+)-Aromadendrine
on (M, J (Hz)) oc (m) on (M, J (Hz)) oc (m)
2 5,03 (1H, dJ=11,5Hz) 82,8d 542 (1H,dJ=11,5Hz) 84,5d
3 4,57 (1H,ddJ=11,5;4,00 71,4d 5,02 (1H,dJ=11,5Hz) 73,2d
3-OH 5,74 (1H,dJ=5,0 Hz)
4 - 197,5s - 198,7 s
5-OH 11,90 (1H, s) 163,3 s - 165,0 s
6 5,89 (1H, dJ = 2,0 Hz), 96,1d 6,49 (1H, dJ=2,0 Hz) 97,4 d
7-OH 10,80 (1H, sl) 167,4 s - 168,7 s
8 5,84 (1H, dJ = 2,0 Hz), 95,1d 6,49 (1H, dJ=2,0 Hz) 96,2 d
9 - 162,5s - 163,8 s
10 - 100,2 s - 101,6 s
1 - 127,6 s - 128,8 s
2 7,30 (1H, dJ = 8,5 Hz) 129,4d 7,73 (1H, dJ=8,5 Hz) 130,2 d
3 6,77 (1H,dJ=8,5Hz) 114,9d 7,23 (1H,dJ=8,5Hz) 116,2d
4'-OH 9,55 (1H, sl) 157,7 s - 159,5s
5 6,77 (1H, dJ=8,5Hz) 1149d 7,23 (1H, dJ=8,5Hz) 116,2d
6' 7,30 (1H, dJ = 8,5 Hz) 129,4d 7,73 (1H, dJ=8,5 Hz) 130,2d
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I1.1.2.2.1.10- Identification de FTBR-10, (+)-Shutérine

Le composé FTBR-10 a été obtenu des racineB. daonningii sous forme de fines
particules solides jaunes dans le mélange de dslharane-acétate d’éthyle (3 : 2). Il fond entre
181,2 -181,8C, et est soluble dans le DMSO. Il répond positieehau test au chlorure ferrique
dans le méthanol (couleur vert olive), et au tesStinoda, indiquant respectivement sa nature
phénolique et flavonoidique (Bruneton, 1993). Liemadu pouvoir rotatoire observést fo]p?°
+ 23,7 (MeOH, c =0,9).

Sa formule brute £&H200e renfermant onze degrés d’insaturation, a été oletel®e son
spectre de masse en impact électronique, qui exhilpic de I'ion moléculair§M*] a m/z
356,1260 (calculée poun/z 356,0998 pour &H200e). Outre le pic de l'ion moléculaire, on
observe sur ce spectre, un pic importam/2338 [M-HO], suggérant la présence au sein de la
molécule d’un groupement hydroxyle d’alcool.

On observe sur son spectre UV des bandes d’'absom@tB43, 297, 243 et 205 nm. Son
spectre IR exhibe des bandes d’absorption caratitires & 3480 cp 3321 crmit, 1728 et 1608
cnil, correspondant respectivement a un hydroxyle thédas hydroxyles libres, un carbonyle,
et a des doubles liaisons aromatiques.

Son spectre de RMAH (Fig. 53) fait ressortir :

- trois singulets d’'un proton chacunda 12,17, 10,77 et 9,53 attribuables a trois
groupements hydroxyles phénoliques dont deux lietes chélaté a 12,17 ppm;

- un systéeme aromatiqumara-disubstitué (AABB’) de deux doublets de deux protons
chacun @y 7,29 (2H, d,) = 8,5 Hz, H-2; H-6) et 6,70 (2H, dJ = 8,5 Hz, H-3; H-5) attribuable
au cycle B ;

- un singulet d’'un proton aromatiqueda 5,92 (1H, s), attribuable au proton H-8 d'un
noyau aromatiqupentasubstitué (cycle A) ;

- un ensemble de trois signaux intégrant chacun powroton & 5,73 (1H, dJ = 6,0
Hz, HO-3) ; 5,00 (1H, dJ = 11,5 Hz, H-2) et 4,54 (1H, dd,= 11,5 ; 6,0 Hz, H-3), tous
caractéristiques d'un squelette de type dihydroffe de configuration relativérans et
attribuables aux protons H-2 et H-3 du cycle C @étal., 2009).

La présence d'une unité isopentényle de type Bpéittiylallyle dans la structure a été mise
en évidence grace a I'analyse combinée des speetRMNH, 13C, et de masse, qui permettent
d’observer deux singulets de trois protons chaéunl[61 /dc 25,5 eton 1,69 /oc 17,6], un
doublet de deux protonsH 3,11 (2H, dJ =7 Hz) /dc 20,6 ], un triplet d’un protorvf 5,07
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(1H, t, J =7 Hz) bc 122,6], et plus des fragments proéminemtsz295 [M*-H-0 - 43 ( GH7)],
etm/z283 [M*-H20-55 (GHs)] (Inghametal., 1986).
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Figure 53 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-10

Son spectre de RMNC (Fig. 54) complétement découplé combiné aux sge@EPT 90

et 135, révele la présence de vingt carbonesitiega :
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Figure 54 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 125 MHz) de FTBR-10
- deux méthyles ;

- un méthyléne ac 20,6 ;
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- huit méthines parmi lesquels deux oxyméthinés &l1,5 et 82,8 ;

- neuf carbones quaternaires dont un carbonyle tgsiflavonols ac 198,0.

La chaine 3,3-diméthylallyle a été localisée enitpms 6 grace aux corrélations
observables sur son spectre HMBC. En effet, lempsiH-1' [6n 3,11(2H, d,J= 7 Hz)] correlent
avec les carbonesda 107,8 (G), 122,6 (G+), 130,3 (G), 160,3 (G) et 164,5 (G).

Son spectre de dichroisme circulaire (CD) montreftat cotton négatif a 288 nm (-33,425
mdeg), et une bande d’adsorption positive (effat@@positif) entre 330-340 nm indiquant alors
sa configuration absolueR23R), (Sladeet al., 2005).

L’ensemble de toutes ces données spectrales, céegparcelles décrites dans la littérature,
permet d’identifier FTBR-10 a la R 3R)-3,5,7,4tétrahydroxy-6-(3,3-diméthylallyl)flavanone

plus connue sous le nom de shutérine, isol8hdgeria vestitdInghamet al, 1986).
OH

55

Tableau XXVI: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'3C (DMSOds, 125 MHz) de
FTBR -10 et de la shuterine (M&0-ds, 100 MHz)(Inghamet al, 1986)

Position FTBR- 10 Shuterine
on (NH, m,J (Hz)) oc (m) on (NH, m,J (Hz))
2 5,00 (1H, dJ=11,5Hz) 82,8d 4,97 (1H, dJ= 11,5 Hz)
3 4,54 (1H,ddJ)=11,5;6,00 71,5d 4,53 (1H, dJ=11,5Hz)
3-OH 5,73 (1H, dJ=6,0 Hz) -
4 - 198,0 s -
5-OH 12,17 (1H, s) 164,5s -
6 - 107,8 s -
7-OH 10,72 (1H, sl) 160,3 s -
8 5,92 (1H, s) 94,4 d 5,99 (1H, s)
9 - 160,2 s -
10 - 100,2 s -
1 - 127,7 s -
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2 7,29 (2H,dJ=85Hz)  129.4d 7,40 (2H, dJ=8,5 Hz)

3 6,70 (2H,dJ=85Hz)  1149d 6,87 (2H, dJ =85 Hz)
4-OH 9,53 (1H, sl) 157,7 s -

5' 6,70 (2H,dJ)=85Hz)  1149d 6,87 (2H, dJ =85 Hz)

6 729 (2H,dJ)=85Hz)  129,4d 7,40 (2H, dJ =85 Hz)

1" 3,11 (2H, tJ = 7,5 Hz) 20,6t 3,25 (2H, dlJ = 7,3 Hz)

2" 512 (1H,tJ=7,0Hz)  122,6d 5,26 (1H, t,J=7,3 Hz)

3" - 130,3 s -

4" 1,69 (3H, s) 17,6 q 1,75 (3H, s)

5 1,61 (3H, s) 25,5 1,61 (3H, s)

11.1.2.2.1.11- Identification de FTBR-7, Conrauiflavonol

Le composé FTBR-7 a été obtenu sous forme de sopdg/morphes jaunes dans le
mélange de solvants hexane-acétate d'éthyle (3ll.f2nd entre 191,6 -192Z, et est soluble
dans le DMSO. Il répond positivement au test aarché ferrique dans le méthanol, et au test de
Shinoda, indiquant respectivement sa nature phglet flavonoide (Bruneton, 1993). La
valeur du pouvoir rotatoire observést []p?°+ 2,61 (CHC4, ¢ = 0,003).

Sa formule brute &H1s06 renfermant douze degrés d’insaturation, a éténoletele son
spectre de masse a haute résolution en impactarienie, qui exhibe le pic de I'ion moléculaire
[M] " am/z354,1103 (calculée poun/z354,3533 pour &H180s).

On observe sur son spectre UV des bandes d’abso@t809, 296, 268, 261 et 229 nm.
Son spectre IR exhibe des bandes d’absorptiontéaistiues a 3403 ¢t 3321 cm?, 1742,
1642 et 1608 cm correspondant respectivement a un hydroxyle alédits hydroxyles libres,
un carbonyle de cétone et a des doubles liaisamsadiques.

L’'analyse des spectres de RMN de FTBR-10 (Fig. 53) et FTBR-7 (Fig. 55) révélent
de nombreuses similitudes, indiquant que FTBR-7merRTBR-10 est un flavanonol.

Cependant, comme éléments de différence observésssspectres de RMN (Fig. 55)
et 13C (Fig. 56) de FTBR-7, on note une modification Bunité isopentényle de type 3,3-
diméthylallyle qui se serait cyclisée en 2,2-dinyéthyrano.

En effet, on observe :

- la disparition du doublet de deux protoss 8,11 (2H, d,J = 7 Hz) /oc 20,6], et du triplet
d’un proton Py 5,07 (1H, t, J =7 Hz)dc 122,6] d'une part ;
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- et l'apparition de deux signaux de méthyde (,38 (6H, s) lbc 27,9); et de deux
doublets d’un proton chacui{ 6,51 (1H, dJ = 10,5 Hz) /bc 114,5 et 5,66 (1H, d
= 10,0 Hz) /oc 127,1] d’autre part.
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Figure 55 Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-7

Le cycle 2,2-diméthylpyrano a été localisé en pmsit6,7 grace aux corrélations
observables sur le spectre HMBC. En effet, lesogm®oH-5' [ 5,66 (1H, d,J = 10,5 Hz)] et H-

8 [0n 5,90 (1H, s)] corrélent avec le carbon&d02,3 (C-6).

Son spectre de dichroisme circulaire (CD) montreefiet Cotton négatif a 264 nm (-
11,7555 mdeg) et 236 nm (- 3,77508), et deux badidesorption positives (effet Cotton positif)
entre 330-340 nm, indiquant alors sa configurasibsolue (R, 3R), (Sladeet al., 2005).

L’ensemble de toutes ces données spectrales, céegpacelles décrites dans la littérature,
permet d’identifier FTBR-7 a la R 3R) 6,7-(2,2'-diméthylpyrano)-3,5,4
trihydroxyflavanone, connue sous les noms de cdfteganol (Kengapetal., 2011) et afzelin
A (Awantuetal, 2011).
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Figure 56. Spectre de RMN®C (DMSO<s, 125 MHz) de FTBR-7

Tableau XXVII: Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et'*C (DMSOds, 125 MHz) de
FTBR-7 et de la conrauiflavonol (DMS@) (Awantuetal., 2011)

Position FTBR- 10 Conrauiflavonol
on (nH, m,J (Hz)) oc (m) on (nH, m,J (Hz)) oc (m)
2 5,09 (1H,dJ=11,5Hz) 83,0d 5,11 (1H,dJ=11,5 Hz) 83,0d
3 4,64 (1H,ddJ=115;6,5Hz) 71,4d 4,67(1H,ddJ=11,0;6,0Hz) 715d
3-OH 5,81 (1H,dJ=6,5Hz) 5,85 (1H,dJ=6,0 Hz) -
4 - 198,8 s - 198,9 s
5-OH 12,21 (1H, s) 1578 s 12,23 (1H, s) 1579 s
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6 - 102,3d - 102,3d
7 - 1619 s - 162,0 s
8 5,90 (1H, s) 95,6 d 5,91 (1H, s) 95,7 d
9 - 161,2s - 161,3 s
10 - 101,3s - 101,3 s
iy - 127,3 s - 127,4 s
2 7,31 (2H, dJ = 8,5 Hz) 129,6d 7,32 (2H,dJ=85Hz) 129.6d
3 6,76 (2H, dJ=8,5 Hz) 1149d 6,79 (2H, dJ=8,5 Hz) 115,0d
4'-OH 9,55 (1H, sl) 157,8 s 9,58 (1H, s) 157,3 s
5 6,76 (2H, dJ=8,5 Hz) 114,9d 6,79 (2H, dJ=8,5 Hz) 115,0d
6’ 7,31 (2H, dJ = 8,5 Hz) 129,6d 7,32 (2H,dJ=85Hz) 129.6d
1" 6,51 (1H,dJ=10,0Hz) 1144q 6,53 (1H,dJ=10,0Hz) 114,5d
2" 5,66 (1H, dJ=10,0 Hz) 127,1d 5,67 (1H, dJ=10,0 Hz) 127,1d
3" - 78,3 s - 78,3 s
4" 1,38 (3H, s) 27,9 ¢ 1,39 (3H, s) 27,9q
5" 1,38 (3H, s) 27,9 1,39 (3H, s) 27,94

I1.1.2.2.1.12- Détermination structurale de FTBR-8, Thonningiol

Le composé FTBR- 8 a été obtenu de I'extrait nathque des racines de thonningii
sous forme de fines particules solides de coubaunrg clair dans le mélange de solvants hexane-
acétate d'éthyle (7 : 3). Il fond entre 188,5 -18%;, et est soluble dans le DMSO. Il répond
positivement au test au chlorure ferrique dans é¢hamol, (couleur vert olive), et au test de

Shinoda, indiquant respectivement sa nature preprmEkt flavonoidique (Bruneton, 1993).

Ce composé est optiquement actif, avec une valepodvoir rotatoire observéa]p?®+
17,3 (MeOH, c = 0,0032).

Son spectre de masse a haute résolution en imfgattodique exhibe le pic de I'ion
moléculaire]M*] a m/z370,1424 (calculée poun/z370,1416 pour &H2.0¢). Outre ce pic, on
observe sur ce spectre, un pic importamh/a 352,1 [M-HO], suggérant la présence d’un

groupement hydroxyle d’alcool dans la molécule.

On observe sur son spectre UV des bandes d’absogaractéristiques a 343, 297, 243 et
205 nm. Son spectre IR exhibe des bandes d’absorgdiractéristiques a 3447 ¢n8327 cm
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11728, 1643 cmi, correspondant respectivement a un hydroxyle thédas hydroxyles libres,
un carbonyle et a des doubles liaisons aromatiques.

Les spectres de RMMH des composés FTBR-8 (Fig. 57) et FTBR-10 (Fig.régelent
de nombreuses similitudes, suggérant que FTBR&tsensi un flavanonol.

En effet, on observe sur ce spectre :

- un singulet intégrant pour un protohf12.00 attribuable a I'hydrogene d’un hydroxyle
phénolique chélaté ;

- deux doublets a4 7,31 et 6,78 intégrant pour deux protons chacwoeplant entre
eux J = 9,0 Hz) sur le spectre COSY (Fig. 59), correslaon a un systéme ABB' (cycle B).

- un singulet &+ 6,19 (1H, s) correspondant a un proton aromat{gyele A penta
substitué).

- un doublet d’'un proton &+ 5,79 (1H, dJ = 6,5 Hz), attribuable a I'hydrogéne d'un
hydroxyle libre, probablement celui en positioned dlavanonols ;

- un systéme AB &y 5,07 (1H, dJ = 11,5 Hz) et &y 4,62 (1H, ddJ = 11,5 ; 6,5 Hz)
attribuables respectivement, aux protons H-2 etd448 flavanonol (Agrawal, 1989; Mabet
al., 1970) ;

- les signaux caractéristiques d’une unité isopemeats/type 3,3-diméthylallylesf; 5,07
(AH, t,J=6,5Hz) ; 3,13 (2H, d1= 7,0 Hz) ; 1,69 (3H, s) et 1,60 (3H, s)].

En revanche, comme éléments de différence nousopswbserver :

- la disparition du signal & 10,72 (sur le spectre de RMMN du composé FTBR-10)
attribuable a I'hydrogene d’un hydroxyle phénoliciteié sur le carbone C-7,

- et I'apparition d’'un singulet de trois protonsia 3,80, attribuable a un groupement
méthoxyle.

Son spectre de RMNC complétement découplé (Fig. 58) combiné aux spe@EPT 90
et 135, révele la présence de vingt carbonesc@rédavec la formule brute, et répartis en:

- trois méthyles dont un méthoxyle/@56,2 ;

- un méthyléne &c 20,6 ;

- huit méthines parmi lesquels deux oxyméthinés @1,6 et 83,0 ;

- neuf carbones quaternaires dont un carbonyle é&urstiue des dihydroflavonolssa
198,8.

La localisation des groupements hydroxyle, méthmxgt 3,3-diméthylallyle sur le
squelette flavanonol a été possible suite a I'exadwespectre HMBC (Fig. 61), qui montre

- une tache de corrélation entre le carborie 57,7 (C-4 et les protons & 6,78 (2H,
d,J=9,0 Hz ; H-3H-5) du cycle B et 9,54 (1H, s, OH}4
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H H
- une tache de corrélation entre le carborde #65,1 (C-7) et les protons H-84 6,20
(1H, s)] et le méthoxylesf 3,80), permettant de localiser le méthoxyle en C-7

H

: 3
Hac”

V‘u'VL
- trois taches de corrélation entre les protons dilnyféne aon 3,13 (2H, tJ=6,5Hz ;
H-1") et les carbones C-54 159,0), C-6 §c 108,5) et C-7dc 165,1), localisant l'unité 3,3-

diméthylallyle en position 6.

Sur la base de la grande constante de couplageratess H-2 et H-3X= 11,5 Hz), la
configuration relative en C-2 et C-3 a été dédodmme étantrans-diaxaleavec une rotation
optique positived]p?°+ 17 (Gaffield, 1970 ; Korver et Wilkins, 1971). gnt a sa configuration
absolue, elle a été obtenue de son spectre deub@amtre un effet Cotton positif dans la région
de 336 nm et un effet Cotton négatif a 276 nm,ceor@ avec I'établissement de la configuration
Ren C-2 (Sladet al, 2005 ; Gaffield, 1970 ; Inghast al, 1986).

Sur la base de toutes ces données, la structurendposé FTBR-8 est leRR3R)-3,5,4'-
trinydroxy-7-méthoxy-6-(3,3-diméthylallyl)-dihydriaivonol  67), dérivé nouveau de

flavonoide, auquel nous avons attribué le nomatiwionningiol.
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Figure 57: Spectre de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) de FTBR-8
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Figure 58 Spectre de RMNC (DMSO-ds, 125 MHz) de FTBR-8
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Figure 61 Spectre HMBC (DMSQls) de FTBR-8
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Tableau XXVIII:_ Données de RMNH (DMSO-ds, 500 MHz) et*C (DMSO-ds, 125 MHz) du
composé FTBR-8

Position FTBR- 8

on (nH, m,J (Hz)) oc (m)

2 5,07 (1H,dJ = 11,5 Hz) 83,1d

3 4,62 (1H, ddJ=11,5; 6,5 Hz) 71,6d

3-OH 5,79 (1H, dJ = 6,5 Hz)

4 - 198,8 s
5-OH 12,00 (1H, s) 159,0 s
6 - 108,5s
7 - 165,1s
7-OCHs 3,79 (3H, s) 56,2 s
8 6,20 (1H, s) 91,4d
9 - 161,0s
10 - 101,0s
1 - 128,8 s
2 7,31 (2H, dJ=9,0 Hz) 129,4d
3 6,78 (2H, dJ =9,0 Hz) 114,9d
4'-OH 9,54 (1H, sl) 157,7 s
5 6,78 (2H, dJ =9,0 Hz) 1149d
6’ 7,31 (2H, dJ=9,0 Hz) 129,4d
1" 3,13 (2H, tJ = 6,5 Hz) 20,6 t
2" 5,07 (1H,tJ=7,0 Hz) 122,2d
3 - 130,6 s
4" 1,69 (3H, s) 17,6 q
5" 1,60 (3H, s) 25,4 q

I1.1.2.2.1.13- Identification de FTF-41-5, Dihydroquercétine

Soluble dans le méthanol, ce composé a été idaléois des figues et des racineskde
thonningii sous forme de poudre amorphe jaune dans lengeélaexane-acétate d'éthyle (1 :
1). Il répond positivement au test au chlorureidele caractéristique des phénols et au test de

Shinoda, caractéristique des flavonoides (Brun€i983).
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Sa formule brute GH1207, renfermant dix degrés d’insaturation, a été dédigteson
spectre de masse en impact électronique (Figs@R)equel apparait le pic de I'ion moléculaire
[M] " am/z304,1 dont I'analyse haute resolution pour legpiv’z304,0686 lui attribue la formule
brute GsH1207 (calc.m/z304,2713 pour GH1207). Cette formule brute, comparée a celle du
composé FTBR-9 ((+)-Aromadendrine;s8120s), montre que ce dernier possede un atome

d’oxygéne en plus.
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Figure 62: Spectre de masse en Impact Electronique de FTF-41-5

Une étude comparative de leurs spectres de RNINermet de déceler de nombreuses
similitudes ayant trait a la présence d'un squelel flavonoide de type dihydroflavanol.
Toutefois, on note sur le spectre de RMNde FTF-41-5 la disparution des signaux du systéme
A2B> para-substitué (deux doublets de deux protonsucha@y 7,30 (2H, dJ = 8,5 Hz) et 6,77
(2H, d,J = 8,5 Hz) attribuable au cycle B 4'-hydroxyl-paliaubstitué ; et I'apparition dans la
zone des protons aromatiques, de trois singulets pfoton chacun & 6,86(1H, s), 6,73(1H,

s), et 6,73 (1H, s), caractéristique d’'un systerBXA

L'analyse des spectres de RMRC (Fig. 64) complétement découplé, HSQC et DEPT
(90 et 135) permet de mettre en évidence la présimquinze signaux dont huit quaternaires et
sept méthines.

L’ensemble de toutes ces données spectrales, céaewpar celles décrites dans la
littérature, a permis d’attribuer au composé FTFa4lh structur&8, qui est celle de la R3R)-
3,3,4',5,7-pentahydroxyflavanone ou dihydroquercétinies pconnue sous le nom de (+)
taxifoline (Brauneetal., 2001 ; Gaggertal., 2012 ; Leeetal., 2011).
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Tableau XXIX: Données de RMNH (DMSO-d¢;, 500 MHz) et'3C (DMSO-d&, 125 MHz) de
FTF-41-5 et de la (+)-dihydroquercétine (€D, 600 MHz)(Leeet al, 2011)

Position FTF-41-5 (+)-Didroquercétine
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc (m)
2 495(1H,dJ=110Hz) 83,0d 490(I1H,dJ=114Hz) 841d
3 4,48 (1H, dlJ = 8,5 Hz) 715d 449 (1H,dJ=11,4Hz) 73,7d
3-OH 5,74 (1H, dJ = 4,0 Hz)
4 - 197,7 s - 198,4 s
5-OH 11,88 (1H, s) 163,4 s - 165,3 s
6 5,88 (1H, dJ = 2,0 Hz) 96,0d 5,91 (1H, dJ = 2,4 Hz) 96,3 d
7-OH 9,02 (1H, sl) 167,0 s - 168,8 s
8 5,83 (1H, dJ=2,0 Hz) 95,1d 5,88 (1H, dJ=2,4 Hz) 96,3 d
9 - 162,5s - 164,5s
10 - 100,4 s - 101,8s
1 - 128,1s - 1299 s
2 6,73 (1H, sl) 115,4d 6,84 (1H,ddJ)=8,4; 1,8 Hz) 116,1d
3-OH 9,02 (1H, sl) 1449 s - 146,3 s
4'-OH 9,02 (1H, sl) 145,8 s - 147,2 s
5 6,86 (1H, sl) 115,1d 6,79 (1H, dJ = 8,4 Hz) 1159d
6’ 6,73 (1H, sl) 119,3d 6,95 (1H, dJ=1,8 Hz) 120,9d

I1.1.2.2.2- Les triterpénes

[1.1.2.2.2.1-1dentification de FTF-6, Acétate de f-amyrine

Obtenu sous forme de fines particules blanche tamnsélange Hex/AE (49 : 01), ce
composé est soluble dans le dichlorométhane etdotrd 262 et 263C. Il répond positivement
au test de Libermann-Burchard (coloration rougéae®), caractéristique des triterpénes.

Son spectre de masse en impact électronique peéleepic de I'ion moléculaire &/z
468,1 dont I'analyse a haute résolution du pit/2468,07211 permet de lui attribuer la formule

brute G-Hs202 renfermant sept insaturations.

Sur son spectre de RMM (Fig. 65), outre le triplet d’'un proton a 5,16npg1H, t,J =
3,6 Hz), correspondant au proton vinylique H-12,0bserve un autre triplet intégrant pour un
proton adn 4,48 0 = 8,0 Hz ; H-3), attribuable a un proton situéatpha d’'un hétéroatome
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(oxygene, porté par le carbone C-3). On obserateéwent un singulet de trois protons&,03
(3H, s), caractéristique d’'un groupement acétyle.
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Figure 65 Spectre de RMNH (CDCk, 500 MHz) de FTF-6

On observe aussi entre 1,95 — 1,10 ppm des sighaiaux protons des méthylenes. Entre
1,05 — 0,80 ppm apparaissent les signaux de 0%gnoents méthylesdy 1,11 (3H, s, Chkt
27); 0,95 (3H, s, CH25) ; 0,94 (3H, s, Ck26) ; 0,85 (6H, s, Ck23 / CH-24) ; 0,84 (6H, s,
CHs3-29 / CH-30) et 0,81 (3H, s, CH28).

Toutes ces données, en accord avec celles déddtes la littérature permettent
d’assigner au composé FTF-6 la struct@eui est celle de d-acétylamyrine ou acétate gk
amyrine (Duet al, 2003).
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11.1.2.2.2.2-1dentification de FTF-7A, Friedéline

Le composé FTF- 7A a été obtenu sous forme d’'daguiblanches dans le systéeme
Hex/AE (49 : 01). Il est soluble dans le chlorueendéthyléne et fond entre 258,7 et 260,0 °C. Il
répond positivement au test de Liebermann-Burckardonnant une coloration rouge violacée
caractéristique des triterpenes.

Sur son spectre de masse en impact électroniguahserve le pic de I'ion moléculaire
[M]* am/z426,3. Les données de ce spectre, combinéesed dellRMNH et 3C permettent

d'attribuer a FTF-7A la formule brutesgsoO, comportant six insaturations.

Son spectre de RMNH réalisé dans CDEI(Fig. 66) fait ressortir huit signaux de
méthyles entréy 0,70 et 1,16 dont celui d’un doubleta0,86 J = 6,5 Hz), qui fait penser au
méthyle 23 des triterpenes pentacycliques de ia B@delane; Cette assertion est renforcée par
la présence d’un carré parfait sur le spectre CQ5Y. 67) entre le signal d’un doublet de trois
protons & 0,86 (3H, dJ = 6,5 Hz ; CH-23) et celui d’'un quadruplet d'un protor@ 2,23
(1H; q;J = 6,5 Hz, H-4).

On observe entre 1,18 et 2,40 ppm des sighaukwtrles a des méthylénes, dont celui
aon 2,37 (1H, dq, J = 8,5 ; 3,5 Hz) attribuable aut@moH-2a. Un multiplet intégrant pour un
proton ajH 2,28 attribuable au proton H-2b.

L’analyse de son spectre de RMIC (Fig. 68) couplé aux spectres DEPT 90 et 135 fait
ressortir trente signaux de carbone regroupés en :

- sept carbones quaternaires dont un carbonyle daeébc 213,3 ;

- quatre méthines tous hybridés sp

- onze méthylénes tous hybridés sp

- huit méthyles dont celui & 6,8 (caractéristique du méthyle 23 de la séraxlfiane
(Mahato et Kundu, 1994)).
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lles de latlitépermettent d’attribuer a FTF- 7A

la structure §0), qui est celle de la friedéline, (Klastal., 1992 ; Sousatal., 2012).
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Tableau XXX: Données de RMNH (CDCk, 500 MHz) et'*C (CDCk, 125 MHz) de FTF-7A

et de la friedéline (CD@400 MHz) (Souset al, 2012)

Position FTF-7A Friedéline

on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc (m)
1 1,94 (1H, m)/1.66 (1H, m) 22,3t 1,90 (1H, m)/1.65(1H, m) 22,3t
2a 2,37 (1H,dq,J=8,5;35H: 415t 2,38 (1H,d,J=7,4 Hz) 415t
2b 2,36 (1H, m) 2,22 (1H, m)
3 - 213,3s - 2129s
4 2,23 (1H, gJ = 6,5 Hz) 58,2 d 2,18 (1H, gJ = 6,5 Hz) 58,3 d
5 - 42,1s - 42,8 s
6 1,75 (1H, m) /1,19 (1H, m) 41,3t 1,66 (1H,m)/1,21 (1H, m) 41,3t
7 1,46 (1H, m) /1,32 (1H, m) 18,2t 1,45(1H, m)/1,35(1H, m) 18,3t
8 1,32 (1H, m) 53,1d 1,35 (1H, m) 52,9d
9 - 37,4s - 375s
10 1,50 (1H, m) 59,4d 1,48(1H, m) 59,5d
11 1,37 (1H, m) /1,20 (1H, m) 35,6t 1,38 (1H, m) /1,19 (1H, m) 35,7t
12 1,27 (1H, m) /1,26 (1H, m) 30,5t 1,31 (1H, m)/1,24 (1H, m) 30,5t
13 - 39,7s - 39,7s
14 - 38,3s - 38,3s
15 1,24 (1H, m) /1,46 (1H, m) 32,7t 1,49 (1H, m) /1,27 (1H, m) 32,4t
16 1,50 (1H, m) /1,25 (1H, m) 36,0t 1,50 (1H, m) /1,28 (1H, m) 36,0t
17 - 30,0s - 30,0s
18 1,56 (1H, m) 42.8d 1,51 (1H, m) 429d
19 1,33 (1H, m) /1,18 (1H, m) 35,3t 1,31 (1H, m)/1,14 (1H, m) 35,3t
20 - 28,1s - 28,2's
21 1,46 (1H, m) /1,33 (1H, m) 32,4t 1,42 (1H, m)/1,37 (1H, m) 32,7t
22 1,44 (1H, m) /0,93 (1H, m) 39,2t 1,41 (1H, m)/0,90 (1H, m) 39,2t
23 0,86 (3H, dJ=6,5 Hz) 6,8 q 0,88 (3H, dJ = 6,6 Hz) 6,8 q
24 0,71 (3H, s) 14,7 q 0,72 (3H, s) 14,7 q
25 0,85 (3H, s) 14,9q 0,87 (3H, s) 1799
26 0,93 (3H, s) 20,3 q 1,01 (3H, s) 20,2 ¢
27 1,03 (3H, s) 18,7 q 1,05 (3H, s) 18,7 q
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28 1,16 (3H, s) 35,3 q 1,18 (3H, s) 31,9 q
29 0,98 (3H, s) 32,14 0,95 (3H, s) 35,0 q
30 0,99 (3H, s) 31,8 q 1,00 (3H, s) 31,7 q

11.L1.2.2.2.3-Identification de FTF-18, Acétate de lupéol

Le composé FTF-18 a été obtenu sous forme de fpedlidlanches dans le mélange
Hex/AE (19 : 1) et purifié dans le mélange hexadegthyl éther (49 : 01). Il est soluble dans le
chlorure de méthylene et répond positivement auded ibermann-Burchard, caractéristique
des triterpénes.

Son spectre de masse en impact électronique a headkition montre le pic de l'ion
moléculaire [M am/z468,3748, compatible avec la formule bruteHz,0., comportant sept
insaturations.

Sur son spectre de RMMH (Fig. 69), on observe deux signaux de protongnifgies
intégrant pour un proton chacurva4,67 (1H, dl,J = 2,5 Hz) et 4,55 (1H, dJ = 2,5 Hz)
caractéristiques d’'un groupe isoprényle terminatiibuables aux protons H-29a et H-29b de
la double liaison en 29 des triterpénes de la $@pi20(29)-ene (Jamatal., 2008).

On observe également sur ce spectre un doubleudi&dd’un proton @u 4,45 (1H, dd,
J=10,1; 5,5 Hz), attribuable au proton de I'oxyhiée H-3, un multiplet d’un protondy 2,34
caractéristique du proton H-19, un singulet destpyotons &+ 2,02 (3H, s), attribuable a un
groupement acétyle, et la présence de sept grouppgemeéthyles a4 1,66 (3H, s, Ckt30), 1,01
(3H, s, CH-25), 0,92 (3H, s, Ck28), 0,83 (3H, s, CH23), 0,82 (3H, s, Ck24), 0,81 (3H, s,
CHs-26) et 0,77 (3H, s, C+27).

Ces informations, comparées a celles de la litieeafJamakt al., 2008 ; Leeet al.,

2001), permettent d’'attribuer a FTF-18 la struet@d), qui est celle de I'acétate de lupéol.
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Figure 69 Spectre de RMNH (CDCl, 500 MHz) de FTF-18

[1.L1.2.2.2.4-1dentification de FTF-17, Hexanoate de lupéol

Le composé FTF-17 a été obtenu sous forme de fedlidlanches dans le mélange
Hex/AE (49 : 01). Il est soluble dans le chloruesmdéthyléne et répond positivement au test de
Libermann-Burchard, caractéristique des triterpenes

Son spectre de masse en impact électronique a headkition montre le pic de l'ion
moléculaire [M am/z524,4602, compatible avec la formule brutgHscO2, comportant sept
insaturations. Cette formule montre une différashe®6 u.m.a, soit4ls (4 CH) avec la formule
brute de l'acétate de lupéol décrite précedemment.

Sur son spectre de RMM (Fig. 70), on observe entre 1,40 — 1,20 ppm igmax d’'une
longue chaine de méthyléne. Un triplet intégrantrpteux protons a 2,27 ppm (2HJt= 7,5
Hz), attribuable a un méthyléne voisin d’un autrkieméme lié a un groupement carbonyle (vu
la valeur du déplacement chimique). On a égalementiplet de trois protonsdy 0,87 (3H, t,
J=7,0 Hz) que I'on attribuerait & un méthyle voidiun méthyléne. Ces informations plaident

a la faveur de la sous-structure i.

ch/\/\)ko/%ﬁ
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Les autres signaux sont identiques a ceux de Hteée lupéol. On peut alors a ce stade
de la description, conclure que le groupement &eatgté remplacé par le groupement hexanoate
(sous-structure i).

Ces informations, comparées a celles de la litiéeaiBrumet al, 1998 ; Fotiéet al.
2006), permettent d’attribuer a FTF-17, la struet@2) qui est celle de I’hexanoate de lupéol.
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Figure 70: Spectre de RMNH (CDCls, 500 MHz) de FTF-17
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I1.1.2.2.3- Un monoterpéne : identification de FTBR-3, p-menthane-3,6-diol

Le composé FTBR-3 a été obtenu sous forme d’huitelore aprés évaporation du
solvant [mélange Hex/A.E (4 : 1)]. Il est solubknd le méthanol. Son spectre de masse a haute
résolution en impact électronique présente l'ionéoalaire [M]" am/z170,0590 dont I'analyse
haute résolution lui attribue la formule bruteltdisO2 (calculéem/z170,1307 pour H1802).

On observe aussi sur ce spectre, des pics imps@damtz 169.1 ([M-HJ), m/z153 ([M-OHJ),
m/z 127 ([M-isopropyl]), m/z 109 ([M-HO-isopropyl]). Le spectre IR présente une bande
d’adsorption caractéristique des hydroxyles litaré&st20 crrt.

L’'analyse des spectres de RMIN (Fig. 71) et COSY (Fig. 72) de FTBR-3 fait regio

- un triplet large intégrant pour un protém 5,46 (1H, tl,J = 1,5 Hz), attribuable a un
proton vinylique établissant un couplage a longseadce {J) avec un triplet de trois protoas
on 1,76 (3H, tJ=1,5Hz);

- un doublet large d’'un protonsa 3,84 J = 9,0 Hz) et un singulet large d’un protob-a
3,91 (1H, sl) attribuables tous deux a des proliéssa des oxyméthines hybridés sp

- un doublet de triplet d’'un protonda 1,72 0 = 13,5 ; 2,5 Hz) et un triplet de doublet
d’un proton &x 1,38 0 = 13,5 ; 4,0 Hz), attribuables a deux protons éapiques ;

- deux multiplet d’'un proton chacurva 2,10 et 1,59 ;

L’analyse de son spectre de RM¥C (Fig. 73), couplé aux spectres DEPT (90 et 135),
révéle la présence de dix carbones répartis en :
- un carbone quaternairesa 137,4 attribuable a un carbone hybridé;sp
- cing méthines répartis en deux oxyméthire$g,4 et 70,0), un méthine vinyliquéa
131,0 et deux méthinesac 42,8 et 27,0) ;
- un méthylénedc 30,9) ;
- trois méthyles ac 21,4 ; 20,8 et 17,1.

Ces données montrent que FTBR-3 est un monote@ne du menthane et possédant
deux groupements hydroxyles. La position de cegggments hydroxyles a été déterminée grace
aux corrélations observées sur le spectre HMBCedes protons des oxyméthines et les

carbones qui leur sont voisins.
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L'ensemble de ces données spectrales, comparéeliea de la littérature, permettent
d’attribuer a FTER-3 la structuré3), qui est celle de l@-menthane-3,6-diol (Zellagui .,
2011).
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Tableau XXXI: Données de RMRH (CDsOD, 500 MHz) etC (CD;0OD, 125 MHz) de FTBR-
3 et de lgp-menthane-3,6-didlCDsCl, 500 MHz) (Zellaguet al, 2011)

Position FTBR-3 p-menthane-3,6-diol
on (m,J (Hz)) oc (m) on (m,J (Hz)) oc(m)
1 - 137,4 s - 139,1s
2 5,46 (1H,tJ=15Hz)  131,0d 5,46 (1H,dJ=1,5Hz) 128,8 d
3 3,91 (1H, sl) 68,4d 4,08 (1H,ddJ=9,0;2,0Hz) 60,4d
4 1,59 (1H, m) 42,8 d 1,40 (1H, m) 48,1 d
5 1,72 (1H, dtJ=13,5; 2,5Hz) 30,9t 2,01 (1H,ddJ)=5,5;2,5Hz) 31,8t
1,38 (1H, tdJ = 13,5; 4,0Hz) 1,21 (1H, dd, = 13,0; 3,0Hz)

6 3,84 (1H, dIJ = 9,0 Hz) 69,9d 3,80 (1H,ddJ=8,0;3,0Hz) 71,1d
7-Me 1,76 (3H,tJ=1,5Hz) 20,7 q 1,80 (3H, s) 21,0¢
8 2,10 (1H, m) 27,0d 2,13 (1H, m) 26,4d

9-Me 0,82 (3H,dJ=7,0Hz) 17,0q 0,90 (3H, dJ = 7,0 Hz) 16,6 q
10-Me 0,96 (3H,dJ=70Hz) 21,4q 0,99 (3H, dJ=7,0 Hz) 19,9 q
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II.2- TRANSFORMATIONS CHIMIQUES SUR QUELQUES COMPOSES ISOLES

Compte tenu des résultats des tests d’activitdedigques présentés par ces composeés, il
nous a paru intéressant d’envisager les transfasnsathimiques sur certains de ces composeés.
Le but essentiel étant d’'une part d’identifier $&&s pharmacologiques des molécules étudiées
afin d’établir la corrélation structure chimiquetigité biologique, mais d’autre part d’augmenter
la stabilité et de faciliter la solubilisation descmolécules. Nous avons décidé d’entreprendre
des transformations chimiques sur quelques-unscdegosés ayant été isolés en quantité
appréciable notamment la catéchine, la dihydrociliere, et la shutérine.

En effet, ces composés possedent dans leurs sasicles groupements hydroxyles (sites
réactionnels) en position C-3, C-5, C-7, CeB C-4 pour la plupart, en plus d’'une unité 3,3-
diméthylallyle dans le cas de la shutérine.

I1.2.1- Réactions d’estérification

I1.2.1.1- Acétylation de FTBR-10

L’acétylation s’est faite en présence de l'anhyelridcétique et de la pyridine, a
température ambiante et pendant 2 heures, et aitomeh seulement a un dérive triacéetydé)(

mais également a un dérivé diacétydg)( tous deux nouveaux. Les rendements sont der¢éord

de 35 et 30 % respectivement.
OAc

OH
“\\\O/

(CH4CO),0
> + OH
Pyridine O/

OH (e} 65

Les produits obtenus se présentent chacun sou® fdengomme blanche et sont tous
deux solubles dans le chloroforme apres sépardtionélange par chromatographie sur colonne
ouverte. lls ont été entierement caractériséstir plarleurs spectres de RMN et de masse.

Le spectre de masse IE 64 (Fig. 74) présente le pic de ion moléculairen&z 482,0

auquel 'analyse haute résolution attribue la fdenarute GeH260o0.
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Sur son spectre de RMM (Fig. 75), nous observons entre 1,98 et 2,39 ppisi singulets

de trois protons chacun tous caractéristiquesaie mnéthyles des groupements acétyles ; et la
disparition des signaux des hydroxyles phénoligjigibles sur le spectre de RMN de FTBR-
10 (Fig. 53).

La présence sur le spectre de RMRC (Fig. 76) de trois signaux de carbonyles
supplémentaires & 169,3, 169,3, et 169,2, confirme la fixation degmgroupes acétates
\
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Figure 76: Spectre de RMN’C (CDCk, 500 MHz) du composé4 (FTBR-10-A2)

De méme, le spectre de masse IB8-ig. 76) présente de pic de I'ion moléculaim/a
440,3 auquel I'analyse haute résolution attribuetmule brute @H240s.
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Figure 77: Spectre de masse IE du comp65€FTBR-10-A3)
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Sur son spectre de RMiM (Fig. 78), nous observonsia 2,39 et 1,96 deux singulets de
trois protons chacun caractéristiques de deux nestlies groupements acétyles ;
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Figure 78: Spectre de RMNH (CDClk, 500 MHz) du composgé5 (FTBR-10-A3)

I1.2.1.2. Acétylation du thonningiol (57), FTBR-8

Traiter par I'anhydride acétique dans la pyridieagant 5 heures, le thonningidl7f qui
renferme dans sa structure trois groupements hylr®xconduit au dérivé diacétylé (dérivé
nouveau) avec un rendement de 63 %. Il résultdmitacétylation des deux hydroxyles en
position C-3 et C-4du substrat de départ, celui en position C-5 athélate.

OH o
| @r | T
o oL . o] NG o

(CH5CO),0
OH Pyridine -

Son spectre de masse IE présente de pic de lad@coaire an/z454,1 auquel I'analyse

haute résolution attribue la formule brutgtd:Os.

Sur son spectre de RMM (Fig. 78), nous observonsia 2,30 et 2,03 deux singulets de

trois protons chacun caractéristiques de deux gnoepts acétyles ;
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11.2.1.3. Estérification de la catéchine

L’estérification d’'un composé par un chlorure d'leogst une méthode pouvant impliquer
la totalité ou une partie des groupements hydroadyleomposé, elle a fait I'objet de nombreuses
études.

Une série de cing réactions d’estérification a féiée sur la catéchine avec divers
chlorures d’acyles a température ambiante, catlysg milieu basique par [&,N-

diisopropyléthylamin€DIPEA).

L’équation bilan de la réaction est la suivante :

OH OY R @O
H O O \\\\@ O O \\\\ O

OH DIPEA /g
0O ' o
0

OH + )I\ Temp. ambiante /1 Heure OH R
OH Cl R R o] (67 - 71)
36 \n/
o]

Tableau XXXII : Structures des esters de catéchine

N° Entrées (R) Produits Rendements
(%)

O

o
o}
- @\’(O o \\\\Oi 8
' O
CIX
OH
O O
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68 71
O, (@]
F
0.
F o) F
(o]
@o I
c(,?: ' O
69 ©i 0 \Qil 73
OH F
F 0. (o]
F
(o]
~o o
(@]
(@]
| o o
70| o %y o o
\©/ ! 82
OH
0. (0] O\
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o
NO,

o}
96
O,N - o oL .\
O

OH
o) o) NO,

Les solvants utilisés dependent de la nature dwril@ide, dans le présent travail nous

avons utilisé un mélange de dichlorométhane - am&th(9 :1).
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Figure 89: Spectre de RMNH (CDCk, 500 MHz) du composgl

I1.2.2- Réactions d’éthérification

Tout comme les réactions d’estérification, les tiéas d’éthérification chimiques de
flavonoides sont réalisées par des méthodes d@ssidéja appliquées a d’autres composes
polyhydroxylés. Elles s’effectuent dans des coodgide catalyse basique ou acide, et reposent

sur des séquences réactionnelles délicates, intédes étapes de protection/déprotection des
différents groupements hydroxyles.

L’éthérification de FPE — 1@n présence de l'alcool propargylique et de la N,N-

dipropyléthylamine dans I' acétonitrile a conduit@mpos&2 Avec un rendement de 81 %.

OH % o/
HO O\

OH __DIPEA
+ e—
S Temp. amb 1hr
OH HO \

36 2

OH

Bien que cette réaction ait un bon rendemerd,rédist pas sélectivite et on éthérifie tous

les groupes hydroxyles phénoliques.
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Lorsque nous n'avons entrepris d’éthérifié indéi@ment un seul hydroxyle phénolique,
nous y sommes tout de méme parvenus. Mais le grdduia réaction était un meélange tres
complexe de composés difficile a séparé.

Son spectre de masse IE (Fig. 89) présente leepitod moléculaire an/z442,1 auquel

'analyse haute résolution attribue la formule brGi;H>,0s conformément a nos attentes.
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Figure 90: Spectre de masse IE du compdgé

Sur son spectre de RMNH (Fig. 90), on observe entre 3,08 et 3,02 ppirs tsignaux
intégrant pour un total de quatre protons répadmme suit o4 3,08 (1H ;t J=2,5Hz) ; 3,05
(2H;t;J=2,5Hz) et 3,02 (1H ; t}= 2,5 Hz) tous attribuables a quatre protons adikcynes,

caractéristiques de quatre groupes alcynes vrais.

On observe également trois signaux de huit prat®partis comme suitdy 4,80 (2H ; d ;
J=25Hz), 4,78 (4H ; dJ=2,0 Hz) et 4,73 (2H ; dJ = 2,5 Hz), tous attribuables a quatre

meéthylénes en alpha d’une triple liaison carbocarbone.
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Figure 92 Spectres élargis de RMM (CDCk, 500 MHz) du composg2

I1.2.3- Le concept de « Chimie click »

En 2001, Barry Sharpless (qui partage le prix Nateelchimie en 2001) proposait un
nouveau concept en chimie organique : la « clickrtistry » (Kolbetd., 2001), que I'on devrait
plutét traduire en francais par « chimie clip »ddfinit un groupe de réactions chimiques quasi
parfaites, variées et simples pour « clipper » daojecules, et fabriquer ainsi un lien robuste.
Les quatre classes majeures de transformationdesostiivantes (schéma 16):

- Les cycloadditions d’espéces insaturees, parti@rient les réactions de cycloaddition

1,3-dipolaire Azoture —Alcyne et de Diels-Alder.
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- Les substitutions nucléophiles, particulierements legéactions d’ouverture
d’hétérocycles contraints comme les époxydes, dizes, sulfates cycliques, sulfamides
cycliques et les ions aziridinium et épisulfonium.

- La chimie des carbonyles non énolisables, comniertaation d’'urées, de thiourées,
d’hétérocycles aromatiques, d’oximes et de leurergt d’hydrazones et d’amides.

- Les additions sur des liaisons multiples carbombarze, c'est-a-dire les réactions
d’oxydation telles que les époxydations, les dibygtations, les aziridinations et certaines

additions de Michaél.

Addition sur liaison C=C

R,0 < > \ OR; X X =0, NR, "SR, "NR,
=

Ry

Cycloaddition y
de Diels-Ald
XH

RyN3 Source naturelle )\/Nut

l [0] Ouverture de cycle par
Cu(l) attaque nucléophile

0
nN=N

W R1)LR2

Ry R5X-NH,
7 \ RaX .\lN

Cycloaddition 1,3- Ry R,
dipolaire de Huisgen

Chimie des carbonyles
non énolisables

Schéma 16 Présentation de I'ensemble des réactions de « €lulipi »

Pour gu’une réaction puisse étre considérée compiek:», celle-ci doit répondre a un
certain nombre de critéres
- La réaction doit étre modulable et doit s’appligaaem large spectre de substrats.
- Laréaction doit étre efficace et donner de bondements.
- Elle ne doit pas fournir de sous-produits, ou seelet des sous-produits inoffensifs et
facilement séparables.
- Sila molécule possede des stéréocentres, laoggaltit étre stéréospécifique.
- Le chimiste doit avoir facilement accés au maté&teetiépart.
- Les réactions doivent étre menées sans solvantemuuen solvant bénin.

- Les techniques de purification doivent étre simples
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Cette méthode a été tres utilisges derniéres annéet est souvent synonyme d’une
réaction simple catalysée par du cuidres cycloadditions de Huisgen demeurent a ce gsir |
réactions les plus étudiédslles regroupent les réactions d’'un dipolaroplidkéne, alcyne,
carbonyle ou nitrile...) avec un composé 1,3-dipeldazoture, oxyde daitrile, diazo-alcane)

qui conduisent a la formation d’un hétérocyclerajahainons.

N3 + EM»O > -~ _\
-M Catalyseur \//,AO

Le mécanisme réactionnel de cette cycloadditioteestiivant :

Schéma 17Mécanisme de la cycloaddition de Huisgen

Le cuivre (l) est reconnu comme le métal de clpoidr catalyser cette cycloaddition.
Le mécanisme commence par la formation d’un conaplex-acétylure. Le mécanisme global

est le suivant :

N_ _R? _
N7 N 23 Kcal/mol R'—==—Culx
yY—{ e m o o e e e o ,
R Culx @ /R
N=N—N
©
® R2
R N=N—N
NﬁN\l}l’ 2 = é’
)%//CULX o R2
Rl ~_ R~ R Culx { N=R—N ]
7
18 kcal/mol R

Schéma 18Méchanisme de la catalyse de la CUAAC proposée parpfesst al
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C’est cette méthode que nous avons voulu appliguenant comme substrat le composé

72. Le dérivé obtenu pourrait induire, si possiblee ales activités de FPE- 10 ((+)-Catéchine).

- Tentative de « Chimie click » sur le composé 72

Le composé a été préparé pour servir d'alkyne dmrrycloaddition de Huisgen. La
réaction de72 avec le 2-azido-1-(4-chlorophenyl)éthanone en m@sedu L-ascorbate de

sodium, et I'iodure de cuivre n’a pas été conclaant

\ : 0/ N3;

/

o
I

e

(L) ascorbate de sodium

Cul anhydre

CH4CN: H,0 (1:1)

Cl

N—N

‘ \

o

Sasd
N/NO
\ =

Cette reaction n’a pas eu lieu au bout de 48 heures
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I1.2.4- Epoxydation

L’époxydation est wune réaction d’addition qui coid a la formation
d'oxacycloalcanes (nomenclature systématique) plsuvent abrégé en oxirane
(oxocyclopropane) a partir des alcénes en présdacperacide. Les peracides couramment
utilisés sont : l'acidemétachloroperbenzoique, I'acide trifluoroperacétigparce que tres

stables et facilement manipulables.

11.2.4.1- Epoxydation du composé FTBR-10 (shutérine)

Le siége de la réaction d’époxydation est la doliblson A%~ %", Le compos&6 traité
avec lem-CPBA, en présence du bicarbonate de sodium datisH®rométhane a conduit a la
formation d’un mélange équimolaire de deux oxirasg&éo-isoméres, mélange que nous

n'avons pas pu séparer.

OH
\\\\\\\©/

M-CPBA, NaHCQ, CHyClI

Agitation, 12 Hrs

La formation du dérivé époxyde a été confirméelgdisparition sur le spectre de RMN
'H du compos&5 du signal du proton oléfiniquéd 5,12 (1H, tJ = 7,0 Hz)]et 'apparition d’un
signal additionnel du proton d’oxyméthinéa2,81(1H, t).

I1.2.4.2- Tentative d’époxydation du composé FTF-19 (Alpinumisoflavone)

Traiter dans les mémes conditions que la shut€&Be la réaction d’époxydation n’a

pas eu lieu avec l'alpinumsioflavongg).

m-CPBA, CH,CI \

Agitation, 24 Hrs \

OH
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I1.3. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES EXTRAITS ET DE QUELQUES COMPOSES
PURS ISOLES

I1.3.1- Introduction

Les maladies infectieuses constituent un véritgstebleme de santé publique, elles
représentent la principale cause des taux de niéridlevés enregistrés dans les pays en
développement ou la majeure partie de la populaiom acces tres limité aux soins de santé
adéquats ; alors, que dans les pays industrialsgsgsistances aux antibiotiques existants se
développent de facon alarmante (OMS, 2014). Caat&inhs engendrent un besoin sans cesse
croissant de trouver de nouveaux remédes pouvansaiy directement en tuant les agents
pathogenes ou en inhibant leur croissance, soiteictement en inhibant les mécanismes de
résistance, augmentant, voire restaurant aindidige des antibiotiques. Face a ce probléme, la
recherche perpétuelle de nouveaux antibiotiguegedieune priorité pour les chercheurs, dans
'espoir de trouver de nouvelles drogues efficasasceptibles de remplacer celles contre
lesquelles les phénomeénes de résistances pour@ientcompletement bannis. Les plantes
médicinales constituent une source potentielleediywe de composés.

C'est dans cette optique que, nous avons évaluépregriétés antimicrobiennes,
antioxydantes et antibutrylcholinestérases demiéxtet des composés purs isoléskimis
thonningiiet Ficus pumiladans le double but de confirmer leur grandesatiion thérapeutique

et de mettre en exergue de nouvelles vertus petkesti

I1.3.2- Résultats et discussion

Certains des composeés isolés ont fait I'objet diésu concernant leurs activités
biologiques. Comme cela a été décrit dans la paitileographique, les flavonoides au sens large
possedent de nombreuses activités dues en paticulleur potentiel antioxydant, a leurs
eventuelles propriétés estrogéniques, ainsi quiarfide de phytoalexines chez les plantes. Ces
études présentées ici refletent assez bien cetéesite et permettent de dresser un bilan des
activités déja connues des composés isolés, aeambursuivre sur I'évaluation biologique de
ceux-ci isolés lors de ce travail de these

Le tableau XXXIlllliste les activités pharmacologiques qui ont ét@dalérées jusqu’'a
présent. Ces études ont démontré une activitdrdlinmatoire, antitumorale, anticancéreuse,

antioxydante entre autres.
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Tableau XXXIII: Quelques propriétés biologiques répertoriées degposes isolés connus

Composés (num) Activités biologiques évaluées ICso0 Références
Coumarines
Aviprine (40) Antioxydante 0,54 mg/mL Zahriet al, 2012
Antiproliférative 0,4 mg/mL
Antibactérienne 0,270 mg/mL Razavi et Zarrini, 2010
Psoraléne39) Antiiflammatoire COX-2 (88%) Kinet al, 2006
Flavonoides
Afzélechine 85) Antibactérienne 1-25mg/mL Awolola et al, 2014

Alpinumisoflavone 46)

Oestrogénique
Antioxydante

8,3 £ 1,4ug/mL

Magne et al, 2012
Rahmanet al, 2010

Aromadendrine34)

Antiiflammatoire

107,3 + lig/mL

Vendettiet al, 2013

Catéchine 36) Antifeedante 30,9 % Gt al, 2003
Conrauiflavonol $6) Antimicrobienne <128 mg/mL Kengapet al, 2011
LDso 45,1ug/mL Awantu et al, 2011
Dihydroquercétine58) Inhibitrice de la lipase pancréatique 15,4 + 0,8uM
Antileishmaniose 11.80uM
Hydrate de lupiwightéonel) Antiplasmodiale 248,3 + 04M Bankeuet al, 2011
Lutéone 63 Antifongique Taharat al, 1984
Naringénine 34) Antimycobactérienne <2,8pg/mL Li-Wen et al, 2010
Antivirale >1000pg/mL Kevianet al, 2011
Rutine @37) Antivirale CGCsp 83 ug/mL Kevianet al, 2011
Antioxydante 19,1 +0,9uM Nawal et al, 2011
Antiinflammatoire 62,4 %
Antioedémateuse
Antithrombosique
Antihypotensive
Spasmolytique
Antihémorragique
Wightéone 48) Antiplasmodiale 58,95 + 0,5uM Bankeuet al,, 2011
Antifongique 198,15 + 0,iM Shaopenget al, 2012
lonone
Bluménol A @4) Antitumorale 11,3 - 24,8g/mL Xiaoxi et al, 1999

Dérivé de I'acide benzoique

Acide vanilique 45)

Antiulcéreuse

Su-jiet al.,2010

Monoterpene

p-menthane-3,6-diol&3)

Triterpénes

Acétate de lupéoks()

Antiinflammatoire
Antioxydante

36,1+ 2,2ug/mL
3,1+ 0,4ug/mL

Lucettiet al. 2010

Friedéline 60)

Antimycobactérienne

Cytotoxique

MIC 4,9 pg/mL
LC50 5,8ug/mL

Abdullahiet al., 2011
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En corrélation avec ces différents usages tradigts) les classes et les structures des
métabolites secondaires isolés, nous avons ergrapévaluer le potentiel antioxydant,
antimicrobien et I'inhibition des cholinestérases.

11.3.2.1- Activité antimicrobienne

On désigne par agent antimicrobien tout agent chumiphysique ou biologique inhibant
la croissance et/ou la survie des micro-organig@sadaet al, 1998). Ces substances ayant une
affinité pour les cellules des parasites et un poule les tuer plus fort que les dommages qu'elles
causent a l'organisme, avec pour conséquence [edaibdestruction des parasites sans
perturbation sérieuse de l'organisme (Petrgl, 2002).

Pour agir, ces substances peuvent soit inhibeyrithése de la paroi bactérienne (les
pénicillines), soit inhiber la synthése protéiq@eiitamicine), soit influencer sur les acides
nucléiques (les sulfamides) ou sur la fonction memaire (les polymixines) (Meli, 2004 ;
Tangmouo, 2006).

Cependant, une étude a montré que les microorgasisi@veloppent des résistances

contre ces substances, et sous plusieurs formesagarite :

- la destruction ou I'inactivation enzymatique @atibiotique (lactamase) ;

- la modification des structures cibles (erythromgg ;

- 'émergence d’un cycle métabolique nouveau ounalevelles enzymes (sulfamides) ;

- le changement de la para mobilité des paroisatgtlines) (Meli, 2004 ; Tangmouo,
2006).

Six espéces de microorganismes pathogénes "modébestne témoins d'efficacité
constitués de cing bactéries aérobies facultatd@® une Gram négativeStaphylococcus
aureus,solée d'échantillons d'urine et de pus provenargatients de I'H6pital de Gameroon
Development Corporatiode Tiko) et quatre Gram positivelsscherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Providencia stuartigt Proteus vulgariy toutes obtenues a partir d'échantillons
d'urine et de selles recueillies aupres de patidat$Hopital de laCameroon Development
Corporationde Tiko), et une levur&Candida albicangsolée a partir du frottis vaginal).

L'activité antimicrobienne du genFécus est bien documenté (Kueteal, 2008; Kuete
et al, 2009; Mandakt al, 2000). Les extraits au méthanol de diversesgsadeF. thonningii
et F. pumila,certains composés isolés, ainsi que les produitsnaisynthese ont été évalugs
vitro contre les souches de parasites ci-dessus digesésultats sont consignés dans le tableau

ci-dessous.
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Tableau XXXIV: Activités antimicrobiennes des extraits et de ques composeés isolés

CMI et CMB (mg/ml)
Escherichia Proteus Providencia | Pseudomonas | Staphylococcus | Candida
coli vulgaris stuartii aeruginosa aureus albicans
Extraits
FTEF 3125 | 625 | 31,25 [ 625 125 [ 125 [ 31,25 | 625 | 31,25 | 31,25 [ 31,25[ 62,5
FTBR
FPEF
FPEfe
FPE
Composés purs
DHQ 0625 | 1,25 [ 0625 | 1,25 | 0,625 1,25 _ _ 0,625 | 1,25 [0,625[ 1,25
Conrauifla- | 0,625 | 1,25 | 0,312 | 1,25 _ _ | 0312 | 0625 | 0,625 | 1,25 _ _
vonol (56)
Shutérine | 0,625 | 1,25 | 0312 | 1,25 _ _ | 0312 | 0,625 | 0,625 | 0,625 _ _
55

aMolécule de référence

FTEF :F. thonningiiextrait de figues

FPEF :F. pumilaextrait de figues

FPE :F. pumilaextrait des lianes

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

(n.t) : non testé ;

(n.d) : non déterminé

Molécules actives=

FTBRE. thonningiiextrait du bois des racines

FPEfeF. pumilaextrait des feuilles

(-) : pas actif =

CMB : Coawtration Minimale Bactéricide

+)(: actif &3

L'activité antimicrobienne de I'extrait éthanoliqdes feuilles (CMI 23 - 94ig/mL) et

celle de I'extrait aqueux des écorces du tronc (C§b mg/mL) dé-. thonningiiont été évaluées

précédemment respectivement par Kebhal (2004) et Usmaet al., (2009) sur des souches

similaires. A notre connaissance celles des estraéthanoliques des racines et des figues sont

reportées ici pour la toute premiere fois.

Il ressort du tableau XXXIII que I'extrait méthaipie de figues dE. thonningiiest actif

contre Escherichia coli Proteus vulgaris Providencia stuartii Pseudomonas aerugingsa

Staphylococcus aure@$Candida albicansvec une concentration minimale bactéricide varian

de 31,3 & 125 mg/ml alors que l'extrait de racestsnactif.

Trois des composeés isolés a sagai(shutérine) 56 (conrauiflavonol) eb8 (taxifoline)

sont actifs avec des CMI variant entre 0,31 a h2BmL sur les micro-organismes testés.

181



CependantProvidencia stuartiet Candida albicansont résistants a la conrauiflavondb) et

a la shutérineqb), tandis quePseudomonas aeruginosst résistant a la taxifolin®§). La
concentration microbicide minimale (CMM) détermirge les mémes souches est soit égale,
soit double de la CMI indiquant un mode d'actios d®lécules microbicide. Comparativement
aux molécules de référence (gentamicine et nysfatimous pouvons considérer les activités
obtenues comme modérées, car elles sont enviranlD0 fois inférieures aux standards. Cette
activité est cependant tres intéressante compte den la nature de la résistance des micro-
organismes testéBrovidenciastuartii est réputé causer des infections urinaires nosiadesn

les infections et les blessures des voies respieatdandis qu®. aeruginosast généralement
responsable de la gastro-entérite, pulmonairee®irdections des voies urinaires (Dangarembizi
et al, 2013).

I1.3.2.2- Activité antioxydante ou antiradicalaire

Le radical DPPH est un radical organique libre table, avec une bande maximale
d'absorption entre 515-528 nm. Dans cet essanteésxgdants réduisent et décolorent le radical
DPPH, en un composé jaune le diphényl picryl hyidegd'ampleur de la réaction dépendra de

la capacité des antioxydants a donner des atorhgdrdgene (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

NO, NO,

NO, NO,

Diphénylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphénylpicrylhydrazyl (non radical)

Schéma 19Forme libre et réduite du DPPH

Les résultats peuvent étre exprimés soit commecpatage de I'activité antiradicalaire,
soit en pourcentage de DPPH restant, ou égalempritmg&s en utilisant le parametresg,; lqui
est défini comme la concentration du substrat guse une perte de 50% de l'activité de DPPH

(Markowiczet al.,2007). Les résultats sont consignés dans le tab{&xy.
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Tableau XXXV: Activité antiradicalaire des extraits et de quekjaomposes isolés

DPPH, Activité antiradicalaire (% d’inhibition)
Codes 1% 0.5 % 0.1 %
FTEF 90,63 + 0,23 45,21 + 0,14 33,60+0,11
FTER 81,26 + 0,14 75,20+ 0,21 68,30 + 0,34
FTBR 74,60 £ 0,19 37,10 £ 0,14 26,10 £ 0,12
FTET 63,30+ 0,18 51,20 + 0,39 30,10+ 0,21
FTBT 64,70 £ 0,15 45,90 + 0,15 30,20+ 0,19
FPFe 93,82 + 0,26 81,20 +£0,51 70,32 £ 0,40
FPEF 59,22 + 0,31 29,50 + 0,14 )
FPE 82,30+ 0,32 70,10 +0,81 66,39 + 0,15
Codes DPPH, Activité antiradicalaire Clso (UM)
Afzélechine (35) 38,84 £ 0,43
Catéchine (36) 49,30 £ 0,52
p-isolutéone (50) 8,81+£0,19
Rutine (37) 37,2+0,21
Taxifoline (58) 48,7 +0,21
Thonningiisoflavone (52) 65,50 + 0,442
Hydroxyalpinumisofla- 68,20 £ 0,21

vone i47i

a8Molécule de référence mmm Molécules activet—

FTEF :F. thonningiiextrait de figues FTBRE. thonningiiextrait du bois des racines

FPEF :F. pumilaextrait de figues FPEfeF. pumilaextrait des feuilles
FPE :F. pumilaextrait des lianes FTERF. thonningiiextrait écorces des racines
FTBT : F. thonningiiextrait du bois du tronc ~ FTETF. thonningiiextrait des écorces du tronc
(n.t) : non testé ;

(n.d) : non déterminé (-) : pas actifta +)( actif =

Tous les extraits testés ont montré une bonneitctiwntiracicalaire en piégeant les
radicaux DPPH avec des pourcentages d’inhibitisramentre 26,10 + 0,12 et 93,82 £ 0,26 %.
L’extrait des feuilles dd-. pumilaa montré I'activité la plus élevée aux trois carications
différentes, suivi de I'extrait des figues Bethonningij contrairement a I'extrait méthanolique
des figues dé. pumilaqui s’est révelée étre le moins actif. L'activégtioxydante observée

chez ces extraits pourrait expliquer leurs usaghtionnels dans le traitement des plaies. En

183



effet, les especes réactives de l'oxygene, proslui@tamment au niveau des sites
inflammatoires, sont connues pour retarder la goérdes plaies par leurs effets néfastes sur les
cellules et les tissus. Il a été démontré que liagfion locale de composés capteurs de radicaux
libres améliore significativement la guérison désgs en protégeant les tissus des dommages
oxydatifs. Cette activité serait due aux taux &ade flavonoides et stilbénes que contiennent les
extraits des plantes du geriieus (Ronsteckt al, 2008 ; Usmaset al, 2009 ; Dangarembizt

al., 2013).

De tous les composés soumis a ce test, seulsalembides ont montré une activité
antiradicalaire. L’afzélechine (FPE-9,5¢¢ 38,84 + 0,431M), la rutine (FPFE-5, Gb= 37,2 +
0,21 uM), la catéchine (FPE-10, &l= 49,30 + 0,52uM), et la dihydroquercétine (FTF-41-5,
Clso = 48,7 £ 0,2M) ont développé une activité antioxydante procaeelle de la référence,
le BHA (Clso = 44,20 + 0,33uM). Le composé le plus actif de cette série et-igolutéone
(FTF-41-3) isolé pour la premiére fois de sourceirgdle, avec une Gd = 8,81 £ 0,19uM, est
six fois plus actif que la référence. Cette valdavée est due a la présence au sein de sa structur
d’'un groupe cétonique chélaté, des hydroxyles pigires et de la double liaison 2 -3 dans le
cycle C du noyau isoflavone, ce qui accroit I'atéiantioxydante en accord avec la relation
structure-activité (Afanas’egt al, 2001 ; Srokat al, 2005 ; Khlebnikov, 2007 ; Mercadet
al., 2008 ; Wolfe et Liu, 2008).

Ces résultats révelent que tous les extraitssestsi que quelques composeés isolés sont

des composeés anti-radicalaires.

I1.3.2.3- Activité anticholinestérase (acétylcholinestérase et
butyrylcholinestérase)

Dans la perspective de découvrir de nouveaux coéggosuvant trouver une application
notamment dans le traitement de la maladie d’Alnleei(MA), nous avons réalisé les tests
d’activité anticholinestérase (AChE) et antibutghglinésterase (BChE) sur les extraits
meéthanoliques des organes (feuilles, figues, raahécorces de tronc) Bethonningiiet deF.
pumila, ainsi que sur une dizaine de composés isolésslextraits. L’ésérine et la galantamine
ont été utilisés comme contréles positifs dang#t tl'inhibition des cholinestérases. L'action
thérapeutique des inhibiteurs des cholinestérasesssentiellement due a l'inhibition de
I'acétylcholinestérase au niveau central du cerveas résultats obtenus sont consignés dans le
tableau XXXVI.
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Tableau XXXVI: Activité anticholinestérase des extraits et ddgues composés isolés (100
HM)

Composés Clso = SEM (uM)

AChE BChE
FTEF - -
FTER - -
FTBR - -
FTET - -
FTBT - -
FPFe - -
FPEF - -
FPE - -

Alpinumisoflavone 46€) - 34,1+0,2

Aviprine (40) - 53,5+0,9

Lupiwitheone hydrate4@©) - 82,3+0,6

2 Erreur moyenne calculée sur cing essaigMolécule de référenam Molecules acti—es
FTEF :F. thonningiiextrait de figues FTBRF. thonningiiextrait du bois des racines
FPEF :F. pumilaextrait de figues FPEfE..pumilaextrait des feuilles

FPE :F. pumilaextrait des lianes FTER ..thonningiiextrait des écorces des racines

FTBT : F. thonningiiextrait du bois du tronc FTETF. thonningiiextrait des écorces du tronc
(n.t) : non testé ; (n.d) : non déterminé ;(-) : pas actif C— +)(: actif =

Il ressort du tableau XXXV que tous les extraittds n'inhibent pas les cholinestérases.
Néanmoins, trois des composés isolés de ces sxtmitune bonne activité inhibitrice de la
butyrylcholinestérase mais pas contre I'acétylctestérase. Les composést6,(
alpinumisoflavone) et4®, hydrate de lupiwightéone) sont des isoflavonoidekes des figues
deF. thonningii et le compos&Q, aviprine) une coumarine isolée des liane§ deumila

Mukherjee et al (2007) ont rapporté une bonne activité anticlesliérasique de
Cynanchum atraturfAsclepiadacegeet Origanum majorangLamiaceag due respectivement
aux glycosides et aux flavonoides. Certains trawmientifiques citent les alcaloides, terpenes,
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glycosides, les composés phénoliques et coumaroreme des composés pourvus de propriétés
anticholinestérasiques (Koné, 2009 ; Ibrabkimal, 2013 ; kangt al, 2001 ; Karamét al,, 2010 ;
Anandet al, 2012).

Malgré le fait que la revue bibliographique ne aoné pas [l'utilisation deFicus
thonningii, encore moins celle d’autres plantes du genre dmartgsaitement de la maladie
d’Alzheimer (MA), les résultats obtenus sont tresairagéants et pourraient constituer une base
dans la recherche de phytomédicaments contreroettalie.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



Le présent travail avait pour objectif I'étude pdghimique et I'évaluation de I'activité
antimicrobienne, antioxydante, et I'inhibition dg®linestérases aussi bien des extraits totaux,
gue ceux des métabolites secondaireb.daumilaLinn etF. thonningiiBlume, deux plantes
meédicinales camerounaises de la famille des Moeadges plantes ont été choisies d’'une part
en raison de leurs divers usages en médecine cimweelle, et sur les données chimio-
taxonomiques existantes sur le geffi@is

Cette étude a abouti du point de vue phytochimiquksolement, la purification de
vingt-neuf composés entierement caractérisés plgmtiennent a sept classes principales de
métabolites secondaires a savoir:

v' Dix-sept flavonoides parmi lesquels deux dérivéaveaux auxquels les noms
triviaux de thonningiol et thonningiisoflavone @€ assignés. Les quinze autres sont connus,
il s’agit de :I'Afzéléchine, I'alpinumisoflavone, I'aromadendrinka B-isolutéone (isolée pour
la premiere fois de source naturelle), la catécHameonrauiflavonol, la dehydroferreirine, la
dihydroquercétine, I'nydrate de lupiwightéone, thgxyalpinumisoflavone, la lutéone, la
naringénine, la shutérine, la quercétine-3-rutidest la wightéone.

v' Quatre triterpénes pentacycliques (04) : 'acét&f-amyrine, I'acétate de lupéol,
la friedéline et I'hexanoate de lupéol.

v' Trois coumarines (03) : l'aviprine, le bergaptéh&egsoraléne.

v" Deux phytostérols (02) : le mélange [lsitostérol et de stigmastérol, et IB-G-
glucopyranoside.

v" Un monoterpéne : lp-menthane-3,6-diol.

v" Une ionone : le blumenol A.

v' Un dérivé de I'acide benzoique : I'acide vanillique

Du point de vue de 'hémisynthese, dans le butitigr, et/ou de confirmer la relation
structure-activité, des dérivés ont été préparémpdification structurale de certains composés
isolés. La shutérine a conduit par acétylation dolanation de deux dérivés nouveaux
respectivement di- et triacétylés. Une réactiopaigdation sur le méme composé a conduit a
I'obtention d’'un mélange de stéréoisomeéres nouve&&poxydes. Cing esters et un tétraallyle
de catéchine tous nouveaux, ont également éténgsepar réactions chimiques.

La détermination de structures de tous ces comspmsteé rendue possible grace a une

analyse de leurs données spectrales (RMN 1- etr@adse).

Du point de vue biologique, tous les extraitsiaias des composeés isolés ainsi que les

produits de réaction ont été évaluidsvitro, pour leur potentiel antimicrobien sur six souches
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de microorganismes (modeles pathogenes), pouptawoir antioxydant, ainsi que pour leurs

inhibitions des cholinestérases.

v’ L’extrait méthanolique des figues Bethonningiia été actif contrEscherichia coli
Proteus vulgaris Providencia stuartii Pseudomonas aerugings&taphylococcus aureust
Candida albicansavec une concentration minimale bactéricide vamen31,3 a 125 mg/ml.
De plus trois des composés isolés a sédmfshutérine)56 (conrauiflavonol) eb8 (taxifoline)
sont actifs avec des CMI variant entre 0,31 a l@AML sur les micro-organismes testés.

v' Tous les extraits testés ont été piégés le DPPE @&® pourcentages d’'inhibition
variant entre 26,10 + 0,12 et 93,82 + 0,26 %. Lraixtdes feuilles dé-. pumilaa montré
l'activité la plus élevée aux trois concentratiaiiféérentes, suivie de I'extrait des figueske
thonningii contrairement a I'extrait méthanolique des figde§. pumilaqui s’est révélé étre
la moins active. Quatre flavonoides a saBiifafzélechine (38,84 + 0,43M)], 37 [rutine
(37,2 £ 0,21uM)], 36 [catéchine (49,30 + 0,52M)], et 58 [taxifoline (48,7 + 0,2uM)] ont
présenté une activité antiradicalaire modérée,mae celle de la référence, le BHA (44,20 +
0,32uM). Le composé le plus actif de cette série eftisolutéone §0) isolé pour la premiere

fois de source naturelle, avec uneo& 8,81 + 0,1uM, six fois plus active que la référence.

v Tous les extraits testés n'inhibent pas les chslérases. Néanmoins, trois des
composés46 (alpinumisoflavone) e49 (lupiwitheone hydrate) tous deux des isoflavonside
isolés des figues de thonningij et le composd0 (aviprine) une coumarine isolée des lianes
deF. pumilgd ont une bonne activité inhibitrice contre la bytgholinestérase mais pas contre

I'acétylcholinestérase.

Il ressort de ces travaux qu’au dela de leurs ssegportés par nos travaux et ceux qui
précedent, qué&. pumilaet F. thonningiilargement utilisés dans le traitement de maladies
infectieuses et métaboliques, seraient dues &kepce dans ces espéeces de flavonoides et de
coumarines doués d’activités biologiques intérggsan

De plus, malgré le fait que la littérature ne mamtie pas I'utilisation d€. thonningii
et encore moins celle d’autres espéeces du gengelddraitement de la maladie d’Alzheimer
(MA), les résultats obtenus sont encouragéantsoatrgient constituer une base dans la
recherche de phytomédicaments contre cette maladie.
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Au vu des résultats obtenus dans ce travail, nousgns estimer que les objectifs que

NOuUs NouUs sommes assignés ont été globalememtsttei

Nous envisageons dans nos futures investigatiens d

v Poursuivre I'élucidation structurale des trois asittomposés isolés encore a I'étude ;

v/ Soumettre les composés isolés a d’autres testsgijples ;

v Procéder a I'étude de la relation structure aéigés métabolites de méme classe pour
une méme activité biologique ;

v’ Etudier la cytotoxicité des tous les extraits ams celle des composés isolés ;

v Poursuivre I'étude phytochimique sur les feuilleses figues dd=. pumila puis sur
les feuilles dé-. thonningii;

v’ Poursuivre les tests biologiques sur les compasés ide I’'hemisynthése en relation
avec leur caractere lipophile.

v/ Parcourir la littérature et élaborer un nouveauéstn d’hémisyntheése, des
macromolécules de thiazoles (thiazoles a base al®ribides), a partir des flavonoides

naturels, compte tenu des diverses activités higl@g reconnues aux thiazoles.
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CHAPITRE III- MATERIELS ET
METHODES
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III.1- GENERALITES

II1.1.1- Techniques chromatographiques

L’obtention des composés s’est faite grace auxnigoles chromatographiques, a

savoir : la chromatographie flash, la chromatogiaphr colonne et la CCM.

[11.1.1.1- Chromatographie sur couche mince

Les chromatographies analytiques sur couche mintété effectuées sur des plaques
de gel de silice 60ks(Merck, 20 cm x 20 cm) sur feuilles d’aluminium@e mm d’épaisseur,
ou SIL G/UVes4 (POLYGRAM, 40 x 80 mm) sur feuilles de plastiquee@?2 mm d’épaisseur.
Les plaques de CCM ont été révélées, soit pasaititin de la lumiere ultra violette (254 et
366 nm), soit par traitement (pulvérisation) avae golution du révélateur, qui peut étre soit
une solution d’acide sulfurique diluée a 50 % owe wolution d’anisaldéhyde sulfurique
{[(H 2SO»-MeOH-H.0, 1:85:14) et 4-méthoxybenzaldéhyde], 99:1}, ocoea une solution de
sulfate de cérium [Solution saturée de sulfateéim (10%) dans l'acide sulfurique (15 %)
et 75 % (eau + glace)], de vanilline (1g de vamdlen poudre dissous dans 100 ml d'éthanol, y
ajouter goutte a goutte 2 ml d'acide sulfuriquecenitré) une solution du réactif de Neu

(flavonoides) suivi d’'un chauffage a I'étuve.

[11.1.1.2 Chromatographie sur colonne
Pour les chromatographies flash et sur colonngellde silice de granulométrie 70 - 230
um ou 230 - 40&m (Merck) a été utilisé comme phase stationnaieediametre de la colonne

et la hauteur de la silice ont été choisis en fonale la quantité d’extrait ou de produit a tnaite

[11.1.1.3 Chromatographie préparative sur plaque deverre
Elle a été faite sur des plaques commerciales Mé@ckss en verre (épaisseur de
silice 0,25 mm). Afin de séparer les mélanges, ptaques ont été correctement séchées a
I'étuve a 110 °C pendant une heure. Le mélangeraldufi a été déposé sur les plaques, puis
elué dans le systéme de solvant approprié. Lesdsarethfermant les produits et les composés
ont ensuite été grattées, et dissoutes dans largalequis. La solution a été ensuite filtrée et

chromatographiée pour éliminer la silice.

II1.1.2- Méthodes physico-chimiques et appareillage

[11.1.2.1- Spectres de masse
Les spectres de masse en impact électroniqueg(éradionisation : 70 eV) basse et

haute résolution ont été obtenus sur des spectresné¢ types JOEL JMS-600H.
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[11.1.2.2- Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMNH et3C ont été enregistrés sur des appareils Bruker de/Av-
500 MHz opérant & 500 MHZH) et 125 MHz t°C), Bruker Avance AV-600 MHz & 600 MHz
(*H) et a 150 MHz '¢C). Les produits ont été dissous dans du chlorcdoin méthanol, du
diméthylsulfoxide ou de la pyridine deutériés. déplacements chimiquéssont exprimeés en
ppm en prenant comme référence interne dans tesusake le tétraméthylsilane (TMS). Les
constantes de couplag® éont exprimées en Hertz (Hz).

[11.1.2.3- Spectrométrie infrarouge
Les spectres infrarouges ont été enregistrés sapectrometre de type Bruker-Vector

22 FTIR spectrophotometer{xen cn?) en utilisant des disques de KBr.

[11.1.2.4- Spectrométrie ultraviolette.

Les spectres ultraviolets ont été enregistrés swspectrophotomeétre de type Thermo
Scientific Evolution 300 ¥max €n nm) en utilisant le méthanol ou le chloroforotenme
solvants.

[11.1.2.5- Pouvoir rotatoire.

L’activité optique des composes a été mesuréeesmipdlarimetres JASCO J-810 CD

spectrophotometer en solubilisant le produit darchloroforme ou le méthanol.

[11.1.2.6- Point de fusion
Les points de fusion ont été mesurés a l'aide ajgpkreil Blchi (Buchi melting point
M-560).

ITI.1.3- Tests de caractérisation chimique

I11.1.3.1- Test de Shinoda

A une solution alcoolique de [I'échantillon, ajautguelques gouttes d’acide
chlorhydrique concentré, puis quelques copeaux agngsium. La présence des flavonoides
se manifeste par une effervescence, suivie d’'ungdraent de coloration qui peut étre violette
ou rouge brique.

II1.1.3.2- Test au chlorure ferrique

A une solution méthanolique de produit, ajouterlques gouttes d’une solution de
chlorure ferrigue. La présence des phénols sefesamipar un changement de coloration suite
a la formation d’un ion complexe [Fe(Aré)¥ de couleur violette ou bleue.
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I11.1.3.3- Test de Liebermann-Burchard

Quelques milligrammes de produit sont dissous tadihlorométhane (1 mL) et a la
solution obtenue, on ajoute quelgues gouttes ddwidy acétique, puis d’acide sulfurique
concentré. Les terpénoides se manifestent paralmetion rouge violacé et les stérols donnent

une coloration vert bleuatre.

II1.1.3.4- Test de Molish

Dans un tube a essai, dissoudre quelques milligesw® produit a I'aide d’'une solution
d’éthanola-naphtol 1 %. Laisser ensuite couler sur les patoigibe quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré. La présence des sucres seestanpar I'apparition d’'un anneau rouge

violacé a l'interphase.
I11.2- EXTRACTION ET ISOLEMENT DES COMPOSES

IT1.2.1- Matériel végétal

Les différentes parties (feuilles, lianes et fluitsFicus pumilaont été récoltées en aolt
2012 sur la barriere du lycée de Ngoa Ekélé, a Mgj@dé (Yaoundé, Région du Centre
Cameroun). Celles dE. thonningiii(écorces, bois du tronc, racines et figues) antétoltées
en aodt 2012 a mile 05 Nkwen Bamenda (Région dul{@arest Cameroun).

Les récoltes des plantes ont été faites par leedbkBn Kezetas Jean jules et moi-méme,
et les identifications par M. Nana Victor, botaaist I'Herbier National du Cameroun ou des
spécimens ont été conservés et enregistrés soumuhedros suivants : HNC 4952Bigus
pumild) et HNC 44042Kicus thonningi).

I11.2.2- Extraction

[11.2.2.1- Préparation des extraits deFicus pumila Linn

Les lianes, les feuilles et les figues de la plamieété découpées, séchées puis broyées.
Les poudres obtenues (2,6 kg des lianes, 3,6 ktpdiéles et 2,1 kg de figues) ont été extraites
séparément au MeOH (2 x 5 L pour les lianes, 2 y6ur les feuilles et 2 x 3L pour les figues)
a température ambiante pendant 72 h. Apres évapoial’évaporateur rotatif des différents

filtrats, nous avons obtenu respectivement 28444.§,2 g et 208,6 g d’extraits (schéma 12).

[11.2.2.2- Préparation des extraits deF. thonningii Blume

Les figues, les racines, les écorces et bois cctomt été découpées, séchées puis
broyées. Les poudres obtenues (3,8 Kg de figu@sKk@de racines ; 1,8 Kg d’écorces du tronc,
et 3,2 Kg de bois du tronc) ont été extraites Pptaature ambiante au MeOH (2 x 5L) pendant
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72 heures. Les filtrats des différentes extractimmsété évaporés a I'évaporateur rotatif sous
pression réduite, conduisant respectivement a 426,461,6 g ; 86,4 g ; et 124,6 g d’extrait
(schéma 13 et 14) respectivement.

II1.2.3- Isolement des composés

[11.2.3.1- Isolement des composés de I'extrait au éthanol des lianes d&. pumila.

L’extrait au méthanol des lianes (175,0 g) a saldractionnement par chromatographie
flash en utilisant comme éluants des mélanges A&xdt AE / MeOH de polarités croissantes.
96 fractions de 500 mL chacune ont été collectéesgroupées sur la base des CCM
analytiques en 7 grandes fractions indexéesda F. L'étude des différentes fractions a

conduit & I'isolement de 10 composés (Tableau XXIXVI

Tableau XXXVII: Chromatogramme de I'extrait au méthanol des lialeds pumila.

Eluant Fractions Remarques Regroupement
Hex 1-11 Mélange de produits huileux 1 (5,14 g)
Hex-AE (3:1) 12-20 Mélange d’au moins 10 produisnt 3

fluorescents F> (12,8 g)
Hex-AE (1:1) 21-26 Mélange d’au moins 8 produdsnt 3

fluorescents

27-30 Mélange d’au moins 6 produits

Hex-AE (1:3) 31-32 Mélange d’au moins 6 produits F3 (5,7 g)
33-45 Mélange d’au moins 8 produits
AE 46-52 Mélange d’au moins 10 produits F4 (16,3 Q)
53-60 Mélange complexe
61-65 Mélange de composés complexe dont 2Fs (31,2 g)
AE-MeOH (9 : 1) fluorescents
66-70 Mélange de composés complexe dont 1

fluorescent

71-75 Mélange d’au moins 7 produits

AE-MeOH (4 : 1) 76-80 Mélange complexe + trainée Fs (27,7 Q)
81-84 Mélange complexe + trainée
85-88 Mélange complexe

MeOH 89-92 Mélange complexe F7 (42,4 g)
92-96 Mélange complexe
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[11.2.3.1.1- Chromatographie de la fraction R

La fraction i a été dissoute dans un minimum de dichlorométhafieée sur la silice.
Apres évaporation complete du solvant, la poudterale a été chromatographiée sur colonne
de gel de silice. Les fractions de 50 mL recue]ljgar élution au systéme Hex-AE de gradient
de polarité croissante, ont été concentrées ebupges sur la base des CCM analytiques. Les

résultats sont consignés dans le tableau XXXVIII.

Tableau XXXVIII : Chromatogramme de la fraction. F

Eluant Fractions Remarques
1-13 Mélange d’huiles
Hex 14-26 Mélange d’huiles

27-33 Mélange d’huiles + 2 produits fluorescents
34-41 Mélange d’au moins 3 produits dont 1 fluoessc

42-46 Mélange d’environ 4 produits + trainées
Hex-AE 47-53 Mélange de 3 produits + trainées
(49:01cac) 54-61 Mélange de 4 produits + trainées

62-68 Mélange de 3 produits ddfPE1 qui cristallise + trainées

69-77 Mélange de 3 produits dd¥PE1 qui cristallise + trainées
Hex-AE (24:01) 78-86 Mélange de 5 produits ddfPEx qui cristallise + trainées

87-95 Mélange d’au moins 3 produits + trainées

96-107 Mélange de 4 produits ddtRE2 qui cristallise + trainées

Hex-AE (93:07) 108-116 Mélange de plusieurs praddibntFPE2 qui cristallise +
trainées
117-126 Mélange de 4 produits + trainées

Hex-AE (9 : 1) 127-132 Mélange de plusieurs pralttitrainées

133-138 Mélange de plusieurs produits + trainées
Hex-AE (17 : 3) 139-146 Mélange de plusieurs prteddontFPE4 + trainées
147-158 Mélange de 3 produits d&iRE4 + trainées

Hex-AE (4 : 1) 159-165 Mélange de plusieurs praglddnt 2 fluorescents + trainées

166-174 Mélange de plusieurs produits

Par filtration simple et purification:
« le composé FPE-1 (16 mg) a précipité sous formigyuailées blanches dans les sous-
fractions 67-77 et 78-86.
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- Le composé FPE-2 (7 mg) a été obtenu sous fornsestaux blancs des sous fractions
96-107 et 108-116, puis purifié sur colonne dedgesilice au mélange de solvant Hex-
AE (24 :01).

« Le composé FPE-4, aiguilles blanches (37 mg), dilé& des sous-fractions 139-146
et 147-158.

[11.2.3.1.2- Purification de la fraction F2

La fraction k a été dissoute dans de l'acétate d'éthyle et feudela silice. Aprés
évaporation complete du solvant, la poudre réstdtast chromatographiée sur colonne de gel
de silice. L’élution est faite avec le mélange Heéx-de polarité croissante. Au terme de cette
élution, un produit indexé FPE-5 (8 mg) a été obtear filtration simple. Il se présente sous
forme de poudre blanchéatre dans le mélange Hex4AEL}. En plus des composés FPE-1 et

FPE-4 obtenues précédemment de la fraction F

[11.2.3.1.3- Purification de la fraction Fs

La fraction k a été dissoute dans de l'acétate d'éthyle et fedela silice. Aprés
évaporation compléte du solvant, la poudre réstdtast chromatographiée sur colonne de gel
de silice. Les fractions de 50 mL recueillies, partion au systeme Hex-AE de gradient de
polarité croissante, ont été concentrées et regasupur la base des CCM analytiques (tableau
XXXIX).

Tableau XXXIX : Chromatogramme de la fractios. F

Eluant Fractions Remarques
1-8 Mélange d’au moins 3 produits dont 1 fluorescen
Hex-AE (4 : 1) 9-17 Mélange d’environ 4 produits dont 1 fluoregcen

18-23 Mélange de 4 produits ddfPE-7 qui cristallise

24-28 Mélange de 3 produits dont 1 fluorescent
Hex-AE (3: 1) 29-38 Mélange de 5 produits dont 1 fluorescent

39-51 Mélange de 5 produits dont 1 fluorescentaingres

52-61 Mélange de 3 produits + trainées

Hex-AE (13:7) 62-73 Mélange de plusieurs produits dont 1 flusase trainées
Hex-AE (3:2) 74-78 Mélange de 4 produits dBRE-9 + trainées

79-83 Mélange d’environ 5 produits + trainées

84-91 Mélange de plusieurs produits + trainées
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es

Hex-AE (1:1) 92-97 Mélange de plusieurs proddaatFPE-10 + trainées
98-103 Mélange de 3 produits ddtRE-10 + trainées

Hex-AE (2 : 3) 104-109 Mélange de plusieurs pragldant 2 fluorescents + trainé
110-116 Mélange de plusieurs produits

111.2.3.1.4- Purification de la fraction F4

La fraction & a été dissoute dans le méthanol et fixée sutita sApres évaporation

compléte du solvant, la poudre résultante est carognaphiée sur colonne de gel de silice. Les

fractions de 50 mL recueillies par élution au systéHlex-AE de gradient de polarité croissante,

ont été concentrées et regroupées sur la baseGMsa@alytiques (tableau XXXX).

Tableau XXXX: Chromatogramme de la fraction. F

Eluant Fractions Remarques
Hex-AE (4 : 1) 1-12 Mélange de 3 produits dont 1 fluorescent
13-21 Mélange de 5 produits dont 1 fluorescent
22-28 Mélange de 5 produits dont 1 fluoresceiiRE-22-5
Hex-AE (3:1) 29-34 Mélange de 5 produits dont 1 fluorescent
35-42 Mélange de 3 produits dont 1 fluorescent
43-48 Mélange de 4 produits dont 2 fluorescents
Hex-AE (3:2) 49-55 Mélange de 5 produits dont 2 fluorescents
56-63 Mélange de 3 produits dont 1 fluoresceRPE-22-5-10
64-70 Mélange de plusieurs produits + trainées
Hex-AE (1:1) 71-77 Mélange de plusieurs produits dBRE-1C + trainées
78-83 Mélange de 5 produits dont 1 fluorescenainges
84-88 Mélange de plusieurs produits dont 1 flusase trainées
Hex-AE (2 : 3) 89-93 Mélange de 4 produits ddfPE-11 + trainées
Hex-AE (3 :7) 94-97 Mélange de 4 produits dBRE-11 + trainées

Les fractions [22-28], [56-63] sur la base de @M ont été rechromatographiées.

- Traitement de la fraction [22 - 28]

La fraction [22 - 28] a été fixée sur de la siletechromatographiée avec le systeme Hex-
AcOEt (75:25) pour donner le composé FPE-22-5 (. mg

- Traitement de la fraction [56 - 63]
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La fraction [56 - 63] a été fixée sur de la siletechromatographiée avec le systeme Hex-
AcOEt (13 : 07) pour donner FPE-22-10 (6 mg).

[11.2.3.2- Isolement des composés de l'extrait au é@hanol des figues deF.
thonningii.

420,0 g de I'extrait au méthanol des figued=déhonningiiont été fixés sur la silice et
fractionnés par chromatographie flash. L’élutioess’faite avec les mélanges Hex-DCM, puis
DCM-MeOH de polarités croissantes. Un total de fr&@tions de 500 mL chacune ont été
recueillies et regroupées sur la base de la CCM/tamze (Tableau XXXXI) pour donner 8

fractions principales indexées dedFks.

Tableau XXXXI : Chromatogramme de I'extrait des figuesFdéhonningii

Eluant Fractions Remarques Regroupement
Hex 1-18 Mélange d’huiles 1F10,6 g)
19-32 Mélange d’huiles + trainées en fuseaux
Hex-DCM (3 : 1) 33-56 Mélange d’au moins 10 produitont 3 F> (6,8 g)
fluorescents
Hex-DCM (1:1) 57-70 Mélange d’au moins 5 produdent 2 Fs (11,2 g)
fluorescents
Hex-DCM (1 : 3) 71-86 Mélange d’'au moins 7 produitgainées F(14,3 9)
DCM 87-100 | Mélange d’au moins 6 produits 5 (E2,7 Q)
DCM-MeOH (9: 1) 100-109| Meélange d’au moins 7 pritslu Fs (24,4 g)
110-120 | Mélange d’au moins 7 produits
DCM-MeOH (4 :1) | 130-140 | Mélange complexe 72,4 )
141-150 | Mélange complexe
DCM-MeOH (7 : 3) 151-160| Mélange complexe 8 (P0,1 g)
MeOH 161-170 | Mélange complexe Lavage

[11.2.3.2.1- Purification de la fraction F2

La fraction & a été dissoute dans le méthanol et fixée sutita sApres évaporation
complete du solvant, la poudre résultante est carognaphiée sur colonne de gel de silice. Les
fractions de 50 mL recueillies, par élution au egs Hex-AE de gradient de polarité
croissante, ont été concentrées et regroupéea basé des CCM analytiques puis consignées

dans le chromatogramme ci-apres.
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Tableau XXXXII: Chromatogramme de la fraction F

Eluants Fractions Remarques

Hex 1-14 Mélange d’huiles
Hex-AE (49:01) 15-35 Mélange d’huiles + 3 produjts cristallisent

36-56 Mélange de 3 produits qui cristallisent damsnélange d’huile
Hex-AE (24:01) 57-68 Mélange d’huiles + 3 produjts cristallisent

69-81 Mélange de 3 produits qui cristallisent damsnélange d’huile
Hex-AE (93:07)| 57-72 Mélange d’huiles + trainée
Hex-AE (9: 1) 73-86 Mélange d’huiles + trainée

- Traitement du mélange des fractions [15-35], [36-36[57-68] et [69-81].

Ces quatre fractions ont été rassemblées, (inées sous pression atmosphérique pour
enlever un excés d’huile. Les cristaux recueillisé&té dissous dans le dichlorométhane et fixés
sur de la silice, puis rechromatographiés deux &oisc le systeme Hex-AE (49 : 01) pour
donner FTF-6 (20 mg), FTF-7A (12 mg) et FTF-17 (d9).

[11.2.3.2.2- Purification de la fraction Fs
Cette fraction a été traitée similairement adation F1, et a donné en plus des produits

précédemment obtenus, le composé FTF-18 (47 mg).

[11.2.3.2.3- Purification de la fraction F4

La fraction R a été dissoute dans un minimum de dichlorométhiafneée sur la silice.
Apres évaporation complete du solvant, la poudterale a été chromatographiée sur colonne
de gel de silice. Les fractions de 50 mL recuailligar élution avec le systeme Hex-AE de
gradient de polarité, ont été concentrées et regaisur la base des CCM analytiques (tableau
XXXXII).

Tableau XXXXIII : Chromatogramme de la fraction F

Eluant Fractions Remarques
Hex-AE (19:1) 1-18 Mélange d’au moins 5 produits
19-32 Mélange d’au moins 3 produits déft--18
Hex-AE (9 : 1) 33-51 Mélange d’au moins 3 produits
Hex-AE (17 : 3) 52-75 Mélange d’au moins 4 proddibsitFTF-4
Hex-AE (4 : 1) 76-92 Mélange d’au moins 3 produits
Hex-AE (3:1) 93-107 Mélange d’au moins 4 proddibsitFTF-41-8
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Hex-AE (7 : 3) 108-121| Mélange d’au moins 3 prosluibnt 2 fluorescents
Hex-AE (13 : 1) 122-135| Meélange d’au moins 4 préslti trainées
Hex-AE (3: 2) 136-152 | Meélange d’au moins 4 prosldittrainées

Les composeés indexés FTF-3 (cristaux blancs, 18BenFTF-41-3 (fines particules
solides de couleur jaune, 8,7 mg) ont été obtenuslfration simple des sous-fractions 52-75
et 93-107, respectivement.

[11.2.3.2.4- Purification de la fraction Fs

La fraction ks a été dissoute dans un minimum de dichlorométhaéiadhol et fixée
sur la silice. Aprés évaporation complete du sdiMarpoudre obtenue a été chromatographiée
sur colonne de gel de silice. Les fractions de h@egueillies par élution avec le systeme Hex-

AE de gradient de polarité, ont été concentréesgebupées sur la base des CCM analytiques
(tableau XXXXIV).

Tableau XXXXIV_: Chromatogramme de la fractios F

Eluant Fractions Remarques

Hex-AE (19:1) 1-15 Mélange d’au moins 5 produits
16-27 Mélange d’au moins 3 produits déiftF-18

Hex-AE (9: 1) 28-41 Mélange d’au moins 3 produits
Hex-AE (17 : 03) 42-53 Mélange d’au moins 4 proslgiontFTF-4
Hex-AE (4 : 1) 54-62 Mélange d’au moins 3 produits
Hex-AE (3: 1) 63-86 Mélange d’au moins 4 prodditst FTF-41-8
Hex-AE (13 : 07) 87-98 Mélange d’au moins 3 prosluibnt 2 fluorescents
Hex-AE (1:1) 99-112 | Mélange d’au moins 4 prodditsainées

Hex-AE (2 : 3) 113-147| Meélange d’au moins 4 prosldittrainées

- Traitement de la sous-fraction [63 - 86]
La fraction [63 - 86] a été fixée sur la silicechtomatographiée avec le systeme Hex-AE

(3 : 1) pour donner un mélange de trois compos@&sd®uble migration sur plaque de verre,
nous obtiendrons le composé FTF-41-8 (8 mg).

[11.2.3.2.5- Purification de la fraction Fe
La fraction ks a été dissoute dans un minimum de méthanol puée Sur la silice.

Apres évaporation complete du solvant, la poudterale a été chromatographiée dans une
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colonne de silice. L"élution a été faite avec ldamnge Hexane-AcOEt a polarité croissante et
les fractions de 50 mL ont recueillies. Ces diffies fractions, regroupées sur la base de leur
profil chromatographique, sont consignées dankiencatogramme ci-dessous.

Tableau XXXXV : Chromatogramme de la fractios F

Eluant Fractions Remarques
Hex-AE (7 : 3) 1-8 Mélange de 4 produits donlubfescent
Hex-AE (13 : 07) 9-17 Mélange de 3 produits dont 1 fluorescent
18 - 29 Mélange de 3 produits doRTF-31-L qui cristallise
30-45 Mélange de 2 produits qui cristallisent ensemble
Hex-AE (1:1) 46 - 52 Mélange de 3 produits +réais
Hex-AE (2 : 3) 53-64 Mélange de 3 produits dofflubdrescent + trainées
Hex-AE (3:1) 65 -78 Mélange de 4 produits dofildrescents + trainées
Hex-AE (03 : 17) 79 - 88 Mélange de 3 produitsatrtées
Hex-AE (0: 1) 89 - 96 Mélange complexe

- Traitement de la sous-fraction [18 - 29]

La sous-fraction [18 - 39] a été dissoute dans unimmum de méthanol, et
rechromatographiée isochratiguement au méthanalirseircolonne de séphadex LH-20 pour

donner le composé FTF-31-L (7 mg).
- Traitement de la sous-fraction [30 - 45]

La sous-fraction [30 - 45] constituée de deux pitsdest dissoute dans le mélange chlorure
de méthylene/méthanol, puis fixée sur la silicergbmatographiée dans une colonne de gel
de silice avec le mélange Hex-AE (13 : 07). Au tewhe cette élution, deux produits FTF-31-
L (6 mg) et FTF-31-F (13 mg) ont été obtenus.

[11.2.3.2.6- Purification de la fraction F7

La fraction F est dissoute dans un minimum de méthanol et fixéda silice. Aprés
évaporation compléte du solvant, la poudre réstdtast chromatographiée sur colonne de gel
de silice. L’élution est faite avec le mélange Héx-de polarité croissante, et des fractions de
50 mL ont été collectées. Ces fractions ont étéeainées et regroupées sur la base de la CCM
analytiqgue (Tableau XXXXVI).
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Tableau XXXXVI: Chromatogramme de la fraction F

Eluant Fractions Remarques
Hex-AE (7 : 3) 1-13 Mélange de 3 produits dofflubrescent
Hex-AE (13 : 07) 14 - 26 Mélange de 4 produits dbfiiorescent + trainées
Hex-AE (3: 2) 27 - 31 Mélange de 2 produits dont 1 fluorescent + trainées
32-38 Mélange de 3 produits doRTF-41-6 qui cristallise
39-45 Mélange de 2 produits dont 1 fluorescent + trainées

46 - 52 Mélange de 3 produits ddfiEF-41-5 + trainées
Hex-AE (1: 1) 53 -58 Mélange de 4 produits ddétfitF-41-5 + trainées
59 - 64 Mélange de 3 produits ddfitF-41-5 + trainées

Hex-AE (2 : 3) 65 - 69 Mélange de 3 produits doffiubrescent + trainées
Hex-AE (1 : 3) 70-76 Mélange complexe + trainées

Hex-AE (03 : 17) 77 - 83 Mélange tres complexeatriges
Hex-AE (0: 1) 84 - 96 Trainées

- Traitement de la sous-fraction [32 - 38]
Les cristaux filtrés de cette sous-fraction ontdgsSous dans un minimum de méthanol

et purifiés au méthanol sur une colonne de séphlade20 pour obtenir le composé FTF-41-6
(7 mg).

- Traitement du mélange des sous-fractions [46 - 57h3 - 58] et [59 - 64]
La purification du mélange des sous-fractions 88,-53 - 58 et 59 - 64 sur colonne de
gel de silice avec le mélange Hex-AE (1 : 1) a pediobtenir le composé FTF-41-5 (135 mg).

[11.2.3.3- Isolement des composés des racines Bethonningii Blume

L’extrait des racines (150,0 g) &ethonningiia été dissous dans le méthanol et fixé sur
la silice. Apres évaporation compléte du solvanpdudre résultante est chromatographiée sur
colonne de gel de silice. L’élution a été faitesggtéme dichlorométhane-méthanol de polarité
croissante. Des fractions de 500 mL (96 au total)ébé recueillies et regroupées sur la base
des CCM analytiques en cinq séries indexés A (b,8 14,2 g), C (16,3g), D (31,7 g), et E
(40,4 g), (tableau XXXXVII).
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Tableau XXXXVII : Chromatogramme de I'extrait des racines-déhonningii

Eluant Fractions Série Remarques
HEX-AE (17 : 3) 1-23 A (5,8 g)] Meélange d’huilesau moins 3 produits t
trainée
18 - 29 Mélange d’au moins 3 composés + trainée
HEX-AE (1:1) 30 - 47 B (14,29) Mélange d’au m®i® composés dont |2
fluorescents
HEX-AE (3: 1) 48 - 62 C (16,3g) Meélange d’au moibs composés dont 1
fluorescents + trainée
AE 63 - 68 D (31,7 g) Mélange d’au moins 5 composés dont la
69 - 76 dihydroquercétine déja isolée des figues

AE-MeOH (17 : 03) 77 - 96 E (40,4 g) Mélange d’aqing 3 composés + trainée

[11.2.3.3.1- Chromatographie de la fraction A

La fraction A a été dissoute dans le dichloromé&thapuis fixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silicglutibn au systeme Hex-AE de gradient de
polarité allant de 1:0 a 8:2, a conduit a troisdoiits purs indexés FTBR-1 (24 mg), FTBR-4
(11 mg) et FTBR-6 (35,2 mg).

[11.2.3.3.2- Chromatographie de la fraction B

La fraction B a été dissoute dans l'acétate d'@hyuis fixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silicélutibn faite avec le systeme Hex-AE de
polarité croissante (9 : 1 a 4 : 6), a conduit atepproduits purs FTBR-3 (16 mg), FTBR-7
(14,2 mg), FTBR-8 (18 mg), et FTBR-15 (05 mg).

[11.2.3.3.3- Chromatographie de la fraction C

La fraction C a été dissoute dans le méthanol, dixée sur la silice et
rechromatographiée sur colonne de gel de silicélutibn faite avec le systeme Hex-AE de
polarité croissante (75:25 a 70:30), a conduitatrguproduits purs FTBR-9 (8 mg), FTBR-10
(42,3 mg), FTBR-11 (6,4 mg), et FTBR-15 (04 mg).

[11.2.3.3.4- Chromatographie de la fraction D
La fraction C a été dissoute dans le méthanol, dixée sur la silice et

rechromatographiée sur colonne de gel de silicélutibn faite avec le systeme Hex-AE de
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polarité croissante (7 : 3a 0 : 1), a conduit@xdaoduits purs FTBR-2 (83,6 mg) et FTBR-5
(06 mq).

[11.2.3.4- Obtention du produit FPFE
Apres extraction du matériel végétal, un précigiténe s’est formé. Ce précipité,
partiellement soluble dans 'A.E., a été lavé muss fois dans ce solvant, puis recristallisé

dans le méthanol, conduisant ainsi a I'obtentiocrt#aux jaunes de FPFE (211 mg).

II1.3- TRANSFORMATIONS CHIMIQUES DE QUELQUES COMPOSES ISOLES

II1.3.1- Acétylation

Le substrat [30 mg (0,085 mmol) de shutérbi](a été dissous dans 1 mL de pyridine.
2 mL d’anhydride acétique ont été ajoutés a I'eddenle meélange réactionnel a été laissé
pendant deux heures, sous agitation magnétigliéyelution de la réaction contr6lé par CCM.
A la fin de la réaction, le milieu réactionnel & éélangé aux glacons, 5 mL d’une solution
agueuse de sulfate de cuivre et 10 mL d’acétatbyd&® La phase organique a été récupérée,
lavée abondamment & I'eau distillée, séchée avétg80O: anhydre, filtrée et évaporée a l'aide
d’'un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu a étértatographié sur colonne de gel de silice de
granulométrie 70 - 230 mesh. L'élution s’est faike facon isochratique avec le mélange
Hexane-acétate d’éthyle (3 : 1), pour conduire,a iy de dérivé triacétyl&4) et 10,7 mg de

dérivé diacétylégb) avec pour rendement respectivement 35 et 30 %.

Les produits obtenus se présentent sous formemengdlanche et sont solubles dans

le chlorure de méthylene.

De facon similaire, 10 mg de thonningidl7f ont été dissous dans 1 mL de pyridine. 2
mL d’anhydride acétique ont été ajoutés a I'ensembé meélange réactionnel a été laissé
pendant deux heures, sous agitation magnétiqliéyelution de la réaction contrélé par CCM.
A la fin de la réaction, le milieu réactionnel & éeélangé aux glacons, 5 mL d’une solution
agueuse de sulfate de cuivre et 10 mL d’acétatbyd&® La phase organique a été récupérée,
lavée abondamment a I'eau distillée, séchée avetgB0, anhydre, filtrée et évaporée a l'aide
d’un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu a étértatographié sur colonne de gel de silice de
granulométrie 70-230 mesh. L’élution s’est faitdatmn isochratique avec le mélange Hexane-

acétate d'éthyle (3 : 1), pour donner 7,76 mg devdéliacétylé §6) avec 63 % de rendement.

205



I11.3.2- Estérification

Le protocole est trés semblable a celui de I'aefityh décrit précédemment, a la
différence que la pyridine n’est pas utilisée. benposé est dissout dans un solvant organique
(chlorure de méthylene, acétate d’éthyle, acétawekr le chlorure d’acyle en présence du
DIIPEA et maintenu a température ambiante pendaig heures. La phase organique est
extraite au chlorure de méthylene, lavée abondamékzau distillée, séchée avec du MgSO
anhydre, évaporée et chromatographiée sur coloamgeldde silice de granulométrie 70-230

mesh. L’élution s’est faite de facon isochratiquec@e mélange Hexane-acétate d’éthyle (7:3).

I11.3.3- Ethérification

Le substrat [100 mg (0,34 mmol) de catéchine] ot @issouts dans 10 mL
d’acétonitrile. Le bromure d’allyle (157 mL) a ét@uté, puis du KCOz(286 mg). Le mélange
réactionnel a été laissé pendant 24 heures, saasi@y magnétique dans un bain d’huile de
silicone a 50°C, et I'évolution de la réaction ¢6ié par CCM. A la fin de la réaction, le milieu
réactionnel a été lavé abondamment & I'eau distiiéché au MgS@nhydre, filtré et évaporé
a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Le résidu obtenété chromatographié sur colonne de gel de
silice de granulométrie 70 - 230 mesh. L’élutioess’ faite de facon isochratique avec le
mélange Hexane-acétate d’éthyle (8 : 2), pour doh22,6 mg de dérivé tétra-acyl&) avec
un rendement de 81 %.

Le produit obtenu se présente sous forme de fiagples solides polymorphe blanche

et est soluble dans le chlorure de méthyléne.

II1.3.4- Epoxydation

Dans un ballon de 100 mL contenant 10 mL de@l on introduit dum-CPBA [1,7
eg (7,45 mg)] et du NaHCQ1,3 eq (2,46 mg)]. Le tout est porté dans un loEEglace et
maintenu sous agitation magnétique pendant unéndizke minute (solution 1). On dissout
ensuite le substrat [8 mg (0,023 mmol) de shut&bjelans 5 mL de chlorure de méthyléne
(solution 2). On ajoute goutte a goutte, a l'aitlend seringue, la solution 2 dans la solution 1.
Apres 10 minutes d’agitation, le milieu réactionest retiré de bain de glace et maintenu sous
agitation magnétique a température ambiante persiiaheures. Le milieu réactionnel est lavé

avec une solution de sulfite de sodium et extraittdorure de méthyléene.

Le résidu obtenu a été chromatographié sur coldengel de silice de granulométrie
70 - 230 mesh. L'élution s’est faite avec le mémhigxane-acétate d’éthyle (7 : 3), ce qui nous
a permis d’obtenir 4,1 mg de dérivé époxydé averndement de 52 %.

206



Le produit obtenu se présente sous forme de pardaephe jaune7@) et est soluble

dans le chlorure de méthyléne.

I11.3.5- Tentative de réaction en « chimie Click »

20 mg de dérivé tétra-acylé de catéchine ont étlangés a 44,2 mg d'azido(4-
chlorophenyl)méthadone. Puis 8,2 mg d’'iodure dereuil) et 9,0 mg de L-ascobate de sodium
le tout dissout dans 10 mL de mélange Acétonigda-(1:1). Le mélange réactionnel a été
laissé pendant 48 heures, sous agitation magnélapz un bain d’huile de silicone a 200°C,
et I'évolution de la réaction contrélé par CCM. kelireusement le produit (thiazole) attendu

ne s’est pas former. La réaction n’a pas évoluiaaut de 48 heures.

II1.4- EVALUATION DES ACTIVITES BIOLOGIQUES

I11.4.1- Evaluation de l'activité antimicrobienne

Les six espéces de microorganismes pathogenes lestdgilisés comme témoins
d'efficacité dans ce travail sont constitués dq biactéries aérobies facultatives dont une Gram
négatif Staphylococcus aureusplés d'échantillons d'urine et de pus provenargatients de
I'H6pital de la Cameroon Development Corporatiothe Tiko) et quatre Gram positifs
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Provigestuartii, et Proteus vulgaristous
obtenus a partir d'échantillons d'urine et de sekeueillies auprés de patients de I'Hopital de
la Cameroon Development Corporatiole Tiko), et une levureCandida albicanssolée a
partir du frottis vaginal).

Pour évaluer I'activité antimicrobienne d’'un extrgégétal ou d’une substance naturelle
les méthodes communément employées sont réaliaedgygion ou par diffusion. La méthode
de dilution, qui peut étre effectuée en milieu liuou en milieu solide, consiste a mettre un
inoculum microbien au contact de concentrationsssemtes de I'échantillon. Le degré
d’inhibition de la croissance microbienne déternimgouvoir antimicrobien des substances
testées. La méthode de diffusion, exclusivemeniséeasur milieu solide, consiste a déposer
un disque de papier absorbant préalablement imgrétn I'échantillon sur une gélose
ensemencée avec l'inoculum microbien. Les moléadéises diffusent a partir des disques et
la présence d’'une zone d’inhibition dans laqudlle’y a pas eu de croissance, indique la
présence de molécules actives a I'égard du miggarosme teste.

Dans notre cas, la méthode de diffusion a étéééli Les tests de sensibilité ont été
effectués selon la méthode de diffusion en puitsgélmse. Les cultures méres ont été

maintenues a 4 °C sur gélose nutritive (Oxoid, Ategre) pentes. Les cultures actives pour les
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expériences ont été préparées par le transfert dinse de cellules a partir des cultures d'achat
d'actions des tubes a essai de bouillon MuelletdditOxoid, Angleterre) pour les especes de
bactéries et Sabouraud bouillon de dextrose (OxdJeterre) pour les espéces@andida

lls ont été incubés sans agitation pendant 24 beuB¥ °C. Les cultures ont été diluées avec
de l'eau distillée pour obtenir une densité comadpnt a 2,0 x FomL (CFU / mL) pour les
espéces de bactéries et de 2,0 XCIU / mL pour les espéces Gandida Le milieu a été
percé de six millimétres de diamétre et les p@taplis avec 12Q.L de I'échantillon d'essai.

La concentration des extraits utilisés était dengY mL, préparée dans 10 % v / v de solution
agueuse de diméthylsulfoxyde (DMSO). En méme temapgentamycine (Sigma, USA) et la
nystatine (Sigma, USA) ont été utilisés comme @e$ positifs, a une concentration de 0,2
mg / mL pour les bactéries et les cellules de levigspectivement, avec 10 % v / v de solution
agueuse / DMSO en tant que contrdle négatif. Legyas ont été incubées a 37 °C pendant 24
heures, et des zones d'inhibition autour des paitsés ont été mesurées (en mm) en utilisant
un pied a coulisse. Tous les tests ont été effea@néouble et les résultats ont été enregistrés
comme étant le diametre moyen des zones d'inhibitéocroissance autour des disques.

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a ététerminée par la technique de
microdilution de bouillon en utilisant des plaque96 puits. Les milieux de culture ont été
complétés au glucose a 5 % et 1 % de phénol comdieateur de point d'extrémité rouge.
Apres avoir rempli chaque puits avec 100de bouillon, les échantillons secs préalablement
dilués dans le DMSO sont préts pour faire une aunagon finale de 720 mg / mL. Ces
solutions (10QuL) ont été ajoutées dans les premier puits de @éigoe de microlitre. Des
dilutions successives ont été effectuées en treargfe mélange / dilution (1QQ.) du premier
au onzieme puit. Le douzieme puit a servi de ténmainaucun échantillon (extrait ou les
antibiotiques de référence) n’'y a été ajouté. Lspsnsion microbienne (100 a 2,0 x 16
CFU / mL pour les espéces de bactéries et de 20 eellules / mL pouCandidg, obtenue a
partir d'une culture d'une nuit a été ajoutée a@webauit. La concentration finale des extraits
utilisés pour évaluer l'activité antimicrobienneaxié de 160 a 0,15 mg / mL et celle de la
référence de 0,960 a 0,003 mg / mL de médicamBetsessais ont été incubés en aérobiose a
37 °C pendant 24 heures avant d'étre lus. Le fiomita été fait par observation visuelle de la
croissance, grace a un indicateur de changemerduweur du rouge au jaune. La CMI a été
considérée comme la concentration de I'échantiigrius faible qui empéchait une croissance
visible ou a changé de couleur du rouge au jaumaison de la formation de métabolites acides

correspondant a la croissance microbienne.
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I11.4.2- Evaluation de l'activite antiradicalaire

[11.4.2.1- Objectif

L'objectif est de déterminer parmi les extraitspanés, et les composés isolés, ceux qui
ont la plus grande activité antiradicalaire coegeDPPH (2,2'-diphényl-1-picrylhydrazyl).
L’évaluation de I'aptitude du composé (extrait) iager des radicaux libres consiste donc a

mesurer sa capacité a les piéger et donc a ratentithiber leur création.

[11.4.2.2- Principe

Le DPPH est un radical libre stable que nous awtitisé pour remplacer les radicaux
libres produits par les cellules en réponse awesstinternes ou externes. En présence d’un
antioxydant, la couleur violette caractéristiguedRPH vire au jaune et I'absorbance mesurée
a 517 nm s’abaisse. L’ajout de différentes dilugides extraits a la solution de DPPH permettait

de déterminer celle qui abaisse le plus I'absoreanc

Cette activité a éte testée selon la méthode dquait Branckt al, (1995). Pour
chaque extrait, nous avons préparé des dilutiorfS gi) de différentes concentrations (62,5
—500ug); puis, une solution éthanolique de DPPH 2k

Apres le mélange de 98. de cette derniere avecuh de la dilution de I'échantillon
considérée, I'absorbance a été mesurée a 515 otasties 15 secondes jusqu’a stabilité de la
valeur. Comme témoin, nous avons utilisé le BHA.

A I'ceil nu, la présence de l'activité antioxydawtentre le DPPH se caractérise par le
virage de la couleur de ce dernier du violet ihdia jaune. Mais, la mesure de la valeur exacte
de cette activité est calculée selon I'équationante :

Abs DPPH - Abs finale
Abs DPPH

Pourcentage de 'activité antioxydante = ( )x 100

Avec Abs DPPH: Absorbance de départ de la solution 1 molair®B&H.
Abs finale: La valeur stable de I'absorbance apres I'ajoutedérait.

Les pourcentages obtenus sont des valeurs moyeiuesninimum de trois et d’'un

maximum de 5 essais, afin de minimiser d’éventaadleeurs.

I11.4.3- Evaluation de l'activité inhibitrice des cholinestérases

Les activités d’inhibition des cholinestérases onété mesurées

spectrophotométriquement suivant la méthode dépépar Allmaret al, 1961. L'iodure
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d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiatime ont été utilisés comme substrat pour le
test d’'inhibition de 'AChE et du BChE respectivamelLe galanthamine et I'ésérine ont été
utilisés comme références standards. Le mélangtiadael contient 130 pL (100 mM) de
tampon phosphate de sodium (pH = 8,0), 20 puL d&ad&b'-dithio-bis-nitrobenzoique (D
TNB), 10 pL de la solution d’échantillon a teste@ pL de solution d’AChE ou de BChE. Ce
mélange a été incubé a 25 °C pendant 15 min. Ldigola été initiée par addition de 20 pL
d’acétylthiocholine ou de butyrylthiocholine. L'hsalyse de ’AChE et de BChE se caractérise
par la formation de I'anion 5-thio-2-nitro-benzodt couleur jaune traduisant ainsi la réaction
entre le DTNB et la thiocholine résultant de I'hgiyise enzymatique de I'acetylthiocholine et
de butyrylthiocholine respectivement a une longukande de 412 nm pendant 15 min. Les
échantillons a tester et la galanthamine ont é&godis dans I'éthanol. Toutes les réactions ont
éte réalisées en trois essais dans 96 puits mategpdlans spectramax 340 (molecular Devices,
USA). Les concentrations des composés testés dubent I'hydrolyse de 50 % de
I'acétylcholine par lI'acétylcholinestérase et deblayrylcholine par la butyrylcholinestérase
ont été déterminées en suivant I'effet de 'augraom des concentrations des composés testés
dans différentes expeériences. Les valeurs égddt été calculées en utilisant le programme de

la cinétique enzymatique EZ-Fit (Perrella ScieatifiC., Amherst; USA).
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II1.5- CARACTERISTIQUES PHYSICOCHIMIQUES DES COMPOSES ISOLES

FTF-19, alpinumisoflavone (46)

Aiguilles jaunes (60 mg) (Rahmanal, 2007).

P.F: 212.1-213 °C

[adp®: - 39,7 (c 0,019 ; CHsOH).

SM-EI (intrel): m/z 336 [M]* (21,3); 322
(22,0); 321 (100), 203 ; 161 (19,1); 149; 118; 91;
57

SMHR-EI-: m/z 336,0984 (336,0992 calc.
pour C20Hi60s).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 611 13,37 (1H, s, OH-4); 9,60 (1H, sl, OH-4'); 8,36 (1H, s, H-2);
7,37 (2H, d, ] = 8,5 Hz, H-2' & H-6"); 6,81 (2H, d, ] =9,0 Hz, H-3' / H-5'); 6,61 (1H, d, ] = 10,0 Hz,
H-4"); 6,50 (1H, s, H-8); 5,80 (1H, d, ] = 10,5 Hz, H-3") ; 1,42 (6H, s, 2 X CHa)

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 180,5 (C-4), 158,8 (C-7), 157.5 (C-9), 156,7 (C-5), 156,0 (C-
4'),154,2 (C-2), 130,1 (C-2'), 130,1 (C-6'), 129,1 (C-3"), 122,4 (C-3), 121,0 (C-1'), 115,0 (C-3"), 115,0
(C-5'), 105,4 (C-6), 104,7 (C-10), 94,6 (C-8), 126,7 (C-3"), 78,1 (C-2"), 27,8 (C-5") et 27,8 (C-6").

FTBR-15, hydroxyalpinumisoflavone (47)

Fines particules solides de couleur jaune (08 (Rptelliet al, 1998).

P.F: 247- 249 °C
[a]p?: + 39,9 (c 0,159; DMSO).
SM-EI (int.rel): m/z 352 [M]* (7,3); 337 (3,0);
321 (100), 203 (6,2); 161 (5,1), 118 (2,7); 57
SMHR-EI-: m/z 352,0942 (352,0947 calc.
pour C20H160e).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 611 13,33 (1H, s, OH-4); 9,58 (1H, sl, OH-4'); 8,35 (1H, s, H-2);
7,37 (2H, dd, ] = 6,5 ; 2,0 Hz, H-2' & H-6)); 6,81 (2H, dd, ] = 6,5; 2,0 Hz, H-3' / H-5'); 6,67 (1H, d,
J=10,0 Hz, H-4"); 6,46 (1H, s, H-8); 5,73 (1H, d, ] = 10,5 Hz, H-3"); 3,74 (2H, t, | = 5,5 Hz, H-5"");
1,34 (3H, s, CH>-6")

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 180,4 (C-4), 159,2 (C-7), 156,7 (C-9), 155,8 (C-5), 157,4 (C-
4),154,2 (C-2), 130,1 (C-2'), 130,1 (C-6'), 126,2 (C-3"), 122,4 (C-3), 121,0 (C-1'), 115,0 (C-3"), 115.0
(C-5'), 104,8 (C-6), 105,3 (C-10), 94,4 (C-8), 126,2 (C-3"), 81,2 (C-2"), 67,0 (C-5") and 23,2 (C-6").
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FPE-10, catéchine (36)
Fines particules solides de couleur beige (530(Mghakaet al,, 1982).

P.F:178-179 °C [a]p®: -21,2 (c 0,9;
CH:0OH).

UV Amax (CH3OH) (log ¢€): 230 (2,49); 278
(1,72); 282 (1,71) nm.
IR (NaCl): 3383 (OH), 2925, 1627, 1521, 1461
(C=C aromatique) cm.
SM-EI (int.rel): m/z 290 [M]* (25,7) ; 273
(1,5); 213 (6), 185 (1,1) ; 167 (4) ; 152 (4) ; 152
(36,3) ; 124 (19) ; 123 (47) ; 110 (4) ; 105 (33,4).
SMHR-EI-: m/z 290,0797 (290,0790 calc.
pour CisH14Oe).

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 9,60 (1H, sl, OH-4’); 8,91 (1H, sl, OH-7); 8,82 (1H, sl, OH-
3'); 9,16 (1H, sl, OH-5); 6,70 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-2'); 6,67 (1H, d, ] = 8,0 Hz, H-5'); 6,58 (1H, dd,
J=8,0;2,0Hz H-6);587 (1H, d, ] = 2,5 Hz, H-8); 5,67 (1H, d, ] = 2,5 Hz, H-6); 4,46 (1H, d, ] =
4,5 Hz, H-2); 3,80 (1H, ddd, J=12,0; 8,0 ; 4,0 Hz, H-3); 2,64 (1H, dd, ] = 16,0 ; 5,5 Hz, H-4a); 2,34
(1H, dd, ] = 16,0 ; 8,0 Hz, H-4b)

RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 156,5 (C-9), 156,2 (C-5), 155,4 (C-7), 144,9 (C-3'),144,9 (C-4),
130,6 (C-1'), 118,5 (C-6'), 115,1 (C-5'), 114,5 (C-2’), 99,1 (C-10), 95,1 (C-6), 93,8 (C-8), 81,0 (C-2),
66,3 (C-3), 27,9 (C-4).

FPE-9, afzéléchine (35)
Fines particules solides de couleur beige (08 (Tighaet al, 2011).

P.F: 221 -222°C [a]p®:+0.50° (¢ 0,09;
Acetone-AE 9:1).

UV Amax (CH3OH) (log €): 275 (2,49), nm.
IR (KBr): 3407 (OH), 2980, 1612, 1454 (C=C
aromatique), 1457, 1376, 1052, 935, 841 cm-™.
SM-EI (int.rel): m/z 274 [M]* (84,8) ; 256
(1,8) ; 167 (17,6) ; 139 (100) ; 136 (81,4) ; 121
(4.8) ;107 (79,3) ; 77 (14,1).
SMHR-EI-: m/z 274,0841 (274,0790 calc.
pour CisHuOs).
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 9,89 (1H, sl, OH-7); 9,27 (1H, sl, OH-4"); 9,10 (1H, sl, OH-5);
7,21 (2H, d, ] =8,5Hz, H-2’, H-6"); 6,70 (2H, d, | = 8,5 Hz, H-3’, H-5"); 5,88 (1H, d, ] =2,0 Hz, H-
6); 5,71 (1H, d, ] =2,0 Hz, H-8); 4,79 (1H, sl, H-2); 4,98 (1H, d, ] = 4,5 Hz, OH-3); 4,01 (1H, sl, H-
3);2,67 (1H, dd, ] =16,0 ; 4,5 Hz, H-4ax); 2,47 (1H, dd, ] =17,0 ; 3,5 Hz, H-4eq)

RMN ©C (DMSO-ds, 125 MHz): &c 156,5 (C-9), 156,5 (C-7), 156,2 (C-5), 155,7 (C-4’), 130,0 (C-
1'), 128,3 (C-2'), 128,3 (C-6'), 114,4 (C-3"), 114,4 (C-5'), 98,4 (C-10), 95,1 (C-6), 94,1 (C-8), 78,0 (C-
2), 64,8 (C-3), 28,2 (C-4).
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FPE-22-5, bluménol A (44)
Fines particules solides de couleur (09 mg) (Xiabal., 1999).

P.F:114-115°C
[ap®: +191,7 °(c = 0,32 ; CH5Cl)
UV Amx (CH:OH) (log ¢): 236 (4,05); 278
(1,72); 282 (1,71) nm.
IR (NaCl): 3426 (OH), 2968, 1659, 1651cm™.
SM-EI (int.rel): m/z 224 [M]* (1,1); 206 (M-
H:0; 5,5); 188 (M-2H:0; (1,3), 180 (7,3); 168
(28,1); 150 (38,3); 135 (33,8); 124 (100); 111
(29,7) ; 79 (27,1).

RMN 'H (CDs0D, 500 MHz): 611 5,87 (1H, sl, H-4) ; 5,79 (1H, d, ] = 16,0 Hz, H-7); 5,78 (1H, dd,
J=16,0; 6,0 Hz, H-8) ; 4,31 (1H, dq, ] = 6,5 ; 6,0 ; Hz, H-9) ; 2,47 (1H, d, ] = 17,0 Hz, H-2a) ; 2,15
(1H, d, ] = 16,5 Hz, H-2b) ; 1,91 (3H, s, Me-13) ; 1,23 (3H, s, Me-10) ; 1,03 (3H, s, Me-12) ; 1,01
(3H, s, Me-11)

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 201,2 (C-3); 167,5 (C-5); 136,9 (C-7); 130,0 (C-8); 127,1 (C-4);
80,0 (C-6); 68,6 (C-9); 49,6 (C-2); 42,4 (C-1); 24,5 (C-10); 23,8 (C-12); 23,5 (C-11); 19,5 (C-13).

FTF-31-L, déhydroferreirine (51)
Fines particules solides de couleur blanche (1L(Kgetal., 1999).

P.F: 252-253°C
[a]p®: +19,17 °(c=0,32 ; CHsCl)
UV Amax (CH3OH) (log €): 222 (3,52); 247
(3,50); 290 (3,34) nm.
IR (MeOH + NaOAc): 3483 (OH), 1618
(C=C-C=0), 1571, 1440 (C=C aromatiques)
cm.
SM-EI (int.rel): m/z 300 [M]* (100); 285
(2,2); 283 (M-OH; 29,7); 153 [(C7H504 A1,
(11,2)]; 148 [(CoHsO2 B1*, (63,2)]; 133 (10,5).

RMN 'H (CDsOD, 500 MHz): 61 12,92 (1H, sl, H-5) ; 10,85 (1H, sl, H-7) ; 9,41 (1H, sl, H-4') ;
8,17 (1H, s, H-2) ; 7,09 (1H, d, ] = 8,4 Hz, H-2’) ; 6,46 (1H, d, ] = 2,4 Hz, H-5') ; 6,43 (1H, dd, | =
8,8;2,4Hz H-3); 638 (1H, d, ]=2,4 Hz, H-8) ; 6,22 (1H, d, ] = 2,5 Hz, H-6) ; 3,72 (3H, s, CH-
4)

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 6c 180,2 (C-4), 164,1 (C-7), 161,8 (C-5), 160,4 (C-4’), 157,6 (C-
9), 156,5 (C-6'), 155,4 (C-2), 132,2 (C-2’), 120,1 (C-3), 110,3 (C-1’), 104,4 (C-3'), 104,4 (C-10), 101,4
(C-5'), 98,9 (C-6), 93,6 (C-8), 55,0 (-OCH:-4")
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FPE — 7, naringénine (34)
Fines particules solides de couleur blanchatrer{@b(Hassart al, 2003).

P.F: 251-252°C
[a]p?: - 23,6 °(c=0,32 ; MeOH)
UV Amax (CH30H) : 336, 291 nm.
IR (KBr): 3435 (OH), 1635 (C=0), 1612,
1571, 1440 (C=C aromatiques) cm.
SM-EI (int.rel): m/z 272 [M]* (100), 179
(36,2), 166 (27,7), 153 (91,8), 120 (62,5)

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 51 12,14 (1H, s, OH-5) ; 10,77 (1H, sl, OH-7) ; 9,57 (1H, s, OH-
4');8,17 (1H, s, H-2) ; 7,30 (1H, d, ] = 7,0 Hz, H-2") ; 7,30 (1H, d, ] = 7,0 Hz, H-6) ; 6,78 (1H, d, |
=7,0 Hz, H-3') ; 6,78 (1H, d, ] = 7,0 Hz, H-5) ; 5,86 (1H, sl, H-6); 5,86 (1H, sl, H-8); 5,43 (1H, dd,
J=12,5; 3,0 Hz; H-2); 3,26 (1H, dd, ] = 13,0 ; 17,0 Hz, H-3a); 2,66 (1H, dd, ] = 3,0 ;17,0 Hz, H-
3b).

RMN C (DMSO-de, 125 MHz): 5c 196,4 (C-4), 166,7 (C-7), 163,5 (C-5), 163,0 (C-9), 157,4 (C-
4'),128,9 (C-1'), 128,4 (C-2'), 1284 (C-6'), 115,2 (C-3'), 115,2 (C-5'), 101,8 (C-10), 95,8 (C-6), 95,0
(C-8), 78,5 (C-2), 42,0 (C-3).

FTBR — 9, aromadendrine (54)
Fines particules solides de couleur jaune (08 (Bgthhetiet al, 2011).

P.F:165-167°C [a]p®: +34.10° (¢ 0,05;
MeOH).

CD (CHs0H, Ag): 327 (+0,31), 295(- 3,5)

nm.

IR (KBr): 3480 (OH), 1650, 1600, 1500

(C=C aromatique), 1420, 1220, 1052 cm-'.

SM-EI (int.rel): m/z 288 [M]* (6,9), 270

(M -H:0) (23,0), 165 (14,0), 153 (100), 134

(25.4), 107 (40,8), 77 (14.1),

SMHR-EI-: m/z 288,0629 (288,0634 calc.

pour CisHi120e).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 611 11,90 (1H, sl, OH-5); 10,80 (1H, sl, OH-7); 9,55 (1H, s, OH-
4;7,30 (2H, d, ] = 8,5 Hz, H-2', H-6'); 6,77 (2H, d, ] = 8.5 Hz, H-3', H-5'); 5,89 (1H, d, ] =2,0 Hz,
H-6); 5,84 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-8); 5,74 (1H, d, ] = 5,0 Hz, OH-3); 5,03 (1H, d, ] = 11,5 Hz, H-2);
4,57 (1H, dd, ] = 11,5 ; 4,0 Hz, H-3)

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 197,5 (C-4), 167,4(C-7), 163,3 (C-5), 162,5 (C-9), 157,7 (C-4'),
129,4 (C-2'), 129,4 (C-6'), 127,6 (C-1'), 114,9 (C-3"), 114,9 (C-5'), 100,2 (C-10), 96,1 (C-6), 82,8 (C-
2), 71,4 (C-3), 95,1 (C-8).
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FTBR-10, shutérine (55)

Fines particules solides de couleur jaune (48 (imghamet al, 1986).

P.F:181,2-181,8°C [a]p®:+23,7°(c 0,9;
MeOH).
CD (CHsOH, mdeg): 340 (+ 0,31), 288 (-
33,425) nm.
IR (KBr): 3480 (OH chélaté), 3321 (OH),
1728 (C=0), 1600, 1500 (C=C aromatique),
SM-EI (int.rel): m/z 356 [M]* (47,7), 338 (M
-H-0) (14,0), 165 (100), 134 (96,1), 107
(90,4)
SMHR-EI-: m/z 356,1250 (356,1260 calc.
pour C20H200e).
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 12,17 (1H, sl, OH-5); 10,72 (1H, sl, OH-7); 9,53 (1H, sl, OH-
4);7,29 (2H, d, ] =8,5 Hz, H-2', H-6"); 6,70 (2H, d, ] = 8.5 Hz, H-3’, H-5'); 5,92 (1H, s, H-8); 5,73
(1H, d, ] =6,0 Hz, OH-3); 5,12 (1H, t, ] = 7,0 Hz, H-2"); 5,00 (1H, d, ] = 11,5 Hz, H-2); 4,57 (1H,
dd, J=11,5; 6,0 Hz, H-3); 3,11 (2H, t, ] =7,5 Hz, H-1"); 1,69 (3H, s, CH3-4"); 1,61 (3H, s, CH3-5").
RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 6c 198,0 (C-4), 160,3(C-7), 164,4 (C-5), 160,2 (C-9), 157,7 (C-4"),
130,3 (C-3"), 129,4 (C-2"), 129,4 (C-6"), 127,7 (C-1'), 122,6 (C-2"), 114,9 (C-3'), 114,9 (C-5'), 100,2
(C-10), 107,8 (C-6), 82,8 (C-2), 71,5 (C-3), 94,4 (C-8), 25,5 (C-5"), 20,6 (C-1"), 17,6 (C-4").

FTBR-7, conrauiflavonol (56)
fines particules solides de couleur jaune (14 fAgyantuetal., 2011).

P.F:191,6 -192,2°C

6 4 " [a]p®: +2,610 (¢ 0.003, CHCls).
CD (CHsOH, mdeg): 356 (+60,2109), 290
3 (1,7863), 264 (-11,7555), 236 (- 3,77508) nm.
2 IR (KBr): 3403 (OH chélaté), 3321 (OH),
1728 (C=0), 1600, 1500 (C=C aromatique),
cml,

SM-EI (int.rel): m/z 354 [M]* (37,1), 339 M
-15) (93,7), 203 (100), 219 (64,1), 177 (38,1),
SMHR-EI-: m/z 353,9801 (354,1094 calc.
pour C20H1s0e).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 1 12,21 (1H, sl, OH-5); 9,55 (1H, sl, OH-4'); 7,31 (2H, d, ] = 8,5
Hz, H-2', H-6'); 6,76 (2H, d, | = 8.5 Hz, H-3, H-5); 6,51 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-4"); 5,90 (1H, s,
H-8); 5,81 (1H, d, ] = 6,5 Hz, OH-3); 5,66 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-3"); 5,09 (1H, d, ] = 11,5 Hz, H-
2); 4,64 (1H, dd, ] = 11,5 ; 6,5 Hz, H-3); 1,38 (3H, s, CH5-5"); 1,38 (3H, s, CH3-6").

RMN 5C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 198,9 (C-4), 161,9(C-7), 157,8 (C-5), 161,2 (C-9), 157,8 (C-
4,129,6 (C-2), 129,6 (C-6'), 127,3 (C-1'), 127,1 (C-3"), 114,9 (C-3'), 114,9 (C-5'), 114,4 (C-
4"),102,3 (C-6), 101,3 (C-10), 95,6 (C-8), 83,0 (C-2), 78,3 (C-2"), 71,4 (C-3), 27,9 (C-5"), 27,9 (C-
6").
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FTBR — 8, thonningiol (57)
Fines particules solides de couleur jaune cldi@n(g).

P.F:188,5-189,1°C

[a]p®: +17,3° (¢ 0.0032, MeOH).
CD (CHsOH, mdeg): 336 (+ 97,14), 276 (-
1,92), 256 (65,52) nm.
IR (KBr): 3447 (OH chélaté), 3321 (OH),
1795 (C=0), 1643, 1500 (C=C aromatique),
SM-EI (int.rel): m/z 370 [M]* (34,6), 352 (M
-H20) (9,1), 179 (100), 134 (19,7), 107 (20,4)
SMHR-EI-: m/z 370,1424 (370,1416 calc.
pour C21H2:0e).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 12,00 (1H, sl, OH-5); 9,54 (1H, sl, OH-4'); 7,31 (2H, d, ] = 8,5
Hz, H-2’, H-6'); 6,78 (2H, d, ] = 8.5 Hz, H-3', H-5'); 6,20 (1H, s, H-8); 5,79 (1H, d, ] = 6,5 Hz, OH-
3); 5,07 (1H, t, ] = 6,5 Hz, H-2"); 5,07 (1H, d, J = 11,5 Hz, H-2); 4,62 (1H, dd, J = 11,5 ; 6,5 Hz, H-
3); 3,80 (3H, s, OCH:-7); 3,13 (2H, t, ] = 7,0 Hz, H-1"); 1,69 (3H, s, CH3-4"); 1,60 (3H, s, CH3-5").

RMN 5C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 198,8 (C-4), 165,1 (C-7), 161,0 (C-9), 159,0 (C-5), 157,7 (C-
4y, 130,6 (C-3"), 129,4 (C-2'), 129,4 (C-6'), 128,8 (C-1'), 122,2 (C-2"), 114,9 (C-3'), 114,9 (C-5'),
101,0 (C-10), 108,5 (C-6), 91,4 (C-8), 83,1 (C-2), 71,6 (C-3), 56,2 (OCHs), 25,4 (C-5"), 20,6 (C-1"),
17,6 (C-4").

FTF-41-5, dihydroguercétine (58)
Fines particules solides de couleur jaune (164B(reget al, 2011).

P.F:165-167°C

[a]lp?: +12,68° (c 0,2 ; MeOH).
CD (CHs0H, Ag): 330 (+0,11), 297 (- 2,58) nm.
IR (KBr): 3480 (OH),3260, 1650, 1600,1500 (C=C
aromatique), 1420, 1220, 1052, cm-.
SM-EI (int.rel): m/z 304 [M]* (37,7), 286 (M —
H20) (6,0), 275 (88,1), 153 (100), 123 (77.4).
SMHR-EI-: m/z 304.0576 (304.0583 calc. pour
CisH120k).

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 11,88 (1H, sl, OH-5); 9,02 (1H, sl, OH-7); 9,02 (1H, sl, OH-
4); 6,86 (1H, d, sl, H-5'); 6,73 (2H, sl, H-2", H-6'); 5,88 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-6); 5,83 (1H, d, ] =
2,0 Hz, H-8); 5,74 (1H, d, ] = 4,0 Hz, OH-3); 4,95 (1H, d, ] = 11,0 Hz, H-2); 4,48 (1H, d1, ] = 8,5 ;
H-3).

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 197,7 (C-4), 167,1 (C-7), 163,4 (C-5), 162,4 (C-9), 145,8 (C-
4'),144,8 (C-3'), 128,1 (C-1'), 119,5 (C-6'), 115,4 (C-2’), 115,2 (C-5'), 100,4 (C-10), 96,1 (C-6), 95,1
(C-8), 83,1 (C-2), 71,6 (C-3).
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FPFE-5, rutine (37)

Fines particules solides de couleur jaune (120(gzumaet al, 2003).

P.F: 196.5-198 °C

[a]p?: +13,82° (¢ 0,2; EtOH).
IR (KBr): 3330 (OH), 1654, 1596, 1501
(aromatic C=C), 1456, 1358, 1203 cm".
SM-ESI (int.rel): m/z 611,1 [M + H]*(10),
m/z 633 [M +Na]*(100), 464,9 (M -rham)
(18,0), 303.2 (M —rham-glu) (20)
HaC o SM-FAB - + (int.rel): m/z 611 [M + H]*
(100), 369, 303, 166.
OH SM-HR-FAB- +: m/z 611.0576 (611.1634
calc. pour C2zH30016).

RMN H (CDsOD, 500 MHz): 61 7,67 (1H, d, ] =2,0 Hz; H-2"); 7,62 (1H, dd, | = 8,0 ; 2,0 Hz; H-
6'); 6,85 (1H, d, ] = 8,0 Hz; H-5); 6,33 (1H, d, ] = 2,0 Hz; H-8) ; 6,15 (1H, d, | = 2,0 Hz; H-6); 3-
glu [5,05 (1H, d, ] =7,5 Hz; H-1); 3,47 (1H, dd, ] =9,0,; 7,0 Hz; H-2); 3,39 (1H, t, | = 8,5 Hz; H-3);
3,27 (1H, t, ] =9,0 Hz; H-4); 3,32 (1H, m, H-5); 3,80 (1H, dd, ] = 10,5;1,5 Hz; H-6a); 3,39 (1H, dd,
J=9,0; 6,0 Hz; H-6b)] 6”-rham [4,51 (1H, sl, H-1); 3,62 (1H, dl, ] =2,0 Hz; H-2); 3,53 (1H, dd, |
=9,5; 3,5 Hz; H-3); 3,27 (1H, t, ] =9,0 Hz; H-4); 3,42 (1H, q, ] = 6,1 Hz; H-5); 1,11 BH, t, ] =6,0
Hz; H-6)].

RMN C (CDsOD, 150 MHz): 5c 179,1 (C-4), 161,1 (C-7), 162,9 (C-5), 158,7 (C-9), 150,0 (C-4"),
145,9 (C-3'), 123,1 (C-1'), 123,5 (C-6'), 117,6 (C-2’), 116,1 (C-5'), 105,0 (C-10), 96,1 (C-6), 95,5 (C-
8), 155,4 (C-2), 135,5 (C-3), 3-glu [(105,0 C-1); (75,7 C-2)}(78,2 C-3); (77,2 C-5); (68,6 C-6)]6”-
rham [(102,4 C-1); (72,1 C-2)(72,2 C-3); (73,9 C-4); (67,9 C-5); (17,9 C-6)]

FPE — 1, bergapténe (38)
Paillettes blanches (156 mg) (Kiehal, 2006).

P.F: 188 - 189°C
O/ IR (KBr): 1731 (C=0), 1620, 1600, 1500 (C=C
aromatique), 1124 (benzofurane) cm.
/ X SM-EI (int.rel): m/z 216 [M]* (100), 201 (M —CHs)
(34,0), 188 (21,0), 173 (63,7), 145 (33,6).
© ¢ o SMHR-EI-: m/z 216,0204 (216,0238 calc. Pour
C12HsOs).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 61 4,24 (3H, s, 5-OMe); 6,25 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-3); 7,00 (1H, d,
J=2,5Hz, H-3); 7,24 (1H, s, H-8); 7,41 (1H, d, ] = 2,5 Hz, H-2’); 8,13 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-4).

RMN ©C (CDCls, 150 MHz): 5c 161,1 (C-2), 158,4(C-7), 152,7 (C-9), 149,6 (C-5), 144,8 (C-2)),
139,2 (C-4), 112,7 (C-6), 112,5 (C-3), 106,4 (C-10), 105,0 (C-3), 93,8 (C-8), 60,1 (5-OMe).
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FPE — 2, psoralene (39)
Aiguilles cristallines blanches (07 mg) (Thaethal, 2004).

P.F:161-162°C
UV Amax (CH3OH) : 242, 247, 291, 330 nm.
IR (KBr): 1720 (C=0), 1710, 1600, 1575 (C=C

aromatique), 1124 (benzofurane) cm.

SM-EI (int.rel): m/z 186 [M]* (100), 158 (85,1), 188

(21,0), 130 (28,7), 102 (32,6).

SMHR-EI-: m/z 186,0101 (186,0134 calc. pour
CuHeOs).

RMN 'H (CDCls;, 500 MHz): 511 6,37 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-3); 6,85 (1H, d, ] = 2,5 Hz, H-3'); 7,47
(1H, s, H-8); 7,67 (1H, s, H-5); 7,68 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-2'); 7,83 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-4)..

FPE-22-10, aviprine (40)

Fines particules solides de couleur jaune paler(@b(Thanhet al, 2004).

P.F:134-135°C

[a]p?*: +18° (¢ 0,2; Me2CO).
IR (KBr): 3400 (-OH), 1716 (C=0), 1604,
1500 (C=C aromatique), 1124
(benzofurane) cm-.
SM-EI (int.rel): m/z 304 [M]* (69,7), 202
(100), 174 (50,5), 145 (11,7),
SMHR-EI-: m/z 304,199 (304,09469 calc.
pour CisHi6Oe).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 611 8,13 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-4); 7,59 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-2'); 7,17
(1H, sl, H-8); 6,29 (1H, d, ] = 10,0 Hz, H-3); 6,97 (1H, d, ] = 2,0 Hz, H-3'); 4,52 (1H, dd, ] = 10,0 ;
2,5 Hz, H-2."); 4,49 (1H, dd, ] = 10,0 ; 8,0 Hz, H-2+"); 3,89 (1H, dd, ] = 8,0 ; 3,0 Hz, H-3"); 2,77
(1H, s, OH-3"); 2,10 (1H, sl, OH-4"); 1,34 (3H, s, H-5"); 1,30 (3H, s, H-6")

RMN C (CDCls, 150 MHz): 6c 161,0 (C-2), 158,1(C-7), 152,6 (C-9), 148,5 (C-5), 145,3 (C-2'),
138,9 (C-4), 114,3 (C-6), 113,2 (C-3), 107,4 (C-10), 104,7 (C-3"), 95,0 (C-8), 76,5 (C-3"), 74,5 (C-2"),
71,7 (C-4”), 26,7 (C-5"), 25,2 (C-6")
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FTF-31-FM, wightéone (48)
Aiguilles jaune pale (13 mg) (Kitoshing al, 1990).

P.F: 219.1- 220 °C
SM-EI (int.rel): m/z 338 [M]* (38.8), 295
(68,4), 283 (100), 270(10,6)
SMHR-EI-: m/z 338,1146 (336,1154 calc.
pour C20HisOs).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz): 61 13,20 (1H, s, OH-4); 9,55 (1H, sl, OH-4"); 8,26 (1H, s, H-2);
7,36 (2H, d, ] =8,8 Hz, H-2' & H-6'); 6,80 (2H, d, | = 8,4 Hz, H-3' & H-5'); 6,41 (1H, s, H-8); 5,16
(1H, tl, ] =7,2 Hz, H-2"); 3,22 (2H, dl, ] = 7,2 Hz, H-1"); 1,71 (3H, s, CHs-4"); 1,61 (3H, s, CHs-
5//).

RMN C (DMSO-de, 125 MHz): 5c 180,1 (C-4), 162,0 (C-7), 158.7 (C-5), 155,3 (C-9), 157,3 (C-
4'),153,6 (C-2), 130.1 (C-2'), 130,6 (C-3"), 130.1 (C-6'), 122,2 (C-3), 122,1 (C-2""),121,4 (C-1'), 115.0
(C-3", 115.0 (C-5'), 111,0 (C-6), 104,0 (C-10), 92,9 (C-8), 21,0 (C-1""), 25,4 (C-5") et 17,7 (C-4").

FTBR-11, lutéone (53)

Fines particules solides de couleur jaune palgt(0ty) (Inghanet al, 1983).

P.F: 210.1- 211 °C

SM-EI (int.rel): m/z 354 [M] (34.2), 311
(100), 299 (64,4), 283 (100), 165 (22,9)
SMHR-EI-: m/z 3541112 (354.1103

calc. pour C20H180e).

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 13,23 (1H, s, OH-4); 10,82 (1H, sl, OH-7); 9,35 (1H, sl, OH-
4); 9,25 (1H, sl, OH-2); 8,11 (1H, s, H-2); 6,94 (1H, d, ] = 8,5 Hz, H-6'); 6,41 (1H, s, H-8); 6,35
(1H, d, ] = 2,5 Hz, H-3); 6,25 (1H, dd, ] = 8,5; 2,5 Hz, H-5'); 5,16 (1H, 1, ] = 7,0 Hz, H-2"); 3,21
(2H, dl, ] = 7,0 Hz, H-17); 1,71 (3H, s, CH>-4”); 1,61 (3H, s, CH5-5").

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): ¢ 180,4 (C-4), 161,8 (C-7), 158.6 (C-5), 155,3 (C-9), 158,5 (C-
4),156,3 (C-2'), 155,0 (C-2), 132,6 (C-6'), 130,6 (C-3"), 122,1 (C-2"), 120,3 (C-3), 110,9 (C-6), 108,83
(C-1'), 106,0 (C-5'), 104,2 (C-10), 102,4 (C-3"), 92,6 (C-8), 21,0 (C-1""), 25,4 (C-5") et 17,6 (C-4").
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FTF-41-8, hydrate de lupiwightéone (49)
Fines particules solides de couleur jaune (06,9 (Hgshidokecet al, 1986).

P.F: 244 - 245 °C
UV Amax (CH3OH) : 267 (2.58),
261 (2.84), 223 (1.69), 211 nm.
IR (KBr): 3416 (OH), 1646
(C=0), 1612, 1542, 1440 (C=C
aromatiques) cm.
SM-EI (int.rel): m/z 356 [M]*
(59.1), 338 (M*18, 43.7), 323
(M*33, 97.3), 283 (100), 270
(33,7) 165 (25.9), 141 (16.2),
SMHR-EI-: m/z  356,1257
(356,1126 calc. pour C20H200s).
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 12,90 (1H, s, OH-4); 9,55 (1H, sl, OH-4"); 8,36 (1H, s, H-2);
7,37 (2H, dd, ] =9,0; 2,5 Hz, H-2' / H-6"); 6,80 (2H, dd, ] =9,0; 2,5 Hz, H-3' & H-5'); 6,30 (1H, s,
H-6); 2,67 (2H, ddd, ] =8,5; 5,0 ; 3,5 Hz, CH>-1") ; 1,52 (2H, ddd, ] = 8,5, 5,0 ; 3,5 Hz, CH>-
27); 1,16 (6H, s, CHs-4” et CHs-5").

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 5c 180,6 (C-4), 161,8 (C-7), 159,4 (C-5), 154,9 (C-9), 157,3 (C-
4'),154,1 (C-2), 130,1 (C-2’/C-6'), 121,8 (C-1'), 121,3 (C-3), 115,0 (C-3//C-5'), 98,5 (C-6), 104,4 (C-
10), 107,2 (C-8), 42,8 (C-2"), 17,2 (C-1"), 68,9 (C-3"), 29,1 (C-4"/C-5").

FTF-41-3, B-isolutéone (50)
Fines particules solides de couleur jaune (09 (fRgkuiet al, 1973).

P.F: 248 - 250 °C

UV Amax (CH3OH) : 267 (2.58), 261 (2.84), 223
(1.69), 211 (1.88) nm.
IR (KBr): 3416 (OH), 1646 (C=0), 1612, 1542,

1440 (C=C aromatiques) cm.
SM-EI (int.rel): m/z 356 [M]* (59.1), 338 (M*-
18, 43.7), 323 (M*33, 97.3), 283 (100), 270
(33,7) 165 (25.9), 141 (16.2), 118 (9.8)
SMHR-EI-: m/z 354,1257 (354,11260 calc.
pour C20HisOe).
RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 6u 13,20 (1H, s, OH-4); 9,33 (1H, sl, OH-4"); 9,23 (1H, sl, OH-
2"); 8,10 (1H, s, H-2); 6,95 (1H, d, ] = 8,5 Hz, H-6'); 6,35 (1H, d, ] =2,5 Hz, H-3"); 6,25 (1H, dd, | =
8,5;2,5Hz H-5); 2,57 (2H, ddd, ] =8,5, 5,0 ; 3,5 Hz, CH>-1"); 1,50 (2H, ddd, ] =8,5; 5,0 ; 3,5
Hz, CH:-2"); 1,16 (6H, s, CH3-4” et CHs3-5")

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 6c 180,4 (C-4), 161,9 (C-7), 158,8 (C-5), 155,2 (C-9), 158,5 (C-
4'),156,4 (C-2'), 154,9 (C-2), 132,2 (C-6'), 120,3 (C-3), 112,3 (C-6), 108,8 (C-1), 106,2 (C-5'), 104,2
(C-10), 102,6 (C-3"), 92,7 (C-8), 68,9 (C-3"), 42,3 (C-2"), 29,0 (C-4"/C-5"), 17,2 (C-1"").
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FTF-41-6, thonningiisoflavone (52)
Fines particules solides de couleur jaune, (08 (idgshidokoet al., 1986).

P.F: 153,4- 154,1 °C

UV Amax (CH3OH) : 261 (2,89),
222 (2,72), 218 (2,69) nm.

IR (KBr): 3440 (OH), 1651
(C=0), 1609, 1503, 1451 (C=C
aromatiques) cm.

SM-EI (int.rel): m/z 372.1 [M]*
(21,3), 354 (M*18; 86,8); 339
(M*33; 39,6); 299 (100), 270
(7,1) 153 (17,8); 105 (21,1)

SMHR-EI-: m/z  372,1228
(372,1209 calc. pour C20H207).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 61 12,80 (1H, s, OH-4); 9,17 (1H, sl, OH-2’/4’); 8,09 (1H, s, H-
2); 6,74 (1H, d, ] = 8,5 Hz, H-6'); 6,35 (1H, d, ] = 8,5 Hz, H-5'); 6,30 (1H, s, H-8); 6,10 (1H, s, H-6);
4,23 (1H, sl, OH-3"); 2,57 (2H, ddd, ] = 8,0 ; 5,0 ; 3,5 Hz, CH:-1") ; 1,51 (2H, ddd, ] =8,5;5,0; 3,5
Hz, CH2-2"); 1,13 (6H, s, CHs-4” et CH3-5").

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 6c 180,7 (C-4), 164,9 (C-7), 161,8 (C-5), 157,8 (C-9), 156,4 (C-
4'), 155,4 (C-2), 154,1 (C-2’), 128,4 (C-6'), 121,2 (C-3), 116,8 (C-3"), 109,6 (C-1'), 106,6 (C-5'), 99,2
(C-6), 104,0 (C-10), 93,8 (C-8), 42,7 (C-2"), 18,5 (C-1"), 69,2 (C-3"), 29,2 (C-4"/C-5").

FTER-3, p-menthane-3,6-diol (63)
Huile incolore (16 mg) (Zellagwt al, 2011).

. SM-EI (int.rel): m/z 170 [M]", 169 (22),
111 (86,6), 127 (21.6), 100(100), 71
(95,0),

SMHR-EI-: m/z 170.1297 (170.1307
calc. pour CioHis0z).

RMN 'H (CDsOD, 500 MHz): 61: 5,46 (1H, t, ] = 1,5 Hz, H-2); 3,91 (1H, sl, H-3); 3,84 (1H, dl, ] =
9,0 Hz, H-6); 2,10 (1H, m, H-8); 1,76 (3H, t, ] = 1,5 Hz, CH:-7); 1,78 (1H, dt, ] = 13,5; 2,5 Hz, H-
5a); 1,59 (1H, m, H-4); 1,38 (1H, td, ] = 13,5 ; 4,0 Hz, H-5b) ; 0,96 (3H, d, ] = 7,0 Hz, CH3-10); 0,82
(3H, d, ] = 7,0 Hz, CH:-9).

RMN ©C (CDsOD, 125 MHz): &c 137,5 (C-1), 131,0 (C-2), 70,0 (C-6), 68,4 (C-3), 42,8 (C-4), 30,9
(C-5), 27,0 (C-8), 21,4 (C-10), 20,8 (C-7), 17,1 (C-9).
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FTE-7A, friedéline (60)

Aiguilles blanches (12 mg) (Soustal, 2012).

29 30 P.F: 258 - 260 °C

[alp®: -27,3 © (c = 0.03, CH:Cl)

N

IR (KBr): 2930 (C-H), 2836 , 1720
(C=0), 1466, 1395, 1268,1103 cm™.

il

SM-EI (intrel): m/z 4263 [M]'
(6,0), 411 [(M*-CH) 2,8]; 273 (9,6);
205 (9,5), 163 (10,1) 123 (24,8); 95
(45,6); 81 (52,1); 55 (100)

o)
-

24
23 SMHR-EI-: m/z 426,3862

(426,3895 calc. pour CsoHs00).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz): 611 0,71 (3H, s, CHs-24); 0,85 (3H, s, CH3-25); 0,86 (3H, d, ] = 6,5 Hz,
CHs-23); 0,93 (1H, m, H-22b); 0,93 (3H, s, CH3-26); 0,98 (3H, s, CH3-29); 0,99 (3H, s, CH5-30);
1,03 (3H, s, CH-27); 1,16 (3H, s, CH5-28); 1,18 (1H, m, H-19b); 1,18 (1H, m, H-19a); 1,19 (1H, m,
H-6b); 1,20 (1H, m, H-11b); 1,24 (1H, m, H-15b); 1,25 (1H, m, H-16b); 1,26 (1H, m, H-12b); 1,27
(1H, m, H-12a); 1,32 (1H, m, H-7b); 1,32 (1H, m, H-8); 1,33 (1H, m, H-21b); 1,37 (1H, m, H-11a);
1,44 (1H, m, H-22a); 1,45 (1H, m, H-7a); 1,46 (1H, m, H-15a); 1,46 (1H, m, H-21a); 1,50 (1H, m,
H-10); 1,50 (1H, m, H-16a);1,56 (1H, m, H-18);1,66 (1H, m, H-1b); 1,75 (1H, m, H-6a); 1,94 (1H,
m, H-1a); 2,23 (1H, q, ] = 6,5 Hz, H-4); 2,36 (1H, m, H-2b); 2,37 (1H, dq, ] = 8,5 ; 3,5 Hz, H-2a)

RMN ©C (CDCl, 125 MHz): 5c 213,3 (C-3), 59,4 (C-10), 58,2 (C-4), 53,1 (C-8), 42,8 (C-18), 42,1
(C-5), 41,5 (C-2), 41,3 (C-6), 39,7 (C-13), 39,2 (C-22), 38,3 (C-14), 37,4 (C-9), 36,0 (C-16), 35,3 (C-
28), 35,6 (C-11), 35,3 (C-19), 32,7 (C-15), 32,4 (C-21), 31,8 (C-30), 32,1 (C-29), 30,5 (C-12), 30,0 (C-
17), 28,1 (C-20), 22,3 (C-1), 20,3 (C-26), 18,7 (C-27), 18,2 (C-7), 14,9 (C-25), 14,7 (C-24), 6,8 (C-23).

FPE-5, Acide vanillique (45)

Ho o P.F:212-213°C  UViuax(MeOH) nm (loge):
253 (3,41), 286 (3,47).

IR (KBr): 3485, 2955, 1686, 1598, 1547, 1523,
1473, 1299, 1239, 1205, 1113, 918, 882 cm™.

CH,
° SM-EI (intrel): m/z 168,1 [M]* (100); 153
oH [(M~CHs) | (72); 125 (35); 97 (55); 77 (10,1).

SMHR-EI-: m/z 168,0423 (168,0456 calc. pour
CsHsOs).

RMN H (CDCls, 500 MHz): 61 7,55 (2H, m); 6,83 (1H, d, ] = 9,0 Hz); 3,89 (3H, s, OCHs).
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