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UNIVERSITE DE YAOUNDE |
Faculté des Sciences
Division de la Programmation et du
Suivi des Activités Académiques

THE UNIVERSITY OF YAOUNDE I
Faculty of Science
Division of Programming and Follow-up
of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS

| LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2021/2022
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 22 septembre 2021

ADMINISTRATION

DOYEN : TCHOUANKEU Jean- Claude, Maitre de Conférences

VICE-DOYEN / DPSAA : ATCHADE Alex de Théodore, Maitre de Conférences
VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension, Professeur
VICE-DOYEN /DRC : ABOSSOLO Monique, Maitre de Conférences

Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Florentine Marie Chantal,

Maitre de Conférences

Chef Division des Affaires Académiques, de la Scolarité et de la Recherche DAASR :
AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur

| 1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (38) |

N° | NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1 | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2 | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3 | FOKOU Elie Professeur En poste
4 | KANSCI Germain Professeur En poste
5 | MBACHAM FON Wilfried Professeur En poste
6 | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
NINTCHOM PENLAP V. épse Professeur En poste
7 BENG
8 | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
ACHU Merci BIH Maitre de En poste
9 Conférences
ATOGHO Barbara Mma Maitre de En poste
10 Conférences
AZANTSA KINGUE GABIN Maitre de En poste
11 | BORIS Conférences
BELINGA née NDOYE FOE F. M. | Maitre de Chef DAF/ FS
12 | C. Conférences
BOUDJEKO Thaddee Maitre de En poste
13 Conférences
DJUIDJE NGOUNOUE Marcelline | Maitre de En poste
14 Conférences
EFFA ONOMO Pierre Maitre de En poste
15 Conférences
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EWANE Cécile Anne Maitre de En poste

16 Conférences
. . Maitre de Inspecteur de Service

17 | MOFOR née TEUGWA Clotilde Conférences MINESUP

NANA Louise épouse WAKAM Maitre de En poste
18 Conférences

NGONDI Judith Laure Maitre de En poste
19 Conférences

NGUEFACK Julienne Maitre de En poste
20 Conférences

NJAYOQU Frédéric Nico Maitre de En poste
21 Conférences

TCHANA KOUATCHOUA Angeéle | Maitre de En poste
22 Conférences
23 | AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
24 | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste

BEBOY EDJENGUELE Sara Chargé de Cours En poste
25 | Nathalie
25 | DAKOLE DABOY Charles Chargé de Cours En poste
26 | DJUIKWO NKONGA Ruth Viviane | Chargée de Cours En poste

DONGMO LEKAGNE Joseph . En poste

. Chargé de Cours

27 | Blaise
28 | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
29 | KOTUE KAPTUE Charles Chargé de Cours En poste
30 | LUNGA Paul KEILAH Chargé de Cours En poste
31 | MANANGA Marlyse Joséphine Chargée de Cours En poste
32 | MBONG ANGIE M. Mary Anne Chargée de Cours En poste
33 | Palmer MASUMBE NETONGO Chargé de Cours En poste
34 | PECHANGOU NSANGOU Sylvain | Chargé de Cours En poste

MBOUCHE FANMOE Marceline Assistante En poste
35 | Joélle
36 | OWONA AYISSI Vincent Brice Assistant En poste
37 | WILFRIED ANGIE Abia Assistante En poste

| 2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (46)

1 ﬁgf‘ A(\;IQBL(J; I\I/Id eon Professeur DAARS/FS
2 | BILONG BILONG Charles-Félix | Professeur Chef de Département
3 | DIMO Théophile Professeur En Poste
4 | DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
DZEUFIET DJOMENI Paul
o Professeur En Poste
5 Désiré
5 EASSEII_\TIA\BA nee NTSAMA Professeur Vice Doyen/FMSB/UYI
7 | FOMENA Abraham Professeur En Poste
8 | KAMTCHOUING Pierre Professeur En poste
9 | KEKEUNOU Sévilor Professeur En poste
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10 | NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
11 | NJIOKOU Flobert Professeur En Poste
12 | NOLA Moise Professeur En poste
13 | TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
TCHUEM TCHUENTE Louis Inspecteur de service
14 Albert Professeur Coord.Progr./MINSANTE
15 ZEBAZE TOGOUET Serge Professeur En poste
Hubert
16 | BILANDA Danielle Claude '(\:"(f‘r']}fredﬁces En poste
. Maitre de
17 DJIOGUE Séfirin Conférences En poste
18 JATSA BOUKENG Hermine Maitre de En Poste
épse MEGAPTCHE Conférences
LEKEUFACK FOLEFACK Guy | Maitre de En poste
19 | B. Conférences
,o | MEGNEKOU Rosette vae de En poste
MONY Ruth épse NTONE Maitre de En Poste
21 Conférences
NGUEGUIM TSOFACK Maitre de En poste
22 | Florence Conférences
23 TOMBI Jeannette L\:A:r::‘réergrfces En poste
24 | ALENE Désirée Chantal Chargée de Cours En poste
25 | ATSAMO Albert Donatien Chargé de Cours En poste
26 | BELLET EDIMO Oscar Roger Chargé de Cours En poste
27 | DONFACK Mireille Chargée de Cours En poste
28 | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
29 | GOUNOUE KAMKUMO Raceline | Chargée de Cours En poste
30 | KANDEDA KAVAYE Antoine Chargé de Cours En poste
31 | MAHOB Raymond Joseph Chargé de Cours En poste
32 | MBENOUN MASSE Paul Serge Chargé de Cours En poste
33 | MOUNGANG Luciane Marlyse Chargée de Cours En poste
34 | MVEYO NDANKEU Yves Patrick | Chargé de Cours En poste
NGOUATEU KENFACK Omer .
35 | Bebe Chargé de Cours En poste
36 | NGUEMBOK Charge de Cours En poste
37 | NJUA Clarisse Yafi Chargée de Cours Chef Div. UBA
38 | NOAH EWOTI Olive Vivien Chargée de Cours En poste
39 | TADU Zephyrin Charge de Cours En poste
40 | TAMSA ARFAO Antoine Chargé de Cours En poste
41 | YEDE Charge de Cours En poste
42 | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier Assistant En poste
43 | ESSAMA MBIDA Désirée Sandrine Assistante En poste
44 | KOGA MANG DOBARA Assistant En poste
45 | LEME BANOCK Lucie Assistante En poste
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| 46 | YOUNOUSSA LAME

| Assistant

| En poste

[ 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV) (31)

1 | AMBANG Zachée Professeur Chef Division/UYII
2 | BELL Joseph Martin Professeur En poste
3 | DJOCGOUE Pierre Francgois Professeur En poste
4 | MBOLO Marie Professeur En poste
5 | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
6 | YOUMBI Emmanuel Professeur Chef de Département
7 | ZAPFACK Louis Professeur En poste
: Maitre de
8 ANGONI Hyacinthe Conférences En poste
BIYE Elvire Hortense Maltr,e de En poste
9 Conférences
- Maitre de
10 MALA Armand William Conférences En poste
MBARGA BINDZI Marie Alain | Maltre de CT/ MINESUP
11 Conferences
NDONGO BEKOLO Maitre de CE / MINRESI
12 Conferences
NGODO MELINGUI Jean Maitre de En poste
13 | Baptiste Conférences P
NGONKEU MAGAPTCHE Eddy | Maitre de En noste
14 | L. Conférences P
15 TONFACK Libert Brice Maltrle de En poste
Conferences
16 TSOATA Esaie Maltrle de En poste
Conferences
17 | DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
18 | GOMANDJE Christelle Chargée de Cours En poste
19 | MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
MAHBOU SOMO TOUKAM. Chargé de Cours En poste
20 | Gabriel g P
21 | NGALLE Hermine BILLE Chargée de Cours En poste
22 | NNANGA MEBENGA Ruth .
Laure Chargé de Cours En poste
23 | NOUKEU KOUAKAM Armelle Charge de Cours En poste
24 | ONANA JEAN MICHEL Chargé de Cours En poste
25 | GODSWILL NTSOMBOH Assistant En poste
NTSEFONG P
26 | KABELONG BANAHO Louis- Assistant
En poste
Paul-Roger
27 | KONO Léon Dieudonné Assistant En poste
28 | LIBALAH Moses BAKONCK Assistant En poste
29 | LIKENG-LI-NGUE Benoit C Assistant En poste
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30 | TAEDOUNG Evariste Hermann Assistant En poste
31 | TEMEGNE NONO Carine Assistant En poste
4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (33)
1 | AGWARA ONDOH Moise Professeur Chef de Département
2 | DJOUFAC WOUMFO Emmanuel | Professeur En poste
Florence UFI CHINJE épouse Professeur Recteur
MELO Univ.Ngaoundere
4 | GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Charge
deMiss.PR
5 | NANSEU Njiki Charles Péguy Professeur En poste
6 NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
7 | NDIKONTAR Maurice KOR Professeur Vice-Doyen Univ.
Bamenda
8 | NENWA Justin Professeur En poste
9 NGAMENI Emmanuel Professeur DOYEN FS UDs
10 | NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
11 | ACAYANKA Elie Maitre de En poste
Conférences
12 | BABALE née DJAM DOUDOU | Maitre de Chargée Mission P.R.
Conférences
13 | EMADACK Alphonse Maitre de En poste
Conférences
14 | KAMGANG YOUBI Georges | Maitre de En poste
Conférences
KEMMEGNE MBOUGUEM Maitre de
15 , En poste
Jean C. Conférences
16 | KONG SAKEO Maitre de En poste
Conférences
17 | NDI NSAMI Julius Matre de En poste
Conférences
18 | NJIOMOU C. épse DJANGANG | Maitre de En poste
Conférences
19 | NJOYA Dayirou Matre de En poste
Conférences
20 | TCHAKOUTE KOUAMO Herve | Maitre de En poste
Conférences
21 | BELIBI BELIBI Placide Désiré Chargé de Cours CS/ ENS Bertoua
22 | CHEUMANI YONA Arnaud M. Chargé de Cours En poste
23 | KENNE DEDZO GUSTAVE Chargé de Cours En poste
24 | KOUOTOU DAOUDA Chargé de Cours En poste
25 | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste
26 | MBEY Jean Aime Chargé de Cours En poste
27 | NCHIMI NONO KATIA Chargé de Cours En poste
NEBAH Née NDOSIRI Bridget ,
28 NDOYE Chargée de Cours CT/ MINPROFF
29 | NYAMEN Linda Dyorisse Chargée de Cours En poste
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| 30 | PABOUDAM GBAMBIE A. | Chargée de Cours | En poste
31 | NJANKWA NJABONG N. Eric | Assistant En poste
32 | PATOUOSSA ISSOFA Assistant En poste
33 | SIEWE Jean Mermoz Assistant En Poste

5- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (40)

1 | DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UY

2 | GHOGOMU TIH Robert Ralph Professeur Dir. IBAF/UDA

3 | NGOUELA Silvere Augustin Professeur Chef de Département UDS

4 | NYASSE Barthélemy Professeur En poste

PEGNYEMB Dieudonné Professeur Directeur/ MINESUP/

5 | Emmanuel Chef de Département

6 | WANDJI Jean Professeur En poste

7 | Alex de Théodore ATCHADE Maitre de Vice-Doyen / DPSAA
Conférences

8 | AMBASSA Pantaléon Maltr,e de En poste
Conférences

9 | EYONG Kenneth OBEN Maltr,e de En poste
Conférences

10 | FOLEFOC Gabriel NGOSONG | Maitre de En poste
Conférences

11 | FOTSO WABO Ghislain Maitre de En poste
Conferences

12 | KEUMEDJIO Félix Maitre de En poste
Conferences

13 | KENMOGNE Marguerite Maitre de En poste
Conferences

14 | KOUAM Jacques Ma|trle de En poste
Conferences

15 | MBAZOA née DIAMA Céline | Maitre de En poste
Conferences

16 | MKOUNGA Pierre Maitre de En poste
Conferences

17 | MVOT AKAK CARINE Maitre de En poste
Conferences

18 | NGO MBING Joséphine Maitre de Sous/Direct. MINRESI
Conférences

19 NGONO BIKOBO Dominique Maltrg de C.E/ MINESUP

Serge Conférences

20 | NOTE LOUGBOT Olivier Placide | MaiUe de C.S/ MINESUP
Conférences

21 | NOUNGOUE TCHAMO Diderot | Maitre de En poste
Conférences

22 | TABOPDA KUATE Turibio Maitre de En poste
Conférences
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Maitre de

23 | TAGATSING FOTSING Maurice . En poste
Conferences
24 | TCHOUANKEU Jean-Claude | Maltre de Doyen /FS/ UYI
Conférences
TIH née NGO BILONG E. Maitre de
25 . . En poste
Anastasie Conférences
26 | YANKEP Emmanuel Maltr,e de En poste
Conférences
27 | ZONDEGOUMBA Ernestine Maitre de En poste
Conférences
28 | KAMTO Eutrophe Le Doux Chargé de Cours En poste
29 | NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste
30 | NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste
31 | OUAHOUO WACHE Blandine .
M Chargée de Cours En poste
32 | SIELINOU TEDJON Valérie Chargé de Cours En poste
33 | MESSI Angélique Nicolas Assistant En poste
34 | MUNVERA MFIFEN Aristide Assistant En poste
35 | NONO NONO Eric Carly Assistant En poste
36 | OUETE NANTCHOUANG Judith Assistante En poste
37 | TCHAMGOUE Joseph Assistant En poste
38 | TSAFFACK Maurice Assistant En poste
39 | TSAMO TONTSA Armelle Assistante En poste
40 | TSEMEUGNE Joseph Assistant En poste

6- DEPARTEMENT D’ INFORMATIQUE (IN) (25)

1 | ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chef Div.MINESUP
FOUDA NDJODO Marecel Professeur Chef Dpt ENS/Chef

2 | Laurent IGA.MINESUP
NDOUNDAM Réné Maitre de En poste

3 Conférences

4 | ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours En poste

5 | AMINOU Halidou Chargé de Cours Chef de Département

6 | DJAM Xaviera YOUH - KIMBI Chargé de Cours En Poste

7 | DOMGA KOMGUEM Rodrigue | Chargé de Cours En poste

8 | EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste

9 | KOUOKAM KOUOKAME. A. Chargé de Cours En poste

10 | MELATAGIA YONTA Paulin Chargé de Cours En poste

11 | MONTHE DJIADEU Valery M. | Chargé de Cours En poste

12 | MOTO MPONG Serge Alain Chargé de Cours En poste

13 | OLLE OLLE Daniel Claude . Directeur adjoint Enset.

Chargé de Cours

Delort Ebolowa

14 | TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro

viii




15 | TINDO Gilbert Chargé de Cours En poste
16 | TSOPZE Norbert Chargé de Cours En poste
17 | WAKU KOUAMOU Jules Chargé de Cours En poste
18 | BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
19 | EKODECK Stéphane Gaél Assistant
En poste
Raymond
20 | HAMZA Adamou Assistant En poste
21 | IOMEKONG AZANZI Fidel Assistant En poste
22 | MAKEMBE. S . Oswald Assistant En poste
23 | MESSI NGUELE Thomas Assistant En poste
24 | MEYEMDOU Nadége Sylvianne | Assistante En poste
25 | NKONDOCK. MI. Assistant En poste
BAHANACK.N.
7- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (30)
1 | AYISSI Raoult Domingo Professeur Chef de Département
2 | EMVUDU WONO Yves S. Professeur Inspecteur MINESUP
5 | KIANPI Maurice L\:":r'#r;gneces En poste
4 MBANG Joseph L\:/I:r::‘réergneces En poste
MBEHOU Mohamed Maitre de En poste
5 Conférences
MBELE BIDIMA Martin Maitre de En poste
6 Ledoux Conférences
NKUIMI JUGNIA Célestin | Maitre de En poste
7 Conférences
_ Maitre de Chef service des
NOUNDJEU Pierre Conférences programmes &
8 Diplémes/FS/UYI
TCHAP.NDA NJABO I\/Ialtr,e de Directeur/AIMS Rwanda
9 Sophonie B. Conférences
10 TCHOUNDJA Edgar Landry 'C\:/Ioar::‘;ergrfces En poste
AGHOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule
11 | Gérard MINPLAMAT
12 | CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
13 | DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
14 | DOUANLA YONTA Herman Chargé de Cours En poste
15 | FOMEKONG Christophe Chargé de Cours En poste
16 | KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
17 | MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
18 | MENGUE MENGUE David Joe | Chargé de Cours En poste
19 | NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
20 | NIMPA PEFOUKEU Romain Chargée de Cours En poste
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21 | POLA DOUNDOU Emmanuel | Chargé de Cours En poste
22 | TAKAM SOH Patrice Chargé de Cours En poste
23 | TCHANGANG Roger Duclos Chargé de Cours En poste
24 | TETSADJIO TCHILEPECK M. .

E Chargé de Cours En poste
25 TIA.YA TSAGUE N. Anne- Chargée de Cours En poste

Marie
26 | BITYE MVONDO Esther Assistante

. En poste

Claudine
27 | MBATAKOQOU Salomon Joseph | Assistant En poste
28 | MBIAKOP Hilaire George Assistant En poste
29 | MEFENZA NOUNTU Thiery Assistant En poste
30 | TCHEUTIA Daniel Duviol Assistant En poste

8- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (18)

1 | ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département

NYEGUE Maximilienne Professeur VICE-DOYEN / DSSE
2 | Ascension
3 | NWAGA Dieudonné M. Professeur En poste

ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de En poste
4 Conférences

BOYOMO ONANA Maitre de En poste
5 Conférences

RIWOM Sara Honorine Maltrfe de En poste
6 Conférences

: Maitre de

7 SADO KAMDEM Sylvain Leroy Conférences En poste
8 | BODA Maurice Chargé de Cours En poste
9 | BOUGNOM Blaise Pascal Chargé de Cours En poste
10 | ESSONO OBOUGOU Germain G. | Chargé de Cours En poste
11 | NJIKI BIKOT Jacky Chargée de Cours | En poste
12 | TCHIKOUA Roger Chargé de Cours En poste
13 | ESSONO Damien Marie Assistant En poste
14 | LAMYE Glory MOH Assistant En poste
15 | MEYIN A EBONG Solange Assistante En poste
16 | NKOUDOU ZE Nardis Assistant En poste
17 | SAKE NGANE Carole Stéphanie Assistante En poste
18 | TOBOLBAI Richard Assistant En poste

9. DEPARTEMENT DE PYSIQUE(PHY) (44)
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1 | BEN- BOLIE Germain Hubert Professeur En poste
9 DJUIDJE KENMOE épouse Professeur En poste
ALOYEM
3 | EKOBENA FOUDA Henri Paul Professeur Vice-Recteur. UN
4 | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
5 | KOFANE Timoléon Crépin Professeur En poste
6 | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
7 | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
8 | NDJAKA Jean Marie Bienvenu Professeur Chef de Département
9 | NJANDJOCK NOUCK Philippe Professeur En poste
10 | NOUAYOU Robert Professeur En poste
11 | PEMHA Elkana Professeur En poste
12 | TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FS Univ/Bda
13 | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
14 | WOAFO Paul Professeur En poste
15 | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
16 | BIYA MOTTO Frédéric Maitre de Conférences | DG/HYDRO Mekin
17 | BODO Bertrand Maitre de Conférences | En poste
18 | ENYEGUE A NYAM épse Maitre de Conférences | En poste
19 | EYEBE FOUDA Jean sire Maitre de Conférences | En poste
20 | FEWO Serge Ibraid Maitre de Conférences | En poste
21 | HONA Jacques Maitre de Conférences | En poste
22 | MBANE BIOUELE César Maitre de Conférences | En poste
23 | MBINACK Clément Maitre de Conférences | En poste
24 | NDOP Joseph Maitre de Conférences | En poste
25 | SAIDOU Maitre de Conférences | MINRESI
26 | SIEWE SIEWE Martin Maitre de Conférences | En poste
27 | SIMO Elie Maitre de Conférences | En poste
28 | VONDOU Derbetini Appolinaire Maitre de Conférences | En poste
29 | WAKATA née BEYA Annie Maitre de Conférences | Directeur/ENS/UYI
30 | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
31 | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste
32 | EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
33 | FOUEDJIO David Chargé de Cours Chef Cell. MINADER
34 | MBONO SAMBA Yves Christian U. | Chargé de Cours En poste
35 | MELI'I Joelle Larissa Chargée de Cours En poste
36 | MVOGO ALAIN Chargé de Cours En poste
37 OBOUNOU Marecel Chargé de Cours DA/Univ Inte_r
Etat/Sangmalima
38 | WOULACHE Rosalie Laure Chargée de Cours En poste
39 | AYISSI EYEBE Guy Frangois Assistant
- En poste
Valérie
40 | DJIOTANG TCHOTCHOU Lucie Assistante En poste
Angennes
41 | LAMARA Maurice Assistant En poste
42 | OTTOU ABE Martin Thierry Assistant En poste
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43

TEYOU NGOUPOQOU Ariel

Assistant

En poste

44

WANDJI NYAMSI William

Assistant

En poste

10- DEPARTEMENT DE SCIENCES DE LA TERRE (ST) (43)

1 | BITOM Dieudonné Professeur Doyen / FASA / UDs
2 | FOUATEU Rose épse YONGUE Professeur En poste
3 | NDAM NGOUPAYOU Jules-Remy | Professeur En poste
4 | NDJIGUI Paul Désiré Professeur Chef de Département
5 | NGOS Ill Simon Professeur En poste
6 | NKOUMBOU Charles Professeur En poste
7 | NZENTI Jean-Paul Professeur En poste
8 | ABOSSOLO nee ANGUE Monique | Maitre de Conférences Vice-Doyen / DRC
9 | BISSO Dieudonne Maitre de Conférences D|rectel’Jr/Pr01et Barrage
Memve’ele
10 | EKOMANE Emile Maitre de Conférences En poste
11 | GANNO Sylvestre Maitre de Conférences En poste
12 | GHOGOMU Richard TANWI Maitre de Conférences CD/Uma
13 | MOUNDI Amidou Maitre de Conférences CT/ MINIMDT
14 | NGUEUTCHOUA Gabriel Maitre de Conférences CEA/MINRESI
15 | NJILAH Isaac KONFOR Maitre de Conférences En poste
16 | NYECK Bruno Maitre de Conférences En poste
Chef service
ONANA Vincent Laurent Maitre de Conférences Maintenance & du
17 Matériel/UYII
18 | TCHAKOUNTE J. épse NUMBEM | Maitre de Conférences Chef.cell / MINRESI
19 | TCHOUANKOUE Jean-Pierre Maitre de Conférences En poste
20 | TEMDJIM Robert Maitre de Conférences En poste
21 | YENE ATANGANA Joseph Q. Maitre de Conférences Chef Div. IMINTP
22 | 70’0 ZAME Philémon Maitre de Conférences DG/ART
23 | ANABA ONANA Achille Basile Chargé de Cours En poste
24 | BEKOA Etienne Chargé de Cours En poste
25 | ELISE SABABA Chargé de Cours En poste
26 | ESSONO Jean Chargé de Cours En poste
27 | EYONG JOHN TAKEM Chargé de Cours En poste
28 | FUH Calistus Gentry Chargé de Cours Sec. D ’Etat/MINMIDT
29 | LAMILEN BILLA Daniel Chargé de Cours En poste
30 | MBESSE CECILE OLIVE Chargée de Cours En poste
31 | MBIDA YEM Chargé de Cours En poste
32 | METANG Victor Chargé de Cours En poste
33 | MINYEM Dieudonné-Lucien Chargé de Cours CD/Uma
34 | NGO BELNOUN Rose Noél Chargée de Cours En poste
35 | NGO BIDJECK Louise Marie Chargée de Cours En poste
36 | NOMO NEGUE Emmanuel Chargé de Cours En poste
37 | NTSAMA ATANGANA Jacqueline Chargé de Cours En poste
38 | TCHAPTCHET TCHATO De P. Chargé de Cours En poste
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39 | TEHNA Nathanaél Chargé de Cours En poste
40 | TEMGA Jean Pierre Chargé de Cours En poste
41 | FEUMBA Roger Assistant En poste
42 | MBANGA NYOBE Jules Assistant En poste

Répartition chiffrée des Enseignants de la Faculté des Sciences de I’Université de

Yaoundé |

NOMBRE D’ENSEIGNANTS

DEPARTEMENT Professeurs Maitres de Charges de Assistants Total
Conférences Cours

BCH 8 (01) 14 (10) 13 (05) 3(02) 38 (18)
BPA 15 (01) 8 (06) 18 (05) 05 (02) 46 (14)
BPV 07 (01) 9 (01) 8 (06) 07 (01) 31(9)
Cl 10 (01) 10 (02) 10 (02) 03 (0) 33 (5)
Cco 6 (0) 21 (05) 05 (02) 08 (02) 40 (9)
IN 2 (0) 1(0) 14 (01) 08 (01) 25 (2)
MAT 2 (0) 8 (0) 15 (01) 05 (02) 30 (3)
MIB 3(0) 4 (02) 05 (01) 06 (02) 18 (5)
PHY 15 (0) 14 (02) 09 (03) 06 (01) 44 (6)
ST 7(2) 15 (01) 18 (05) 02 (0) 42 (7)
Total 75 (5) 104 (29) 115 (31) 53 (13) 347 (82)
Soit un total de 347 (82) dont :

- Professeurs 75 (5)

- Maitres de Conférences 104 (29)

- Chargés de Cours 115 (31)

- Assistants 53 (13)
() = Nombre de Femmes 82
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ABREVIATIONS ET ACRONYMES®

0. Déplacement chimique

ABTS: Acide 2,2"-Azino-bis-(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonique
AcOEt: Acétate d’éthyle

ADN: Acide Désoxyribonucleique

A.E: Acétate d'éthyle

AICl3: Trichlorure d’aluminium

APE-1: Endonucléase 1 apurinique/apyrimidinique
APCI: Atmospheric Pressure Chemical lonization
APG: Angiosperm Phylogeny Goup

ARN: Acide ribonucleique

ATCC: American Type Culture Collection

AS: Anthocyanin synthase

BHA: Butylhydroxyanisole

BHT: Butylhydroxytoluene

BSA : Bovine Serum Albumin

CCM: Chromatographie sur Couche Mince

CHS : Chalcone synthase

CH:ClIy: Dichlorométhane

C.C: Chromatographie sur Colonne ouverte

C.1: Chalcone isomérase

C.lIso: Concentration correspondant & 50% d’inhibition
COSY: Correlation Spectroscopy

d: Doublet

dd: Doublet dédoublé

1D : 1 Dimension

2D: 2 Dimensions

DFR: DihydroFlavonol Réductase

DMSO: Diméthylsulfoxyde

DMSO-de: Diméthylsulfoxyde hexadeutérié

" Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment
utilisée dans la littérature. C’est pour cela qu’elles sont surtout issues de terminologie anglo-

saxonne
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EAG/mg MS: Equivalence en mg d’Acide Gallique par grammme de Matiére Seche
El: lonisation par impact électronique

ESI: Electron Spray lonisation

FAB: Fast Atom Bombardment

F3H: Flavanone 3-hydroxylase

FLS : Flavonol synthase

FRAP: Feric Reduction Antioxydant Capacity

Glc: Glucose

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HPLC: High performance liquid chromatography

HR: Haute Résolution

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hz: Hertz

IFS : isoflavone synthase

IR: Infra-Rouge

J: Constante de couplage

m: Multiplet

m/z: Masse / charge électronique

MCF-7 : lignées cellulaires du cancer du sein

MeOH -ds: Méthanol tétradeutéré

MHz: Mega-Hertz

MS: Mass spectrometry

MTT: bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
NOESY': Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
OMS: Organisation Mondiale de la Santé

P.A. : pouvoir antiradicalaire

PBS : Phosphate Buffer Saline

P.F.: Point de Fusion

RMN: Résonance Magnétique Nucléaire

RMN !H: Résonance Magnétique Nucléaire du proton
RMN 3C: Résonance Magnétique Nucléaire du carbone
s: Singulet

SCso: Concentration de piégeage 50% de radicaux libres
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle

t: triplet
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TMS: Tétrameéthylsilane

TPTZ : Complexe ferreux tripyridyltriazine
UFC: Unité Formant Colonie

UV: Ultraviolet
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RESUME

e présent travail porte sur 1’étude chimique et biologique de deux plantes

médicinales camerounaises, Boswellia dalzielii Hutch. et Echinops gracilis O.

Hoffm., dont le but est de contribuer a la lutte contre les maladies infectieuses

d’origine microbienne, en recherchant des composes qui agiraient en synergie ou en large
spectre d’action, pour conduire a une thérapie optimale.

Ainsi, en utilisant un ensemble de techniques d’extraction, de séparation liquide-liquide
et de chromatographie en phase liquide, telles que la Chromatographie sur Colonne (CC), la
Chromatographie sur Couche Mince (CCM) et la Chromatographie sur Couche Mince
Préparative, dix-sept composés ont été isolés des extraits au méthanol, au chlorure de méthylene
et a I’acétate d’éthyle, des écorces du tronc de B. dalzielii, des racines et des parties aériennes
de E. gracilis. On décompte, parmi ces composes, cing flavonoides (le 7-hydroxy-4’-méthoxy-
6-O-B-D-glucopyranosylflavone, la quercétine, le 7-O-(4"-féruloyl)-A-D-glucopyranosyl
apigénine, le 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-f-D-glucopyranosylapigénine, le 7-O-5-D-
glucopyranosylapigénine), quatre phénylpropanoides (1’érythrinasinate, la Vogélate, 1’acide
férulique, I’acide p-coumarique), deux triterpénes pentacycliques (1’acide ursolique, I’acide
oléanolique), deux stilbenes (le 4'-méthoxy -3-O-B-D-glucopyranosyl-(E)-resvératrol, le 4’-
méthoxy-3-O- [2"-(-O-rhamnopyranosyl)-xylopyranosyl]-(E)-resvératrol, un phytostérole (le
3-O-f-D-glucopyranosyl-g-sitosterol), deux dérivés d’acide benzoique (le gallate de méthyle et
I’acide gallique) et un sucre (le a-D-glucopyranoside). Les structures de ces composés ont été
déterminées, par I’interprétation de leurs données de RMN 1D (*H, 3C, DEPT-135), 2D
(HSQC, HMBC, COSY, NOESY) et dans certains cas par comparaison de leurs données avec
celles décrites dans la littérature, ou par CCM comparative avec des échantillons authentiques
disponibles. Parmi ces dix-sept composés, un flavonoide a savoir le 7-O-(4"-féruloyl)-p-D-
glucopyranosyl apigénine et un stilbéne, le 4’-méthoxy-3-O-(2"-O-rhamnopyranosyl)-
xylopyranosyl-(E)-resvératrol sont decrits ici pour la premiere fois. De méme, les autres
composés connus (EGF1 a EGF7) sont rapportés pour la premiére fois dans Echinops gracilis.

Certains extraits et composés isolés ont été testés pour leur activité antibactérienne,
antioxydante, anti-inflammatoire et cytotoxique. Les résultats sont les suivants :

Les tests antibactériens ont éte réalisés, sur les isolats cliniques de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Heamophilus influenza. L’extrait a I’acétate
d’¢éthyle, la 7-O-(4"-féruloyl)-B-D-glucopyranosylapigenine et la 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-
S-D-glucopyranosylapigénine isolés des parties aériennes de Echinops gracilis ont été pour la
premiere fois répertoriés comme possédant une activité anti bactérienne. La 7-O-(4"-féruloyl)-
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S-D-glucopyranosylapigénine) a éte significativement actif sur Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumonia avec des concentrations minimales inhibitrices de I’ordre
de 31,25, 15,63 et 31,25 pg/mL, respectivement.

Les tests antioxydants ont éte effectués suivant la méthode de décoloration du radical
cation ABTS (Acide 2,2'-Azino-bis-(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonique) et de 1’évaluation
du pouvoir réducteur, selon la méthode du FRAP. L’extrait a I’acétate d’éthyle, le 7-O-(4"-
féruloyl)-4-D-glucopyranosyl apigénine et le 7-O-(4”-trans-p-coumaroyl)-4-D-glucopyranosyl
apigénine, isolés des parties aériennes de Echinops gracilis ont été pour la premiére fois,
répertoriés comme possédant une activité anti oxydante avec des concentrations de piégeage du
radical cation ABTS (Clso), d’une valeurde 13,59 + 0,84 pg/mL, 108,25 £ 4,32 pg/mL, et 28,54
+ 2,18 pg/mL, respectivement.

L’extrait a ’acétate d’éthyle, 1’érythrinasinate, la vogélate et I’acide férulique issus des
racines de E. gracilis, ont fait 1’objet de test antiinflammatoire, suivant la méthode de
dénaturation protéinique, induite par la chaleur et la méthode de I’action antiprotéinase, avec le
diclofénac comme antiinflammatoire de référence. L’extrait a I’acétate d’éthyle a montré une
capacité inhibitrice, avec une CI150 de 125,54 pg/mL. 1l a aussi été efficace dans le blocage de
la dénaturation protéinique, induite par la chaleur. L’érythrinasinate et la vogélate ont montré
respectivement, une inhibition maximale de 78% et de 71% avec une CI50 de 463,5 et
413,7pug/mL, comparé au diclofénac qui a montré une inhibition maximale de 91%, avec une
CI50 de 183,7 ug/mL. L’érythrinasinate et la vogélate ont ainsi €té répertoriés, pour la premiére
fois, comme possédant une activité anti-inflammatoire.

En prélude a la détermination précise d’un indice de sélectivité cellulaire et d’une
activité anticancéreuse, nous avons évaluer l'activité cytotoxique du 7-O-(4"-féruloyl)-p-D-
glucopyranosyl apigénine, le 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-4-D-glucopyranosyl apigénine et le
7-O-p-D-glucopyranosyl apigenine, contre des lignées cellulaires du cancer du sein MCF-7 et
du cancer du col de 1’utérus HeLa, a différentes concentrations en utilisant la méthode MTT.
Le 7-O-(4"-féruloyl)-S-D-glucopyranosyl apigénine et le 7-O-4-D-glucopyranosyl apigénine
ont montré un fort effet cytotoxique contre les lignées cellulaires HeLa, a 75 uM apres 24 heures
avec un pourcentage de viabilité des cellules cancéreuses inférieur & 1% pour le 7-O-f-D-

glucopyranosyl apigénine et 10% pour le 7-O-(4"-féruloyl)-4-D-glucopyranosylapigénine.

Mots clés: Boswellia dalziélii, Echinops gracilis, 7-O-(4"-féruloyl)--D-
glucopyranosylapigénine, activité antibactérienne, activité antioxydante, activité anti-
inflammatoire.

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro xxxiv



ABSTRACT

he present work focuses on the chemical and biological investigation
of Cameroonian medicinal plants Boswellia dalzielii (Burseraceae) and
Echinops gracilis (Asteraceae), by searching for compounds that could
combined various biological activities at once for an optimal therapeutical
effect. This is in view of contributing to the fight against microbial infectious diseases. Thus,
by means of various liquid phase chromatographic techniques such as Column Chromatography
(CC), Thin Layer Chromatography (TLC) and Preparative Thin Layer Chromatography (Prep.
TLC), seventeen compounds were isolated from methanol (MeOH), methylene chloride
(CH2Cl,) and ethyl acetate (EtOAc) extracts from stem bark of B. dalzielii, roots and aerial
parts of E. gracilis. These include five flavonoids (7-hydroxy-4’-methoxy-flavone-6-O-4-D-
glucopyranosid), quercetin, apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-f-D-glucopyranosid, apigenin-7-O-
(4"-trans-p-coumaroyl)--D-glucopyranosid, apigenin-7-O-$-D-glucopyranosid), four
phenylpropanoids (Erythrinasinate, VVogelate, ferulic acid, p-coumaric acid), two pentacyclic
triterpenes (ursolic acid and oleanolic acid), two stilbenes (4'-methoxy-E-resveratrol-3-O-4-D-
glucopyranosid and 4’-methoxy-(E)-resveratrol-3-O-('-O-rhamnopyranosyl)-xylopyranoside),
one steroid (S-sitostérol-3-O-4-D-glucopyranosid), two benzoic acid derivatives (methyl gallate
and gallic acid), and one glucopyranosid (a-D-glucopyranosid). The structures of these
compounds were determined by interpretation of their 1D (*H, **C, DEPT) and 2D (HSQC,
HMBC, COSY, NOESY) NMR data and in some cases by comparison of their data with those
reported in literature or by comparative TLC with available authentic samples. Of the seventeen
isolated compounds, one flavonoid apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-4-D-glucopyranosid and one
stilbene 4’-methoxy-(E)-resveratrol-3-O- (2"-O-rhamnopyranosyl)-xylopyranosid are reported
herein for the first time. some other known compounds identified as erythrinasinate, vogelate,
ferulic acid, p-coumaric acid, ursolic acid, oleanolic acid, quercetin, apigenin-7-O-(4"-trans-p-
coumaroyl)--D-glucopyranosid and apigenin-7-O-glucopyranosid were isolated for the first
time from E. gracilis. Some extract and isolated compounds were tested for their antibacterial,
antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activity. The results are as follows:

The new compound apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-s-D-glucopyranosid isolated from
aerial part of E.gracilis exhibited significant activity against Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa and Klebsiella pneumoniae with a minimum inhibition concentration (MIC) value
of 31.25, 15.63 and 31.25 pg/mL respectively.

The EtOAC extract, the new compound apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-4-D-glucopyranosid
and apigenin-7-0O-(4"-trans-p-coumaroyl)-A-D-glucopyranosid, from aerial part of E. gracilis,
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showed the ability to scavenge 2,2’-Azino-bis-(3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid)
radical cation (ABTS), with scavenging concentration (SCso) values of 13.59 + 0.84 pg/mL,
108.25 + 4.32 pg/mL, and 28.54 + 2.18 pg/mL respectively

Ethyl acetate extract from roots of E. gracilis showed potent inhibitory activity against
protein denaturation with an 1Cso value of 125.54 pg/mL. Erythrinasinate and vogelate
exhibited an anti-inflammatory activity with an 1Cso value of 469.43 and 413.71 pg/mL,
respectively.

In view to cease the opportunity to determine selectivity index and anticancer activity,
apigenin-7-O-f-D-glucopyranosid  and  apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-f-D-glucopyranosid
displayed a significant cytotoxic effect against cervical cancer cells HeLa at 75 yuM after 24
hours with a viability percentage of cancer cells less than 1% for apigenin-7-O-4-D-

glucopyranosid and less than 10% for apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-5-D-glucopyranosid.

key words: Echinops gracilis, Boswellia dalzielii, apigenin-7-O-(4"-feruloyl)-p-D-

glucopyranosid, anti-inflammatory activity, Antioxidant, Antibacterial activity.
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INTRODUCTION GENERALE

out au long de son histoire, I’humanité a di faire face a des flambées

de maladies infectieuses d’origine microbienne qui sevissent de facon

endémique et constituent de veéritables urgences sanitaires avec des taux de

mortalités importants. Faute de meilleures solutions, la réaction des Dirigeants a consisté a
mettre les malades a I’écart de ceux qui étaient encore en bonne santé et attendre soit que
1I’épidémie touche a sa fin ou que des traitements adéquats soient trouvés (Porter, 1997). On
peut citer la peste, la variole, le choléra..., la derniere en date est la Covid 19 qui a déja fait de
nombreuses victimes dans le monde. D’apres le dernier rapport de I’OMS sur la pandémie, 2,5
millions de déces ont été enregistré en moins de 2 ans (WHO, 2021). Cette situation devient
plus alarmante avec I'émergence de souches microbiennes mutantes, résistantes et méme
multirésistantes qui compromettent les thérapies a base de médicaments conventionnels. On
parle de la résistance aux antimicrobiens (RAM) lorsque les bactéries, les parasites, les virus et
les champignons deviennent résistants aux médicaments antimicrobiens utilisés pour traiter les
infections qu'ils causent (WHO, 2015). Ainsi, le taux de résistance aux ciprofloxacines, un
antibiotique fréquemment utilisé pour traiter les infections des voies urinaires, variait de 8,4 %
a92,9 % pour Escherichia coli et de 4,1 % a 79,4 % pour Klebsiella pneumoniae, dans les pays
qui participent au Systeme mondial de surveillance de la résistance aux antimicrobiens
(GLASS). Klebsiella pneumoniae est une bactérie intestinale commune pouvant provoquer des
infections potentiellement mortelles. La résistance de Klebsiella pneumoniae aux antibiotiques
de dernier recours (les carbapénémes) s’est propagée dans toutes les régions du monde. K.
pneumoniae est une cause majeure d’infections nosocomiales : pneumonies, septicémies et
infections des nouveau-nés et des patients en unité de soins intensifs. Dans certains pays, les
carbapénémes ne sont plus efficaces pour la moitié des patients traités pour des infections a K.
pneumoniae, a cause de cette résistance. La résistance de E. coli aux fluoroquinolones utilisés
pour traiter les infections des voies urinaires est largement répandue. Dans de nombreuses
régions du monde, il y a des pays ou ce traitement est désormais inefficace pour plus de la
moitié des patients. La colistine est 1’unique traitement de dernier recours pour des infections
potentiellement mortelles dues a des entérobactéries (E.coli, Klebsiella, etc.) resistantes aux
carbapénémes. On a également détecté des bactéries résistantes a la colistine dans plusieurs
pays et régions, al’origine d’infections pour lesquelles il n’existe actuellement aucun
antibiotique efficace (WHO, 2020). L’humanité est donc sans cesse confrontée au probleme

de multiplication des maladies infectieuses d’origine microbienne et a la résistance aux
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antimicrobiens existants. Il est donc urgent et d’une priorité notoire, de trouver des contre-
mesures pour faire face a cette situation.

Pour lutter efficacement contre 1’invasion des maladies infectieuses d’origine
microbienne, il serait judicieux de comprendre les différents modes d’infection des
microorganismes. En effet, le pouvoir pathogéne d’un microorganisme peut étre transmis de
trois manicres. La premiére est la diffusion des toxines a distance de la porte d’entrée, on parle
de toxi-infection simple. La deuxiéme résulte d’une inflammation au niveau de la porte
d’entrée, on parle de colonisation et de toxi-infection ; la troisieme résulte de la dissémination
du microorganisme dans la porte d’entrée, on parle de colonisation puis d’invasion (Mims et
al., 2001). Il en résulte de fagon inéluctable que le pouvoir pathogene se transmet a travers une
contamination de 1’hdte par des toxines issue des agents pathogénes (Marc et al., 2001;
Raynaud, 1973). Les toxines sont a 1’origine des inflammations variées qui sont en réalité des
réactions de I’organisme face a une agression. En effet, les toxines urémiques et les endotoxines
sont des causes majeures du stress oxydatif qui a pour conséquence I’artériosclérose, la
malnutrition et principalement les inflammations. Il en résulte que pour mieux éradiquer une
maladie infectieuse d’origine microbienne, il faudrait agir aussi bien sur le microorganisme que
sur les effets induits par les toxines qu’ils diffusent. Pour se faire, I’une des solutions réside sur
I’action concertée et complementaire de plusieurs principes actifs, ¢’est la synergie d’action ou
sur 1’action d’un seul principe actif cumulant plusieurs activités biologiques et agissant
simultanément sur plusieurs étapes de la reproduction et du métabolisme des agents pathogénes:
c’est le large spectre. De telles propriétés non seulement optimiseraient la qualité de la réponse
thérapeutique mais aussi annuleraient la possibilité, pour les especes microbiennes, de
developper les mécanismes de résistance (Wichtl et al., 2003)

La médecine traditionnelle africaine avec I’usage des préparations médicamenteuses a
base de plantes, fait déja recours au principe de multiples activités concertées dans le but de
rechercher I’optimisation de 1’effet thérapeutique (Sansonetti, 2001), c’est dans ce cadre que
nous nous sommes intéressés a Boswellia dalzielii et Echinops gracilis. Depuis des milliers
d'années, on sait que les plantes sont des sources précieuses d'agents medicinaux ayant un
potentiel avéré dans le traitement des maladies microbiennes et ayant des effets secondaires
moindres par rapport aux médicaments synthétiques. En effet, on estime que les produits
naturels sont impliqués dans le développement de 44% de toutes les nouvelles molécules
médicamenteuses, principalement comme base pour l'obtention de dérivés semi-synthétiques
(Hostettmann et al., 2000; Lahlou, 2013). L’apport des plantes médicinales, dans la lutte contre
les maladies infectieuses, est de plus en plus remarquable lorsqu’on observe les analysesS

statistiques d’importation des pays developpés. Pour ’année 2018 en France, I’importation des
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plantes médicinales a représenté 44 000 tonnes pour un prix de 160 millions d’euros
(FranceAgriMer, 2018).

Les préparations & base de plantes médicinales ont de multiple effets thérapeutiques.
Les formulations en cause sont souvent le résultat de composition de plusieurs plantes
médicinales ou des parties d’une méme plante. En effet, les plantes médicinales, en raison de
la diversité des structures chimiques qu’elles disposent, sont considérées comme des sources
potentielles de nouvelles molécules biologiquement actives. Cependant, seulement 10 % de ces
ressources ont fait 1’objet d’investigations tant sur le plan chimique que sur le plan
pharmacologique (Anthony et al., 2005). Une illustration parfaite de la puissance des plantes
médicinales est le contraste des statistiques actuelles de mortalité due a la Covid 19, entre les
pays Africains qui ont conservé leurs usages de plantes médicinales et les autres pays qui ont
abandonné ces usages au profit des produits des industries pharmaceutiques.

La question de recherche est donc de savoir comment valoriser les usages
traditionnels des plantes pour resoudre efficacement le probléme des infections
bactériennes ?

L’investigation des espéces non explorées constituerait donc sans aucun doute un espoir
certain dans la découverte de nouvelles molécules d’intérét biologique. De plus, le Cameroun
dispose d’une flore importante de plus de huit mille espéces végétales dont 1’exploitation
devrait étre mise a profit, dans la lutte contre ces différentes affections.

C’est la raison pour laquelle le Département de Chimie Organique de la Faculté des
Sciences de I’Université de Yaoundé I, en collaboration avec d’autres Universités et Centres de
recherche a travers le monde, a fait de la découverte de nouvelles molécules biologiquement
actives, a partir des plantes médicinales, un axe important de sa recherche. C’est dans ce cadre
que s’inscrit le présent travail de recherche portant sur I’étude chimique de deux plantes
médicinales camerounaises (Boswellia dalzielii Hutch. et Echinops gracilis O. Hoffm) et
I’évaluation de ’activité biologique de quelques extraits et composés isoleés.

Le choix porté sur ces plantes s’est fait sur la base d’enquétes ethnobotaniques et
pharmacologiques, et aussi du fait que ces plantes sont largement utilisées en médecine
traditionnelle d’autant plus que I'une d’elle n’avait encore fait 1’objet d’aucune étude
phytochimique.

L’objectif général de ce travail est donc de rechercher les agents anti bactériens,
antioxydants, anti inflammatoires et cytotoxique afin de contribuer efficacement a la lutte
contre les maladies bactériennes et la résistance aux antibactériens.

Il s’agira plus spécifiguement de :
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e Extraire, fractionner, Isoler et caractériser les metabolites secondaires des
plantes étudiés ;
e Procéder aux tests biologiques antibactériens, antioxydants,
antiinflammatoires et cytotoxique de quelques extraits et composés obtenus.
Le plan de notre travail s’articulera autour de trois chapitres.
Le premier chapitre sera consacreé a la revue de la littérature.
Le deuxiéme chapitre aura trait aux résultats et discussions concernant nos travaux.

Le troisieme chapitre, concernera la partie expérimentale.
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CHAPITRE |. REVUE DE LA LITTERATURE
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I.1. REVUE SUR BOSWELLIA DALZIELII

1.1.1. Apercu botanique

1.1.1.1. Classification systématique de Boswellia dalzielii
Boswellia dalzielii Hutch ou arbre a encens, est un arbre de savane reconnaissable a son écorce
de papier qui se décolle d'une maniere irréguliere. L'écorce donne une gomme de résine blanchatre qui
seche facilement et est friable. Les produits végéetaux (tels que la gomme de résine) et les différentes
parties de la plante sont largement utilisés en médecine traditionnelle. La Figure 1 montre la
systématique de Boswellia dalzielii (Dalziel, 1910)
Regne : Plantae
Embranchement : Tracheophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Burseraceae
Genre : Boswellia

Espéce : dalzielii

Figure 1 : Systématique de Boswellia dalzielii Hutch

1.1.1.2. La famille des Burseraceae

Les Burseraceae sont une famille de 1’ordre des Sapindales. C’est une famille de taille
moyenne de 17 a 19 genres et environ 540 espéces de plantes a fleurs. Les nombres réels
different en fonction de la période de temps ou une source donnée est écrite décrivant cette
famille. Elles sont également connues sous le nom de famille de bois de torche (torchwood)
(Dimmitt, 2016), d’encens et de myrrhe, ou simplement la famille d'arbre d'encens. La famille
comprend a la fois des arbres et des arbustes, et est originaire des régions tropicales d'Afrique,
d'Asie et des Ameériques.

Les arbres ou arbustes des Burseraceae sont caractérisés par des résines qui sont
présentes dans le tissu végétal a partir des canaux de résine verticaux et des canaux dans I'écorce
jusgu'aux nervures des feuilles (Harley et al., 2005; Stevens, 2017; Takhtajan, 1997). Les
résines claires et non allergenes peuvent sentir comme des amandes, mais au moins les résines
les plus connues, I'encens et la myrrhe, ont une odeur distincte des amandes, sentant I'encens.

Les feuilles sont généralement alternes, spiralées et étrangement pennées avec des
feuillets opposés, souvent longs, pétiolés, entiers dentelés, a nervures pennées dont la symétrie
est distinctive dans certains genres (Judd et al., 2008; Stevens, 2017). Cependant, certains
membres sont connus pour avoir des feuilles trifoliées ou unifoliées (Judd et al., 2008; Stevens,

2017). Les tiges et I'axe des feuilles et des folioles peuvent étre brunes et boursouflées, tandis
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que la base des feuilles est enflée et peut étre concave adaxialement (Stevens, 2017). Les
membres de la famille ont tendance a étre sans stipules.

Les inflorescences axillaires déterminées portent de petites fleurs radiales et unisexuées.
Les plantes ont tendance a étre dioiques. Les fleurs peuvent avoir quatre ou cingq sépales
Iégerement imbriqués avec un nombre égal de pétales distincts et imbriqués (Judd et al., 2008;
Kallunki et al., 1994). De plus, les étamines, qui peuvent contenir des disques de nectar, ont des
filaments glabres distincts qui se forment en un ou deux tourbillons et en nombre égal ou double
au nombre de pétales; le pollen tricolporate est contenu dans deux locules des antheres qui
s'ouvrent longitudinalement le long des fentes. Le gynécée contient de 3 a 5 carpelles, un style
et un stigmate qui ressemble & une téte a lobe. Chaque locule de I'ovaire supérieur a deux ovules
avec placentation axillaire qui sont anatropes & campylotropes.

Le fruit d’un a cinq noyaux est une drupe qui s'ouvre a maturité. L'endosperme
mangue habituellement dans I'embryon (Judd et al., 2008).

Ci-dessous la liste des 19 genres de Burseraceae classés en tribu et sous-tribu (le cas
échéant) (Weeks et al., 2005):

. ) Bursereae Bursereae Canarieae Protieae
Tribus :
Sous-tribus : Burserinae Boswelliinae
Ambilobea
Canarium
Aucoumea Dacryodes
Genre : Bursera BosweBIEI)iIZe(Iéicens) Pseljzgldozlgf;Sdes Crepl_dospermum
' Commiphora (myrrhe) Triomma. Rosselia Protium (copal)
C Tetragastris
Santiria

Scutinanthe
Trattinnickia

1.1.1.3.  Apercu sur le genre Boswellia

Boswellia est un genre d'arbres de I'ordre des Sapindales, connu pour sa résine odorante
qui a de nombreux usages pharmacologiques, surtout en tant qu'anti-inflammatoires. L'encens
biblique était un extrait de la résine de l'arbre Boswellia sacra, et est maintenant produit
également a partir de B. frereana (Tucker, 1986). Il y a quatre principales especes de Boswellia
qui produisent de vrais encens. B. sacra (synonymes B. carteri et B. bhaw-dajiana), B. frereana,
B. papyrifera et B. serrata  (Tucker, 1986), et chaque type de résine est disponible en
différentes qualités. Les grades dépendent du moment de la récolte, et la résine est triée a la
main pour la qualité.

Le genre Boswellia comprend 25 espéces dont la distribution est principalement

associee aux tropiques (Tableau 1). Ces espéces sont largement réparties en Inde (Boswellia
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serrata), dans la péninsule arabique (Boswellia sacra), en Afriqgue du Nord, en Somalie

(Boswellia carterii et Boswellia frereana), en Ethiopie (Boswellia papyrifera et Boswellia
rivae) et en Erythrée (Boswellia neglecta) (Abdel-Tawab et al., 2011; Assefa et al., 2012; Baser

et al., 2003).

Tableau 1 : Boswellia spp. et leurs pays d’origine

Boswellia spp.

Pays d’origine

B. serrata (syn. thurifera) Roxb. ex. Inde
Colebr.
B. ovalifoliolata Bal.& Henry Inde
B. papyrifera (Delile ex. Caill.) Niger, Republique
Hochst. Centrafricaine,
Cameroun, Ethiopie, Soudan,

Ouganda

B. socotrana Balf.f Socotra (Yémen)

B. carteri Birdw. Somalie du Nord, Ethiopie,
Soudan,

Erythrée

B. bhau-dajiana Birdw. Somalie

B. microphyllia Chiovenda Somalie

B. multifoliata Somalie

B. rivae Engler Somalie

B. sacra Flueck. Yémen du Sud, Oman

B. frereana Birdw. Nord de la Somalie

B. odorata Nigeria, Niger, Cameroun

B. popoviana Hepper Socotra (Yémen)

B. nana Hepper Socotra (Yémen)

B. pirottae Chiov. Ethiopie

B. ogadensis Vollesen Ethiopie

B. neglecta S. Moore Ethiopie, Kenya, Tanzanie,
Ouganda

B. elongata Balf.f Socotra (Yémen)

B. dioscorides Thul. & Gifri Socotra (Yémen)

B. dalzielii Hutch. Afrique tropicale

B. bullata Thul. & Gifri Socotra (Yémen)

B. ameero Balf. Socotra (Yémen)
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1.1.1.4. Description botanique et répartition géographique de I’espéce
Boswellia dalzielii

Boswellia dalzielii Hutch est une espece décidue de savanes boisées et arbustives. Il

s’agit d’un arbre moyen atteignant 20 m de haut et 70 cm de diamétre. Sa cime est arrondie ou
ombelliforme, a feuillage l1éger et assez dense. Ses branches sont obliqguement étalées, ramifiées
et régulieres. Le fOt est droit ou légérement irrégulier et empatté a la base. Son écorce est lisse
avec une coloration verdatre, jaunatre a orangée violacée a grosses lenticelles brunes bien
dispersées, a écailles typiquement papyracées, s’exfoliant en larges feuilles lamellaires trés
minces exposant la nouvelle écorce verdatre. La tranche de 1’écorce épaisse de 2 a 3 cm est brun
rougedtre, a couche verte sous rhytidome, fibro-granuleuse, tendre laissant couler un exsudat
résineux, blanchatre, visqueux et tardif, a odeur de térébenthine (Figure 2). Les feuilles sont
imparipennées, rassemblées a I’extrémité des rameaux. Le rachis méplat est glabre, a nceud
d’intersection des folioles bien distinctes avec six a huit paires de folioles opposées, subsessiles
a pétiolées, plus une terminale. Le limbe ové-lancéolé a elliptique-lancéolé est acuminé-cuspidé
a I’apex, asymétrique-obtus a tronqué a la base, a bord crénelés a serrulés, vert fonce et glabre
en dessus, vert jaunatre et glabre en dessous (Figure 2) (Ouedraogo et al., 2005). Les nervures
primaires et secondaires sont saillantes en dessous et camptodromes. Les fleurs en racemes
terminaux sont petites, blanches veinées de rouge, tres fragrantes. Les fruits sous forme de
capsules oblancéolées, coriaces, s’ouvrent en trois valves, glabres ; contenant plusieurs graines

trigonales entourées d’ailes papyracées (Geerling, 1982; Letouzey, 1982; Onana, 1998).

(b) (c)
Figure 2 : Arbre (a) Ecorces du tronc (b) et Fruits et graines (c) de B. dalzielii
On trouve abondamment Boswellia dalzielii en Afrique de I'Ouest dans des pays tels

que le Ghana, Togo, Burkina Faso, le Niger, la Cote d'lIvoire, la Haute-Volta et la partie nord
du Nigeria et en Afrique centrale au Cameroun et en République Centrafricaine (Figure 3)
(Nazifi etal., 2017; Uzama et al., 2015).
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Figure 3 : Régions d’identification de I’espéce Boswellia dalzielii

1.1.2. Usage et travaux pharmacologiques antérieurs sur Boswellia

dalzielii

Les produits végétaux (tels que la gomme de résine) et les différentes parties de la plante
sont largement utilisés en médecine traditionnelle mais 1’écorce du tronc demeure la partie la

plus utilisée en pharmacopée (voir tableaux ci-dessous).

Tableau 2 : Quelques usages traditionnels de Boswellia dalzielii

Partie Utilisation Région

Sa décoction est bue contre la dysenterie, les hémorroides, o
I’angine. Elle est également employée contre les rhumatismes, les Nigeria
troubles gastro-intestinaux, les plaies, I’asthme, la pleurésie,
I’appendicite Séchée puis écrasée, 1’écorce est utilisée en association
avec d’autres plantes pour traiter le paludisme, la fiévre jaune, les maux
Ecorce de ventre et de nombreuses maladies infantiles (Nacoulma-Ouedraogo,
1976).

Elle a des propriétés antiseptiques, cicatrisantes, antimycosiques,
coricides et sert, en usage externe, a soigner les dartres, ulceres et caries
dentaires (Nacoulma-Ouedraogo, 1976).

Cameroun
L'écorce associée aux gousses d'Acacia arabica est utilisée pour

préserver les cadavres dans certaines tribus nigérianes. Elle est
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également utilisée en combinaison avec Hibiscus sabdariffa pour traiter
la syphilis (Burkill, 1985; Dalziel, 1973).

Gomme de

résine

Elle est brllée pour fumiger le tissu et chasser les mouches, les
moustiques, etc. des domiciles (Dalziel, 1973).
. . Cameroun
Elle est egalement utilisee avec d'autres plantes comme

stomachique et pour le traitement des maladies vénériennes.

Racines

La décoction associée & Hibiscus sabdariffa est utilisée pour le

traitement de la syphilis. La décoction de racine avec Daniellia oliveri
. ) ] Cameroun
est utilisée sur les plaies (Dalziel, 1973).

Feuilles

Utilisées pour protéger le mais, le mil et le sorgho du charangon
(Ngamo et al., 2007). Cameroun

Tableau 3 : Quelques activités biologiques de Boswellia dalzielii

Partie

Utilisation

Ecorces

L’extrait aqueux a démontré des activités antibactériennes contre les bactéries
Gram-positives et Gram-négatives (Olukemi et al., 2005), anti-inflammatoire,
antidiarrhéique pouvant étre lié au mécanisme anticholinergique (Etuk et al., 2006),
antiulcéreuse et une réduction de la motilité gastro-intestinale (Nwinyi et al., 2004).

Opeyemi et al. (2013) ont montré que I'extrait aqueux de I'écorce de Boswellia
dalzielii peut étre utilisé dans le traitement du diabete sucré et que I'extrait de plante
est efficace aux deux doses administrées (153 mg/kg et 297 mg/kg).

Onoriose et al., (2012) ont rapporté que I'extrait méthanolique de B. dalzielii
Hutch pouvait atténuer I'action toxique du CCls dans le foie du rat.

Les résultats des travaux de Mohammed (2017) ont montré que I'extrait brut
méthanolique de I'écorce de Boswellia dalzielii posséde une activité contre
Mycobacterium tuberculosis a 0,625 mg /mL et constitue une source potentielle de

développement de composés contre la tuberculose mycobactérienne.

Feuilles

Son huile essentielle présente une activité significative contre Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis et Candida albicans (Nwinyi et al., 2004).
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Onobrudu et al (2016) ont rapporté que I'extrait de feuilles de B. dalzielii
Hutch est un antioxydant potentiel modulateur pour le développement de la
formulation anti-cataracte.

Atawodi (2005) indiquait que les extraits méthanoliques des feuilles écorces

et racines de B. dalzielii avaient activité antitrypanosomiale in vitro.

1.1.3. Travaux chimiques antérieurs

De nombreux composés ont été isolés de plusieurs especes de Boswellia. La composition
chimique des différentes parties de Boswellia varie d'une espece a l'autre, et différe selon le
climat, les conditions de récolte et la localisation géographique (Al-Harrasi et al., 2008;
Ammon, 2006). Les études chimiques effectuées sur le genre Boswellia I’ont été pour la plupart
sur ’encens qui est une oléo-gomme-résine exsudée par les espéces appartenant au genre
Boswellia. Cet encens contient 60-85% de résines (mélanges de terpénes), 6-30% de gommes
(mélange de polysaccharides) et 5-9% d'huile essentielle (Rijkers et al., 2006). La portion de
résine est composée de triterpenes pentacycliques dont I'acide boswellique. La portion de
gomme se compose de sucre de pentose et d'hexose avec quelques enzymes oxydantes et
digestives. L'huile essentielle est le mélange de monoterpenes, de diterpénes et (Rijkers et al.,
2006) de sesquiterpenes (Goyal et al., 2011).

1.1.3.1. Les terpenes

Des études menées par Pardhy et Bhattacharyya (1978) et Siddiqui (2011) sur la partie
résineuse de Boswellia serrata, Proietti et al. (1981), sur I’encens produit par B. frereana,
Dekebo et al. (2002) sur I’encens B. neglecta, Renuchib et al. (2014) sur la résine de B.
ovalifoliolata ont conduit a I’isolement des terpénes tels que:

o les monoterpénes (o et B-pinéne (1 et 2), a-thujone (3)) (Figure 4) ;

NS "
H
3: a-thujone

1: a-pinene .
2: R-Pinéne
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H
Figure 4 : Quelques mono et
diterpénes isolés du ge nre
Boswellia (Dekebo et al., 2002;
Pardhy et al., 1978; Proietti et al.,
1981; Siddiqui, 2011; Vanimireddyl
et al., 2003) H
H
7
7: sérratol

o les triterpénes (ovalifoliolatine A (8) et B (9), les a- et B-amyrines (13 et 14), le lupéol
(10) et I'epi-lupéol (11), I’acide canarique (12) (Figure 5);

o les acides triterpéniques pentacycliques (acides boswelliques) (Figure 7);

o les acides triterpéniques tétracycliques (acide 3-cétotirucall-8,24-dien-21-oique (15),

acide 3-a-hydroxytirucall-8,24-dién-21-oique (16), acide 3-B-hydroxytirucall-8,24-dién-

21-oique (17), acide 3-a-acetoxytirucall-8,24-dien-21-oique (18) (Figure 6) (Dekebo et al.,

2002; Pardhy et al., 1978; Proietti et al., 1981; Siddiqui, 2011; Vanimireddyl et al., 2003).

L'activité biologique la plus significative parmi les terpénes est attribué aux acides
boswelliques. Les quatre principaux acides boswelliques trouvés dans I'encens sont: I'acide f3-
boswellique (BA) (19), l'acide acétyl-B-boswellique (ABA) (20), I'acide 11-céto-B-boswellique
(KBA) (21) et I’acide 3-O-acétyle-11-céto-p-boswellique (AKBA) (22) possédant une activité
inhibitrice des enzymes pro-inflammatoires. Parmi ces quatre acides boswelliques, I'acide
acetyl-11-céto- boswelliqgue (AKBA) (22) est l'inhibiteur le plus important d'une enzyme
appelée 5-lipoxygénase responsable de I'inflammation (Siddiqui, 2011). L'AKBA s'est avérée
efficace contre un grand nombre de maladies inflammatoires telles que l'arthrite, I'asthme
bronchique, la colite chronique, la colite ulcéreuse, la maladie de Crohn et le cancer. Les acides
boswelliques ont un effet antiprolifératif sur les tumeurs. lls inhibent la prolifération des cellules
tumorales du sous-ensemble des leucémies et des glioblastomes. Ils ont un effet antitumoral
puisqu'ils inhibent la topoisomérase | et Il-alpha et stimulent la mort cellulaire programmée
(apoptose) (Hartmann et al., 2014; Siddiqui, 2011) (Tableau 4).
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Chez B. carterii egalement, une activité antibactérienne a été démontrée par I'acide acétyl-
céto-boswellique (AKBA) (22), l'a- et le B-BA (23 et 19) et l'acide 3-oxo-tirucallique (24)
(Baser et al., 2003).

o)

8: ovalifoliolatine A 9: ovalifoliolatine B

11: épi-lupéol

%
13: a-amyrine 14: p-amyrine

Figure 5 : Quelques triterpenes isolés du genre Boswellia (Dekebo et al., 2002;
Pardhy et al., 1978; Proietti et al., 1981; Siddiqui, 2011; Vanimireddyl et al., 2003).
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15: acide 3-cetotirucall-8,24-dien-21-oique  16: acide 3-a-hydroxytirucall-8,24-dién-21-oique
17: acide 3-p-hydroxytirucall-8,24-dien-21-oique
18: acide 3-a-acetoxytirucall-8,24-dien-21-oique

Figure 6 : Quelques acides tétracycliques triterpéniques isolés du genre Boswellia (Dekebo
et al., 2002; Pardhy et al., 1978; Proietti et al., 1981; Siddiqui, 2011; Vanimireddyl et al.,
2003).

19: acide p-boswellique (BA) . api ol . OH
20: acide acétyl-p-boswellique 21: acide 11-céto-p-boswellique

(ABA) (KBA)

O  OH
22: acide 3-O-acétyle-11-céto-g-  23: acide a-boswellique (BA) 24: acide 3-oxo-tirucallique
boswellique (AKBA)
Figure 7 : Principaux acides pentacycliques triterpéniques issus de Boswellia (Hartmann
et al., 2014; Siddiqui, 2011)

Tableau 4 : Quelgues composés issus du genre Boswellia et leurs activités
biologiques (Hartmann et al., 2014; Siddiqui, 2011) (Perez et al., 2011)

Espéce Partie Composés identifiés Activité

Spathulénol (29), caryophyllene (33), carvéol (30), Anti-inflammatoire

B. ovalifoliolata Feuille myrténol (31), manool (32)
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Ecorce

B-Farneséne (35), oxyde de caryophyllene (34),
spathulénol (29), (2Z,6E)-farnésol (25), myrténol

Anti-inflammatoire

(31)
Oleo Caryophyllene (33), Io,t;jpllnene (1), B-myrcene (26), Antioxydant,
B. ovalifoliolata gomme édol (27) antimicrobien
' résine
B-Myrcéne (26), caryophyllene (33), cyclofenchene :
Ecorce (28), cedr-8-éne (41) An_tlo_xyda_nt,
(Prasanna et al., antimicrobien
2015) Feuille a-Pinéne (1), B-pinene (2), a-terpinéol (36),
caryophyllene (33) Antioxydant,
: - Limonéne (37) antimicrobien
B. rivae Résine
1-(2,4-dimethylphenyl)éthanol (42), 3,4- .
- . . Antioxydant
B. ameero Résine dimethylstyrene (43), a-terpinéol (36) anticholinestérase
Oleo- . , e . . .
omme Isoincensole (44), acétate d’isoincensole (44) Antifongique
B. carterii gom Limonene (37) Antioxydant
résine . : . .
Acides boswelliques Anticancereux
Antimicrobial,
B. dioscorides Ecorce a-Thujéne, a-pinéne (1) Antioxydant
I e
y Anticholinestérase
B. elongate Antimicrobien,
Ecorce Incensole (4) Antioxydant
Oleo- Isoincensole (44), acétate d’isoincensole (44), n-
B. papyrifera gomme octyl acétate (38) Antifongique
résine
B. pirotta Résine Trans-verbénol (46), terpinene-4-ol (39)
Oleo-
B. rivae Engler gomme Hydrocarbure, monoterpénes oxygenés Contre _Candlda
résine albicans
Résine Acides boswelliques Anticancereux
B. sacra - —
Résine a-Pinéne (1) Antibacterien
(3E,5E)-2,6-dimethylocta-1,3,5,7-tetraéne (48), 1-
B. socotrana Résine (2,4-dimethylphenyl)ethanol (47), a-campholénal Antioxydant,
Balf. f. (49), a-terpinéol (36) anticholinestérase
Ecorces p-cymene (40), 2-hydroxy-5-methoxyacetophénone Antimicrobien,
(50), camphre (51), (Figure 8) Antioxydant
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HO H
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A
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29: Spathulénol 30: carvéol 31: myrtenol 32- manool 33: B-caryophylléne
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OH
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34: oxyde de 37_(\\
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38: acétate d’octyle 39: terpinéne-4-ol 40: p-cymeéne
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E EOH OCOCH,4
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42: -(2,4-dimethylphenyl) 43: 3,4-

_ 44: acétate
ethanol dimethylstyrene

41: cedr-8-
A ’isoincensole

ene

OH
O
/ M
OCH;
OH

45: cycloundécane

carboxylate de 46: Trans-verbénol AT i:(é,‘}- 48: (3E,5E)-2,6-
méthyle diméthylphényl) dimethylocta-1,3,5,7-
ethanol tetraéne
O /Il,_ Q
Y HCO
CHs
H ,
OH

49: a-campholénal )
50: 2-hydroxy-5-methoxyacetophénone 51: camphre

Figure 8 : Structures de quelques composés issus du genre Boswellia

1.1.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont largement présents dans toutes les plantes. 1ls donnent des couleurs
aux fleurs comme la pigmentation jaune, bleu / rouge aux pétales qui attirent les animaux pour
la pollinisation. Comme flavonoides isolés de I'écorce de B. ovalifoliolata nous avons la
quercétine (53), la rutine (54), la lutéoline (52), et la vitexine (55) (Savithramma et al., 2010).

52: lutéoline : R1=H; R2=0OH; R3=0OH
53: quercétine : R1=0OH; R2=0OH; R3=0OH

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 18



55: vitexine

54: rutine

1.1.3.3. Les acides phénoliques
Des phénols comme I'acide gallique (56), I'acide cinnamique (57), lI'acide chlorogénique

(58), I'acide gentisique (59), I'acide phlorétique (60), I'acide vanillique (61), I'acide mélilotique

(62) et I'acide salicylique (63) sont communs aux parties (écorce et gomme) de B. ovalifoliolata

(Savithramma et al., 2010).
HO COOH o]
©/\)l\OH
HO: ;
OH
o]

57: acide cinnamique
OH

56: acide gallique
HO, CO.H OL _OH
0]
/ OH
© HO
H HO
OH
OH
. . 60: acide phlorétique
59: acide gentisique
O _OH
OH

58: acide chlorogénique
0
O\ _OH
OH
OH
OH 63: acide salicylique

HOY

Oln

62: acide mélilotique
19

61: acide vanillique
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1.1.3.4. Les anthocyanidines
La cyanidine (64) et la pétunidine (65) ont été trouvées dans I'écorce de tige de B.
ovalifoliolata (Savithramma et al., 2010).

OH OH
OH OH
HO N O HO + O
CC SO0l
Z o Z on
OH OH

64: cyanidine 65: pétunidine
Boswellia dalzielii étant une espeéce trés prisée par les populations locales pour ses vertues

thérapeutiques, a fait 1’objet de trois études phytochimiques. Les deux premicres, effectuées sur
ses écorces, en 2001 et 2006 ont permis d’isoler quelques composés de la classe des terpénoides,
phénols et polyphénols. La Troisieme étude, a été réalisée a 1’aide de la Chromatographie
Gazeuse couplée au Spectre de Masse (CG-SM) sur les feuilles en 2017 par Onobrudu (2017),
sur I’évaluation quantitative de ses constituants chimiques.
1.1.3.5. Les autres composés phénoliques

Quelques composés phénoliques ont été isolés, par Alemika et al. (2001, 2006), des écorces
de Boswellia dalzielii a savoir 1’acide gallique (56), le gallate d’éthyle (66), 1’acide
protocatéchique (67) et le 4’-methoxy-(E)-resvératrol 3-O-rutinoside (68).

OH
HO

HO O——

O
66: gallate d’éthyle

e OCH3,
HO RhmO(1--6) Gl ‘
OH (1--6) GIcO

HO
acid i OH
67: acide protocatechique 68: 4’-methoxy-(E)-resvératrol 3-O-
rutinoside
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L'analyse des constituants polyphénoliques de I'extrait méthanolique des feuilles de
Boswellia dalzielii réalisée par Onobrudu (2017), a permis d’identifier entre autres composés
I'acide protocatéchique (67), la catéchine (70), la quercétine (53), la lutéoline (52) et le

kaempférol (69) comme composes prédominants.

OH OH
HO (0] \\\©:
' OH

OH
OH

69: kaempférol 70 : catéchine

1.1.3.6. Les sapogénines

L'analyse GC-SM des feuilles de Boswellia dalzielii a permis d’identifier plusieurs
saponines telles que la diosgénine (71) et la néochlorogénine (72) (Onobrudu, 2017).

u//// y

W

W

71: diosgénine )
72: néochlorogénine
Bien qu’ayant fait 1’objet de ces études, 1’écorce de Boswellia dalzielii a retenu
particulierement notre attention pour une investigation plus poussée du fait de son utilisation
diversifiée et trés variée en médecine traditionnelle et des criblages biologique et chimique

effectués auparavant.
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1.2.REVUE SUR ECHINOPS GRACILIS

1.2.1. Apercus botanique
1.2.1.1. Classification systématique de Echinops gracilis
Du point de vue taxonomique et comme indiqué dans la Figure 9, le genre Echinops
appartient a 1“embranchement des Tracheophytes, a la classe des Magnolopsidées, a 1’ordre de

Astérale et a la famille des Astéracées (Hassler et al., 2020).

Regne : Plantae
Embranchement : Tracheophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Echinops

Espece : gracilis

Figure 9: Systématique de Echinops gracilis O. Hoffm

1.2.1.2. La famille des Asteraceae

La famille des Astéracées est une importante famille de I’ordre des Asterales qui comprend
pres de 23000 especes (Barreda et al., 2015) réparties en 1500 genres décrites dont 750
endémiques (Harkati, 2011). Les plantes de la famille des Asteraceae se retrouvent sur tous les
continents sauf 1’Antarctique. Bien que tous les types biologiques se retrouvent chez les
Composées : arbres, lianes, arbustes, plantes succulentes, épiphytes, plantes aquatiques, etc., la
plupart des espéces sont surtout des plantes herbacées vivaces ou annuelles (Bremer et al.,
1994).

L’inflorescence des Asteraceae est le capitule. On peut diviser les capitules des Asteracea
en trois groupes (Boullard, 1988):
v" Les liguliflores (chicorée, pissenlit, laitue etc.), ou le capitule est composé uniquement de

fleurs ligulées (parfois appelées demi-fleurons) ;
v" Les tubuliflores (chardon, cirse, centaurée etc.), dont le capitule n'est composé que de fleurs

réguliéres, tubulées (ou fleurs tubulaires parfois appelées fleurons) ;
v Les radiés, aux fleurs périphériques ligulées entourant un disque de fleurs tubulées

(marguerite, aster, sénecgon etc.)

Les fleurs sont généralement hermaphrodites, parfois unisexuées et les périphériques

souvent stériles (Boutaghane, 2013). Le calice, trés réduit a la floraison, se transforme en
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Pappus qui participe a la dissémination des graines. La corolle de (4-) 5 pétales soudés en un
tube prolongé par (4-) 5 lobes (= fleur tubulée) ou dents, ou soudés en un tube prolongé
latéralement par une languette ou ligule (= fleur ligulée). Le réceptacle est nu ou porte des
bractéoles (écailles) entre les fleurs. Les étamines, (4-) 5 fixees a la corolle par les filets et dont
les antheres soudées, forment une structure cylindrique par laquelle passe le style (Figure 10)
(Boutaghane, 2013). 2 carpelles soudés entre eux ; ovaire infére a 1 loge, 1 style et 2 stigmates,
un seul ovule basal (Barkely et al., 2006).

Fleurs
tubuleuses |

Leucanthemum vuigare Carduus nutans plalyiepis
Taraxacum ofMcina

Figure 10 : Types de fleurs des Asteraceae

Les fruits sont des akénes, souvent couronnés d’une aigrette de soies appelée Pappus qui
favorise la dispersion des graines par le vent (Messai, 2011).

Les graines sont ex albuminées (Harkati, 2011). L’ovaire infére est composé de deux
carpelles. Il est uniloculaire et uniovulé. L’ovule est anatrope et unitéguminé. Le style est entier
dans les fleurs staminées ; dans celles pistillées et staminopistillées, il est bifide (Quézel et al.,
1963).

Les feuilles sont le plus souvent alternées. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies en
rosette principale (Mezache et al., 2010).

Le systéme racinaire est une racine pivotante (dicotylédones) a ramifications peu
nombreuses.

La tige est épaisse, ronde (quelques fois anguleuse), pouvant présenter des poils, de taille
trés variable, pouvant contenir une seve élaborée laiteuse (latex), quelques fois comestible
(Barkely et al., 2006).

La classification classique des Asteraceae (Mezache et al., 2010) est représentée comme

suit :
Regne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
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Embranchement : Phanerogamae (Phanérogames)

Sous-embranchement : Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe . Asteridae

Ordre : Asterales

Famille . Astéracées (Composées)

Selon I’APG III (Dupont et al., 2012), on peut subdiviser I’'immense famille des Astéracées en
cing sous-familles principales : Les Branadesioidées, les Mutisioidées, le Carduoidées, les
Cichorioidees et les Astéroidées.

1.2.1.3.  Apercu sur le genre Echinops

Le genre Echinops (y compris Acantholepis Less.) est le seul membre des Echinopsinae
(Cass.) Dumort., I'une des cing sous-tribus de Cynareae Lam. & DC., Autrement connu sous le
nom de Cardueae Cass. Echinops comprend 120 especes réparties en Afrique tropicale, sur le
bassin méditerranéen, dans les régions tempérées d'Eurasie, atteignant I'Asie centrale, la
Mongolie et le nord-est de la Chine, avec un plus grand nombre d'especes dans le Caucase et le
Moyen-Orient (pour une carte de distribution du genre, voir Jager, 1987) (Sanchez-Jiménez et
al., 2010).

Le genre Echinops est caractérisé par la présence de capitules uniflores agrégés en tétes
sphériques ou ovales de second ordre, cette syncéphalie étant une caractéristique unique au sein
de la tribu (Sanchez-Jiménez et al., 2010). Ce sont des herbes, vivaces ou rarement annuelles.
Ces plantes sont robustes et sont souvent considérées comme tres ornées. Ce genre recoit son
nom commun de sa fleur semblable au globe qui pousse dans les tons de violet et de blanc. Les
feuilles de ces plantes sont hérissées a partir des bords et de couleur gris laineux et verdatre,
tandis que les fruits sont des akenes cylindriques. Les fleurs de ces plantes sont des fleurs rondes
qui poussent en groupes. Ces capitules sont sur le dessus des tiges nervurées de la plante, ce qui
fait la hauteur totale de la plante pres de 5 pieds (1,5 m). Les plantes attirent des essaims
d'abeilles et de papillons et sont généralement plantées derriére les frontieres dans les jardins.
Ils sont également utilises comme arrangements floraux séchés, et pour ses utilisations

ornementales (Garnatje et al., 2004).
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1.2.1.4. Description botanique et répartition géographique de ’espéce
Echinops gracilis
Echinops gracilis est une plante herbacée vivace, de 45-90 cm de haut a tiges dressées.
Sa tige principale est ligneuse et courte, ramifiée distalement avec les branches latérales
ascendantes et depassant les axes principaux. Elle est densément feuillue, finement glanduleuse,
aranée ou glabre. Ses feuilles sont épineuses, profondément pennatisectes avec des contours
lancéolées et pouvant mesurer 1-2,2 (-5) cm de long et 0,2-0,5 cm de large ; la base est
brievement décurrente, les lobes sont épineux a lobules épineux, glabres au-dessus et glabres
ou tomenteux en dessous. Sa Capitule mesure 19-25 mm de long, en synflorescences terminales
globuleuses de 3—-6 cm de diamétre; les phyllaires sont lancéolés, les plus courts et spatulés
mesurent 3,5-18 mm de long, ils sont acuminés et les marges sont laciniées. Sa corolle est
blanche ou mauve péle, c’est un tube de 4-7,5 mm de long, glabre avec des lobes de 3-8 mm
de long aux anthéres brunes ou presque noires.Ses achénes sont ellipsoides et peuvent mesurer
de 12-13 mm de long et 4,5-5 mm de large (Figure 12) (Beentje, 2000).
On trouve abondamment Echinops gracilis dans des pays tels que le Tchad, le Soudan,
le Congo brazzaville, Ouganda (Figure 11). Au Cameroun, on retrouve Echinops gracilis a
I’extréme Nord, dans les localités de Mokolo et Mora (monts Mandara) ; dans la région de
I’Adamaoua dans les localités de Wourou-Soa et Mbang-Foulbe ; a 1’Ouest dans les localités
de Fongo-Tongo dont les noms locaux sont Lenbet, Mezah, Apouh, Menah, Alentsap, Leweh,
Atsiahadong (Beentje, 2000; Chaudhary et al., 1986; Hassler et al., 2020)

=
>

=
3

= &"

B oceania

fiea
B Europe

Africa

Source : http://www.africanplants.senckenberg.de

Figure 11: Régions d’identification de I’espéce Echinops gracilis
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Figure 12: Image de I'espece Echinops gracilis

1.2.2. Usage et travaux pharmacologiques antérieurs sur Echinops

Traditionnellement, de nombreuses espéces de ce genre ont été exploitées pour diverses

affections depuis des décennies (Tableau 5). lls sont largement utilisés dans la phytothérapie

pour le traitement de diverses maladies telles que la migraine, la diarrhée, les douleurs

cardiaques, les différentes formes d'infections (Tableau 6), I'infestation par les vers intestinaux

et les hémorroides (Hymete et al., 2005).

Tableau 5 : Usages ethnobotaniques de quelques espéces de Echinops

Especes Parties Utilisations Références
Echinops
Diurétique et  utilisée  contre  les (Rehman et al.,
démangeaisons cutanées. 2013)
Utilisée comme analgésique, antipyrétique, | (Singh et al., 1989)
E antitussif et antifongique.
. Plante | La plante est ameére, stomachique, (Panhwar et al.,
echinatus . L . ;
entiere | antipyréetique, analgeésique, anti- 2007)
Roxb . . . )
inflammatoire et stimule le foie
la suspension decorc_e de racine en poudre (Vashisth, P. et al..
est utilisée avec le lait (100g / 250ml) pour 2013)
le traitement du diabéte
Traitement des douleurs, 1’avortement et des (El-Hilah et al.,
névralgies 2015)
. . Mélangée avec du miel contre les kystes (Hachi et al., 2015)
E. spinosus | racine - : —— —
Traite les maladies digestives, urinaires,
gynécologiques  (régles  douloureuses, | (llyas etal., 2004)
accouchement)
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E. bovei , . . . :
(Boiss.) - Employée pour des raisons gynécologiques (Miaraet al.,
' (hygiene aprés accouchement). 2013)
E Les ablutions avec I'eau dans laquelle on a
longifolius * E’."t r_rlllacere[j Iah fplantel, attirent !a (Malzy, 1954)
A Rich ienveillance des chefs. La plante est paturée
) ' par les éléphants.

* Partie non spécifiee

Les extraits de plantes du genre Echinops présentent plusieurs propriétés biologiques
telles que antiphlogistiques, fongicides, antioxydantes et hépatoprotectrices (Tableau 6)
(Kiyekbayeva et al., 2017).

Tableau 6 : Activités biologiques et usages de quelques espéces de Echinops

Esp_eces Parties Activités Références
Echinops
Activité anticancéreuse et hypoglycémique.
Activité  diurétique et  spasmolytique (Odedra, 2009)
observée.
E. Plante - —— -
. s A montré une forte activité anti- .
echinatus | entiere |. . e (Singh et al., 1989)
inflammatoire dans le test de I'cedéme a la
Roxb. P - . .
carragénine et I'inflammation chronique.
Antipyrétique,  analgésique et  anti- | (Vashisth, P. etal.,
inflammatoire. 2013)
E. grijisii . o . (Duke et al., 1985a,
Hance Racines | Activité anticancéreuse 1985b)
E. Partie | Activités antimicrobiennes, antileshmaniales | Kiyekbayeva et al.,
albicaulis | aérienne | et antipaludiques élevées. 2017)
Feuilles, | Forte activité inhibitrice contre les cultures de
E Tige Staph_ylpcqccus aureus (Hymete et al.,
. Activité létale contre les vers de terre et
longisetus . . R 2005)
Racines | molluscicide contre les hotes des escargots
transmettant le schistosome
. Forte activité inhibitrice contre les cultures de
Feuilles
Staphylococcus aureus
Forte activité inhibitrice contre Candida
E. Fleurs | albicans et activité létale contre les vers de (Hymete et al.,
ellenbeckii terre. 2005)
Activité létale contre les vers de terre et
Racines | molluscicide contre les hotes des escargots
transmettant le schistosome
Echinops Plante o - (Cigdem et al.,
Fitro entiére Activité antioxydante in vitro 2016)
E. Plante o - (Cigdem et al.,
tournefortii | entiere Activité antioxydante in vitro 2016)
E. latifolius Racines Utilisé pour traiter les cancers. (Hsu, 1967)
Tausch. Utilisé pour les tumeurs. (Lin etal., 1992)

Echinops gracilis est une plante médicinale camerounaise utilisée par les tradipraticiens

de santé pour traiter les rhumatismes . Elle est consommée par les anes et les dromadaires. La
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décoction, en association avec les graines de calabasse (Lagenaria sp) lutte contre les mauvais
esprits chez les enfants. Les feuilles mises dans un entonnoir permettent de filtrer le vin blanc
(Adjanohoun et al., 1996).

1.2.3. Travaux chimiques antérieurs

Chez les especes du genre Echinops L, plusieurs métabolites secondaires isolés
appartiennent aux classes des terpenoides, stéroides, thiophenes, flavonoides et alcaloides.

De I'huile essentielle des racines de Echinops giganteus, des sesquiterpénes tricycliques
ont été isolés par Menut et collaborateurs (1997) a savoir : silphiperfol-6-éne (73),
presilphiperfol-7(8)-ene  (74), silphiperfolan-6-ol (75). Une néolignane glycoside
(echinolignane A), I-(3-méthoxy-4-hydroxyphényl)-3-hydroxy-2-[2-O-B-D-glucopyranosyl-3-
méthoxy-5-((IE)-3-hydroxypropényl)phényl] propanone (76) a été isolée de la racine de
Echinops grijissii (Koike et al., 2002).

76: échinolignane A

\\\\\\\ OH

/
\
/

\\\“‘ W

- cilnhi 6g 75: silphiperfolan-6-ol
73: silphiperfol-6-cne 74: presilphiperfol-7(8)-ene

Fokialakis et al. (2006) ont montré que I'extrait au dichlorométhane de la base de
Echinops ritro (Asteraceae) était le plus actif sur le plan biologique. Le fractionnement bio-
guidé de cet extrait a conduit a I'isolement de six thiophénes (Figure 13): 2,2":5’,2"-terthiophéne
(77),  4-[5-(penta-1,3-diynyl)thién-2-yl]but-3-yn-1-ol  (78),  5'-(but-3-én-1-ynyl)-2,2'-
bithiophéne (79) acétate de 4-(2,2'-dithien-5'-yl)-2-acétoxybut-3-ynyl (80), 4-(2,2'-dithien-5'-
yl)but-3-yn-1-ol (81), isocardopatine (82).
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HO
HO o | HO
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HO' HO
83: échinoside 84: 7-hydroxyisoflavone
S
/ \ / \ / \ — \ / = OH [/ \\ // \\ — /
\ / s s
S S s _ . . o N .
A . 78: 4-[5-(penta-1,3-diynyl)thien-2- 79: 5'-(but-3-en-1-ynyl)-2,2’-
77:2,2":5',2"-terthiophene yl]but-3-yn-1-ol bithiophéne

— R,

R4
80 R1=0Ac; R2=0Ac
81 R1=H; R2= OH
80: acétate de 4-(2,2'-dithien-5'-
yl)-2-acétoxybut-3-ynyl
81: 4-(2,2'-dithien-5'-yl)but-3-
yn-1-ol

82: isocardopatine

Figure 13 : Structures des thiophénes isolés de Echinops ritro

Singh et al, (2006) ont également rapporté l'isolement, & partir de la plante entiére de
Echinops echinatus d'un nouvel isoflavone glycoside, échinoside (83), avec le 7-
hydroxyisoflavone (84), kaempférol-4'-méthyléther (85), kaempférol-7-méthyléther (86),
myrecétine-3-O-a-1-rhamnoside (87), kaempférol (69) et kaempférol-3-O-a-L-rhamnoside
(88).
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90: acetate de lupéol Ri= OAC R,= CHs

91: acide bétulinique Ri=OH R,= COOH
89: acétate de p-amyrine 92: bétuline Ri=OH R,=OH

85: 4'-méthoxy kaempférole R;= OH R,= OH Ri=H Rs=OCHs; Rs=H
86: 7-méthoxy kaempférol R;= OH R,=0OCHs Rs=H Rs=OH Rs= H
87: 3-O-a-1-rhamnosyl myrecétine- R;=ORha Ry= Rs= Rs= Rs= OH

88: 3-O-a-I-rhamnosyl kaempférol Ri=ORha R,=OH R=H Rs~=OH Rs=H

Les constituants bioactifs présents dans les fleurs de E. echinatus ont été identifiés
comme le lupéol (10), I’acétate de lupéol (90), le B-amyrine (14), I’acétate de p-amyrine (89),
B-sitostérol (93), I’acide bétulinique (91), bétuline (92), I'apigénine (94), la lutéoline (52), la
quercétine (53), I'apigénine-7-O-glucoside (96), la lutéoline-7-O-glucoside (95) et I'apigénine-
7-O-B-D-(4"-p-coumaroyl)-glucoside (97) (Chaudhary et al., 1986).

93: p-sitostérol

94: Aplgenlne Ri= H, Ro= OH, R3= H,RAZ OH, Rs=H Re= OH, R=H
95: Luté0|ine_7_o_g|ucoside R1=H, R2=0OH,R3=H R4= 0GlIc, R5= OH, R6= OH, R7=H
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Deux acides phénoliques ont été isolés de la fraction chloroformique des parties
aériennes de Echinops spinosissimus, tandis que quatre flavonoides ont été isolés de la fraction
a l’acétate d'éthyle et un glycoside flavonoide a été isolé de la fraction butanolique : acide

gallique (56), acide férulique (98), apigénine (94), kaempférol (69), hespéritine (100),
hespéridine (100), rutine (54) (Heba, 2016).

OH O
96: apigénine-7-O-glucoside 97: apigénine-7-0-B-D-(4""-p-coumaroyl)-glucoside
OH
OCHj
0
HO oL .
H5CO ~
3 \ OH
HO OH O
98: acide férulique 99: hespéritine
OH
HO
HO
0 OH
o) OCHj
o
H(|)_|O e} (@] W\
OH

OH O
100: hespéridine
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De l'extrait éthanolique des parties aériennes de Echinops albicaulis, deux alcaloides
majeurs ont été isolés: échinopsine [1-méthyl-4(1H)-quinolone] (101) et 1-méthyl-4-
méthoxyquinolinium (102) (Kiyekbayeva et al., 2017) et des feuilles de Echinops orientalis
Trauv., le 1-méthoxycarbonylindole (103) (Ramazan et al., 2014).

HsC
(@] \O

| o \
N % N

C||3 )\

101: échinopsine [1-méthyl-

4(1H)-quinolone] 102: 1-méthyl-4- 103 : 1-méthoxycarbonylindole
méthoxyquinolinium

1.3. GENERALITES SUR LES FLAVONOIDES

Les flavonoides représentant le pourcentage le plus élevé des composés isolés et
responsable de la majorité des activités biologiques évaluées dans ce tavail, nous nous
proposons de faire une revue plus détaillé de cette classe de composé qui revét un intérét notoire.

Introduction

Les flavonoides désignent une trés large classe de produits naturels dérivés des plantes
et présentant une exceptionnelle diversité. Ces molécules aromatiques polysubstituées
appartiennent a la famille des polyphénols (Harborne et al., 2000). A ce jour, une multitude de
structures a été isolée, caractérisée et recensée, ce qui fait des flavonoides 1’un des plus grand
groupe de produits naturels (Degenhardt et al., 2009; Martens et al., 2010; Tahara, 2007;
Ziegler et al., 2008). Ils sont a 1’origine d’effets physiologiques bénéfiques pour 1I’organisme

humain et méritent I’intérét croissant que la recherche leur porte.
1.3.1. Etude structurale et classification

Les flavonoides possedent un squelette de base commun de type 1,3-diarylpropanoide
en Ce-C3-Cs, dont un chainon propanoide souvent engagé dans un lien éther formant un cycle
central hétérocyclique de type benzopyrane appelé cycle C et deux cycles aromatiques, nommés
cycles A et B. L’hétérocycle central C existe communément sous trois formes : pyrane,
pyrylium ou y-pyrone (Aron et al., 2008). Le systeme de nomenclature le plus couramment
utilisé pour les flavonoides fut initialement suggéré par Hemingway (Hemingway et al., 1982)
puis étendu par Porter en 1988. Une numerotation spécifique a été établie en fonction de la
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substitution de ces trois cycles comme indiqué ci-apres, et sera utilisée pour I’ensemble de ce

manuscrit (Figure 14).

A : cycle phloroglucinol ou resorcinol

(|: B : cycle mono, di, ou tri-hydroxylé
c/C C : cycle pyrane
1,3-diarylpropanoide noyau flavane

Figure 14: Squelette commun des flavonoides

Selon I’état structural et le degré d’oxydation de I’hétérocycle central C, les flavonoides
peuvent étre répartis en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité fonctionnelle
au niveau des carbones 2, 3 et/ou 4 (Crozier et al., 2009; Forkmann et al., 1999).

Par ailleurs, au sein d’une méme sous-classe, les possibilités de substitution des cycles
A et B sont multiples : onze carbones du squelette flavonoide peuvent porter un substituant de
type hydroxyle, méthoxyle, méthyle, isoprényle ou benzyle. Chaque groupement hydroxyle,
ainsi que certains carbones, peuvent étre conjugues avec un ou plusieurs sucres et le glycoside
correspondant peut-étre acylé a partir d’un acide phénolique ou aliphatique.

Les principales classes de flavonoides sont les suivantes (Andersen et al., 2006) :

0 O Q O O O O
OH OH
o 0 OH

Flavanones Dihydroflavonols Flavan-3,4-diols Flavones

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 33



F

O OoH

Flavan-3-ols Flavonols Isoflavones Anthocyanidines

0 ‘ O
OH

o

OH

Anthocyanes Proanthocyanidines Aurones

o (6}

Chalcones Dihydrochalcones

Figure 15: Principales classes de flavonoides
Plusieurs sucres différents ont été trouvés liés aux flavonoides des plantes. Parmi
lesquels le D-glucose est de loin le monosaccharide le plus courant. Les principaux groupes de
flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme ci-dessus.
1.3.1.1.  Les flavones et flavonols
Le cycle A est trés souvent substitué par deux hydroxyles phénoliques en Cs et Cy, libres
ou estérifiés. D’autre part, le cycle B peut étre substitué en Cy, di-substitué en Cs et Cy4, Ou tri-
substitué par des hydroxyles, méthoxyles ou prényles. Les flavonols different des flavones par
la présence d’un hydroxyle en C3 (Morreel et al., 2006).
1.3.1.2.  Les flavanones et dihydroflavonols
Les flavanones se caractérisent par I’absence de la double liaison entre les carbones Co-
Cs et donc par la présence d’un centre d’asymétrie en Co. Par conséquent, le cycle B peut avoir
soit la configuration (2S), soit la configuration (2R). Cependant, la plupart des flavanones
isolées des plantes est de configuration 2S parce que la réaction enzymatique catalysant la
conversion de la chalcone en flavanone est stéréospécifique (Andersen et al., 2006; Isorez,
2007; Lahmer et al., 2012).
Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par I’hydroxylation de la position
Cz et ont donc un centre asymetrique supplémentaire (Ono et al., 2006). Quatre stéreo-isomeres
sont donc envisageables, et les quatre configurations sont retrouvees dans la nature, avec les

(2R, 3R)-dihydroflavonols de loin les plus abondants (Grayer et al., 2006).
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1.3.1.3. Les chalcones, dihydrochalcones et aurones

Les chalcones, dihydrochalcones et aurones sont trois classes distinctes de composés
comprenant, pas moins de neuf cents structures parmi les flavonoides naturels.

La caractéristique principale qui distingue les chalcones et les dihydrochalcones des
autres flavonoides est la chaine ouverte qui lie les cycles A et B a la place de I’hétérocycle
central C. Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est
assez freqguemment non substitue, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent
identiques a celles des autres flavonoides. Toutefois, ces molécules naturelles sont toutes
hydroxylées et/ou méthoxylées et diverses combinaisons de trois a six groupements peuvent
fonctionnaliser les cycles A et B du squelette chalcone (Grayer et al., 2006)

Les aurones sont caractérisées par une structure de type 2-benzylidéne coumarone (Ono
et al., 2006; Sarni-Manchado et al., 2006).

1.3.1.4. Les isoflavones

Ils dérivent d’une structure 1,2-diphénylpropane avec le cycle B en position Ca. lls
peuvent étre classés en une douzaine de catégories structurales (Andersen et al., 2006; Boland
etal., 1998).

Isoflavone Isoflavanone Isoflavane
0 o 0 o o
C D C C D g
o) 0 o
Roténoide Ptérocarpane Coumaronechromone
0 0

3-Arylcoumarine Coumestane
Figure 16: Sous-classes des isoflavonoides
Ces catégories different entre elles, par le degré d’oxydation et ’existence ou non

d’hétérocycles supplémentaires. La Figure 16 présente les différentes sous classes
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d’isoflavonoides. Dans chaque catégorie, on note également la présence fréquente de dérivés
prénylés. Parmi tous les isoflavonoides répertoriés dans le regne végétal, la catégorie la plus
largement représentée est celle des isoflavones non glycosylées. Les isoflavones glycosylées
quant a elles, existent mais sont plus rares (O-glycosylées et exceptionnellement C-
glycosylées).
1.3.1.5. Les anthocyanidines et anthocyanes
Les anthocyanes, formes glucosylées des anthocyanidines, sont des pigments visibles a

’ceil nu qui donnent aux fruits et aux fleurs leur couleur rouge, bleue et pourpre.

R

@
R 0
N R
= Cation flavylium

R
L R =H, OH, OMe

Ces composés présentent la particularité d’étre sous forme de cations appelé flavylium
dans les milieux acides. Chaque anthocyane peut étre différenciée par le nombre de glucoses
estérifiés, le taux d’acylation de ces glucoses, et le nombre d’acides aromatiques ou aliphatiques

qui peuvent étre liés a ce sucre (Macheix et al., 1990).
1.3.2. Voie de biosynthése des flavonoides

A ce jour, Il existe plusieurs ramifications dans la voie de biosynthése des flavonoides.
Une des caractéristiques principales du métabolisme des flavonoides est son origine
biosynthétique mixte. Le squelette flavonoide étant élaboré a partir de deux précurseurs clés
d’origine biosynthétique distincte. Le premier précurseur (malonyl-CoA) est synthétisé par la
voie de I’acétate de malonate (voie des polycétides) par I’intermédiaire d’une réaction catalysée
par 1’acétyl-CoA. Le second (4-coumaroyl-CoA) est synthétisé en empruntant deux voies
biosynthétiques successives: la voie de 1’acide shikimique. Cette voie métabolique est
commune a I’ensemble des composés phénoliques. Les premiers flavonoides de cette
biosynthese, les chalcones, sont formés a partir du 4-coumaroyl-CoA (obtenu en trois réactions
séquentielles) et & partir du malonyl-CoA. Le 4-coumaroyl-CoA est produit a partir d’un acide
aminé, la phénylalanine, qui subit trois conversions enzymatiques catalysées par la
phénylalanine ammonia-lyase (ou PAL), la cinnamate 4-hydroxylase (ou C4H) et la 4-
coumarate : CoA ligase (ou 4CL), (Bednar et al., 1988).

La premiére étape de la biosynthése consiste en la condensation du 4-coumaroyl-CoA
avec trois molécules de malonyl-CoA catalyse par la chalcone synthase (CHS) pour produire
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une chalcone, créant ainsi le squelette de base des flavonoides. Ainsi, les trois molécules de
malonyl-CoA fournissent le cycle A ou phloroglucinol des flavonoides et le 4-coumaroyl-CoA
procure le cycle B et les 3 atomes de carbone du chainon propanoide central (Cz-Cs). La
deuxieme étape est I’isomérisation de la chalcone pour former la flavanone, qui peut se produire
spontanément ou bien en présence de la chalcone isomeérase (CHI) qui catalyse la cyclisation
intramoléculaire stéréospecifique des chalcones en flavanones, obtenues avec la configuration
2S (Bednar et al., 1988; Cain et al., 1997).

La 2S flavanone est le substrat commun de plusieurs étapes biosynthétiques reliant trois

réactions majeures : la flavanone peut étre convertie en isoflavone sous I’action de I’isoflavone
synthase (IFS), ou bien subir une hydroxylation en position 5’ pour former 1’ériodictyol grace
a la flavonoide 3'-hydroxylase (F3'H). Les flavanones peuvent également étre oxygénées en
dihydroflavonols de maniere stéréospécifique par la flavanone 3-hydroxylase (F3H). Ces
dihydroflavonols peuvent étre ensuite hydroxylés par deux enzymes, la F3'H et la F3'5'H aussi
appelée flavonoide 3',5'- hydroxylase, et c’est la présence ou 1’absence de ces deux enzymes
qui va déterminer le nombre de groupes hydroxyles du cycle B du dihydroflavonol, aussi bien
que celui des monomeéres de proanthocyanidines. L’action de la flavonol synthase (FLS) permet
la déshydrogenation de la liaison C>-Cs du dihydroflavonol en flavonol, cependant cette enzyme
est en compeétition avec la DihydroFlavonol Réductase (DFR), qui est capable de réduire les
dihydroflavonols pour former les leucoanthocyanidines ou flavan-3,4-diols (Schéma 2)
(Forkmann et al., 1999; Martens et al., 2002).
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Schéma 1: Voie de biosynthése de la naringénine chalcone a partir des hydrates de carbone
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Schéma 2: Voie genérale de la de biosynthése des flavonoides
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1.3.3. Analyse structurale des flavonoides

L’identification structurale des flavonoides est basée tout comme celle des composes
organiques en général sur ce que peut donner la spectroscopie; a savoir:

Spectrophotométrie UV-Visible avec les réactifs spécifiques qui reste la méthode de
choix pour cette catégorie de produits (Harborne, 1966; Mabry et al., 1970);

Spectrométrie de masse (SM) avec différents modes d’ionisation : impact électronique
(IE), ionisation chimique (IC) et bombardement atomique rapide (FAB) ;

Résonance Magnétique Nucléaire (R.M.N.) avec ses différents modes (RMN-H, RMN-
13C, DEPT, COSY, etc....).

Notons que I'utilisation de toutes ces méthodes en méme temps n’est en aucun cas
systématique.

1.3.3.1. Spectrophotométrie UV-Visible

C’est une technique trés importante pour ’identification des structures flavonoidiques
et son utilisation en premier lieu reste déterminante. Elle permet la localisation des hydroxyles
libres et leur position sur le squelette flavonique, par la formation de complexes avec les
différents réactifs. Ceci se traduit sur le spectre UV-Visible, via les effets électroniques, par des
déplacements bathochromiques, hypsochromiques et a moindre degré hyper et hypochromique
des bandes d’absorption par rapport au spectre de référence pris dans le méthanol. Ce dernier

est caractérisé par deux bandes d’absorption principales : la bande I et la bande II (Jurd, 1962)

R=H Flavone
R= OH Flavonol

Bande II: Benzoyle Bande I: Cinnamoyle

Figure 17: Les bandes caractéristiques d'un squelette

(Figure 17).

Bande [ : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 385 nm, elle est attribuée a
I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle
avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle donne donc, des renseignements sur les
variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

Bande II : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm et méme plus haut
(= 295nm); elle est attribuée a ’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison

du groupement carbonyle avec le noyau A et donne des informations sur les variations
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structurales du cycle A (Markham, 1982) . L’interprétation des spectres dans le méthanol et /
ou en présence de réactifs spécifiques s’appuie sur des regles trés connues des flavonistes ;
regles décrites par Jurd et collaborateurs (1962) reprises par Mabry et collaborateurs (1970) et
complétées par Voirin (1983). Le Tableau 7 donne I’intervalle du maximum d’absorption des
deux bandes en milieu méthanolique pour quelques types de flavonoides (Markham, 1982).

Tableau 7:Relation entre le maximum d'absorption en UV et le type de

flavonoides
Types de flavonoides Bande | (nm) Bande Il (nm)
Flavones 310-350 250-280
Flavonols(3-OH 330-360 250-280
substitué)
Flavonols (3-OH 350-385 250-280
libre)
Isoflavones 310-330 245-275
Flavones et
Dihydroflavonols 300-330 275295
Chalcones 340-390 230-270 Intensite
faible
Aurones 380-430 230-.270 Intensite
faible
Anthocyanes et
anthocyanidines 465-560 270-280

Le maximum d’absorption de telle ou telle bande dépend du nombre et de la position

des groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosyles sur le squelette flavonique.

L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacé le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élevées, par contre la substitution des groupements
hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosyles fait déplacer ce maximum vers des
longueurs d’onde plus faibles (Markham et al., 1968)

Le spectre méthanolique d’un composé flavonique sera modifié par addition de réactifs
spécifiqgues (NaOH, NaOAc, HsBOs, AICls et HCI). Ces derniers reagissant avec les
groupements hydroxyles par formation de complexes ceci se traduit sur le spectre UV par des
déplacements bathochromiques ou hypsochromiques des bandes d’absorption, permettant la
localisation des hydroxyles libres sur le squelette flavonique aussi bien sur le cycle B que sur
le cycle A.

La Figure 18 montre les actions des réactifs sur la molécule flavonique alors que la

Figure 19 etablit les différentes incidences sur les allures des spectres UV-Visible.
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Figure 19: Actions des réactifs specifiques sur la molécule flavonique
1.3.3.2.  Hydrolyse acide des hétérosides
L’hydrolyse acide étant une opération trés simple et elle est utilisée dans le cas des O-
hétérosides. Une fois la liaison osidique coupée, 1’aglycone ainsi que le sucre détaché peuvent
étre analysés séparément. L’identification du sucre se fait par Co-chromatographie avec des
solutions authentiques ou par CPG. Les hétérosides C-glycosylés résistent a I’hydrolyse acide,

cette propriété permet de différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés.
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Cas des substituants O-glycosides
L’extrait pur est chauffé en présence d’acide chlorhydrique (2N) dans un bain marie
pendant 30 a 120 minutes selon le degré de substitution de I’aglycone. Apres refroidissement,

I’aglycone est récupéré par affrontement a 1’éther diéthylique, I’acétate d’éthyle ou le n-butanol

selon la nature de cette derniére. L’identification de 1’aglycone se fait par analyse

spectrophotométrique UV-Visible et par Co-chromatographie en présence des substances
témoins. La phase aqueuse résiduelle est évaporée a sec et reprise par une goutte d’eau pour

I’identification des sucres pour cela :

e Une CCM en présence des sucres témoins s’effectue sur une plaque de gel de silice
imprégnée d’une solution de NaH2PO4 (0,2M), 1’¢lution se fait dans le mélange acétone/eau
(9:1).

e Larévélation des sucres se fait par pulvérisation d’une solution de malonate d’aniline dont
la composition est la suivante :

-1g d’acide malonique.
-1cm3 d’aniline.

-3cm3 d’acide phosphorique.
-100cm3 d’éthanol.

= Apres séchage (5 & 10 minutes) a 1000C les taches apparaissent brunes dans le visible et
jaunes sous UV-Visible qu’on comparera (valeurs des Rf) avec celles des sucres témoins.

Le Tableau 8 suivant représente les valeurs de Rf de sucres témoins.

Tableau 8: Valeurs des Rf des sucres témoins

Sucres Rf
a-(L) Rhamnose 88
D (+) Xylose 79
L (+) Arabinose 66
B-D (+) Glucose 53
D (+) Galactose 33

1.3.3.3.  Spectrométrie de masse
Cette technique est utilisée pour confirmer mais aussi pour finaliser (pas toujours) I’ébauche
structurale obtenue grace aux données des Rf et des données de 1’UV-Visible.
Parmi les informations d’ordre structural qu’on peut y tirer, on citera :
- La détermination du pic moléculaire qui permet d’apprécier globalement le nombre et
la nature des substituants hydroxyles ou méthoxyles; cette détermination dans le cas
complexes peut étre effectuée a haute résolution permettant ainsi d’accéder avec une

extréme précision a la formule brute de la molécule étudiée.
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- La détermination des pics de fragmentation qui vont fournir des indications sur la

répartition des substitutions entre les noyaux A et B.

La détermination de la nature et le site d’attachement des sucres dans les "O" ou

"C" Glycosides (Markham, 1989).

11 existe différents modes d’ionisation en spectrométrie de masse et les plus utilisées en
ce qui nous concerne sont :

1.3.3.3.1. lonisation par impact électronique (S.M.E.I)

C’est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée ; I’échantillon est volatilisé dans la
chambre d’ionisation a une température T= 100-300°C ou les molécules sont transformées en
ions positifs par bombardement électronique ; seul les aglycones pourront étre analyser en mode
E.l. Le cas des flavones et des flavonols a été étudié par Audier (Audier, 1966). Les modes ou
les schémas de fragmentation de la partie aglycone de ces composés sont illustrés

respectivement par la Figure 20 et la Figure 21.

o=C
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Figure 20: Mode de fragmentation des flavones
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Figure 21: Mode de fragmentation des flavonols
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1.3.3.3.2. Spectrométrie de masse & bombardement atomique
rapide FAB

Plus récente, elle s’appréte a I’analyse des composés a poids moléculaire élevé et peu
volatils (Becchi et al., 1989) et dont le spectre de masse obtenu par source E.I ne contient pas
le pic moléculaire. Les caractéristiques de cette méthode sont les suivantes :

- La formation des ions a lieu a partir d’un échantillon a basse température
(échantillon non chauffé).

- La présence des ions quasi moléculaires et quelques fois des fragments
caractéristiques.

- La formation d’ions positifs et négatifs (F.A.B positive et F.A.B négative).

- La durée de vie importante de I’échantillon soumis a I’analyse, permettant ainsi
de travailler un temps relativement long avec le méme échantillon.

- L’application de cette méthode sur les flavonoides glycosylés, elle donne des
informations utiles concernant la nature, la position et I’arrangement des sucres
dans la molécule (Becchi et al., 1989).

Dans cette technique, I’ion moléculaire n’est pas toujours observable. On observe
généralement, 1’ion correspondant au poids moléculaire plus un proton [M+H]" (en mode
positif), d’autres ions peuvent se former lorsqu’il existe des impuretés de sels tel que chlorure
de sodium (on obtient I’ion [M+Na]") ou de chlorure de potassium (on obtient I’ion [M+K]™).
Ces informations permettent de déduire le poids moléculaire du composé étudié.

1.3.3.3.3. lonisation a pression atmosphérique

C’est une technique d’ionisation douce plus récente que le F.A.B; elle consiste a injecter

la solution contenant le produit a analyser dans la source et la formation des ions a lieu lors de

la volatilisation. Deux techniques sont a distinguer

1.3.3.3.3.1. L’ionisation par électrospray (E.S.I) :

A pression atmosphérique, les gouttelettes de solutés sont formées a I’extrémité d’un
fin capillaire de silice, métallisé en surface et porté a un potentiel élevé. Le champ électrique
intense leur confére une densité de charge importante. Sous 1’effet de ce haut champ électrique,
il ya formation d’un électrospray, c'est-a-dire d’une multitude de micro gouttelettes trés
chargées, par effet d’un gaz sec, elles s'évaporent progressivement en perdant des molécules de
solvant par des mécanismes complexes de désolvatation et d’évaporation. Leur densité de
charge devenant trop importante, elles explosent en libérant des microgouttelettes constituées

de molécules protonées ou déprotonées de 1’analyte, porteuses d’un nombre de charges variable.
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1.3.3.3.3.2. lonisation chimique a pression atmosphérique
(APCI)

C’est une technique d’ionisation dans la phase gazeuse, basée sur le transfert d’especes
chargées d’un ion réactif a une molécule d’analyte (Mabry, 1969). Elle est utilisée comme
méthode d’ionisation pour la spectrométrie de masse, préférentiellement couplée a une
chromatographie en phase liquide (HPLC). Les échantillons liquides sont directement introduits
dans un nébuliseur pneumatique. Sous I’effet d’un jet d’air ou d’azote, le liquide est transformé
en fin brouillard. Un chauffage assure la désolvatation des composés. Ces derniers sont ensuite
ionisés chimiquement a pression atmosphérique : en général, la phase mobile vaporisée joue le
role de gaz d’ionisation et les électrons sont obtenus a partir de décharges d’¢électrode couronne.
L’ionisation des composés est trés favorisée lors de ces techniques car la fréquence des
collisions est ¢levée a pression atmosphérique. L’avantage de ces techniques de masse est
I’obtention d’ions multichargés et multiprotonés qui permettent la détermination de molécules
tres lourdes.

1.3.3.4. Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire trouve un grand emploi pour la
détermination des structures flavoniques plutdét compliquées. C’est une méthode précise et
efficace, mais exige une grande quantité de produit ; simplement, a I’inverse des autres
techniques, elle est non destructive. Il existe la RMN monodimensionnelle et la RMN
bidimensionnelle :

1.3.3.4.1. RMN monodimensionnelle

1.3.3.4.1.1. RMN du proton (RMN *H)
Elle informe sur I’environnement des différents protons flavoniques qui résonnent
généralement entre 6 et 8 ; elle permet de connaitre (Markham et al., 1993; Raffaelli, 1997):
- La position et le nombre de divers protons portés par le flavonoide ;
- Le nombre de substituants méthoxyles porté par le squelette flavonique ;

- Le nombre et la nature des sucres liés a 1’aglycone.

1.3.3.4.1.1.1. Protons du noyau A
Selon les substitutions possibles, les résonnances et les multiplicités des protons H-5,

H-6 et H-8 sont résumées dans le Tableau 9.
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Tableau 9: Déplacements chimiques et multiplicités des protons du noyau A

Nature de flavonoides H-5 H-6 H-8
5,7-OH . 6.0-6,2ppm 6.3-6.5ppm
d (J=2.5Hz) d (J=2.5Hz)
5-OH. 7-OR 6.2-6.4ppm 6.5-6.9ppm
(R= Sucre) - d (J=2.5Hz) d (J=2.5Hz)
5,6.7-OR
(R=H. Sucre) - - 6.3ppm (S)
5, 7.8-OR
(R=H. Sucre) - 6.3ppm (S) -
7-OR 8.0ppm 6.7-7.1ppm 6.7-7.0ppm
(R=H. Sucre) d (J=9.0Hz) dd (J=9Hz et 2.5Hz) d (J=2.5Hz)

Le déplacement chimique est basé sur les substituants dans le noyau B et le degré
d’oxydation du noyau C. Le Tableau 10 représente quelques déplacements chimiques des
protons du noyau B.

Tableau 10: Déplacements chimiques et multiplicités des protons du noyau B

Flavonoides H-2',H-6' H-3',H-5'
Flavones (4'-OH) 7.7-7.9 ppm 6.5-7.1 ppm
d (J=8,5Hz) d (7=8.5Hz)
Flavonols (4'-OH) 7.9 -8.1 ppm 6.5-7.1 ppm
d (J=8,5Hz) d (J=8.5Hz)
3'.4'-di-OH 7.2-7.3 ppm 7.3-7.9ppm 6.7-7.1ppm
d (7=2,5Hz) dd(2.58.5Hz) |~ |d(=8.5Hz)
3'.4"5"-tri-OH 6.5-7.5ppm  (S)

1.3.3.4.1.1.2. Protons de I’hétérocycle
Dans le cas des flavones, le proton H-3 apparait sous forme d’un singulet a 6,3 qui trés

souvent chevauche avec le signal du proton H-6.

1.3.3.4.1.1.3. Protons des méthoxyles
L’introduction d’un ou plusieurs méthoxyles sur la molécule donne lieu a 1’apparition
d’un ou plusieurs singulets de 3,8 a 4,5 (Markham, 1976). La mesure du spectre RMN des

produits méthoxylés dans deux solvants différents est tres utilisée pour la détermination de la
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position du ou des groupements méthoxyles sur le noyau des flavonoides et ceci par
I’observation du déplacement du signal correspondant au(x) méthoxyle(s) dans les deux

solvants (Markham, 1976).

1.3.3.4.1.1.4. Protons osidiques

Les protons correspondants a la partie osidique résonnent a des champs forts par rapport
a ceux de la génine (3,5 —4). Le proton anomérique (H-1"") résonne a champ faible par rapport
aux autres protons a la partie osidique (4,2 a 6). L’intégration du signal qui est proportionnelle
au nombre de protons qu’elle représente permet de déterminer le nombre de sucres, alors que
la constante de couplage du proton anomérique permet de déterminer I’anomeére o OU p
connaissant la nature du sucre.

Le déplacement chimique du proton anomérique (H-1") est base sur :

- La nature du flavonoide et du sucre.

- La position et le type de liaison entre le sucre et I’aglycone.

Les deux tableaux suivants illustrent les déplacements chimiques de quelques protons
anomériques dans DMSO-d6, le premier pour les monoglycosyles alors que le second concerne
les diosides (Markham et al., 1975).
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Tableau 11: Déplacements chimiques des protons anomériques dans le DMSO-ds des

monoglycosyles

Sucre H-17 (ppm)
3-0-B-D-glucoside 4.25-5.56
3-0-B-D-galactoside 5.8
3-0-B-D-glucuronide 548
3-0-B-D-xyloside 53T
3-0O-B-D-Alloside $.67-5.68
3-0-a-L-Glucoside 583
3-O-a-L-Rhamnoside -} |
5-0-B-D- Glucoside 4 56470
7-0-B-D- Glucoside 495
7-0-B-D- glucuronide £.10-5.30
7-0O-a-L- Rhamnoside 512578
7-0-B-D- xycoside 4,98
8-0-B-D- Glucoside 4,65
8-O-B-D- glucuronide 4.82
2'-0-B-D- glucuronide 5.00-5,11
3'-0-B-D- Glucoside 4,92.5.00
3'-0-a-L- Rhamnoside 5£,37.5.43
4'-0-B-D- Glucoside 4.80-5,04
4'-0-B-D-galactoside £.00
3'.5'-0-di-O-B-D- Glucosid 524
6-C-B-D- Glucoside 455490
6-C-B-D- Rhamnoside 485526
6-C-a-D-Arabinoside 4.67
8-C-B-D- Glucoside 4,64-4 K8
6.8-di-C-B-D- Glucoside 4,84
8-C-B-D- Rhamnoside 4.64-4 88
8-C-a-L-Arabinoside 4. 754 59
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Tableau 12: Déplacements chimiques des protons anomériques dans le DMSO-ds des

diosides
1% sucre H-1"(ppm) Second sucre H-1"(ppm)
3-0-B-D-glucoside | 5.72-5.75 2-0-B-D-Glucosyl 4.63-4.65
5.28-5.45 6-0-B-D-Glucosyl 3.96-4.02
5.40-5.66 | 2.0-q-L-Rhamnosyl 4.90-5,10
5.28 2-0-a-L-Rhamnosyl 4.37-439
3-O-a-L- 5.56 2-0-B-D-Glucosyl 4.10-4.23
rhamnoside
5.21-5.50 3-0-B-D-Glucosyl 4.32-4.48
5.33-5.44 3-0-B-D-Galactosyl 4.25
5,31 3-0O-a-L-Rhamnosyl 4.81
7-0-p-D- glucoside | 4.90-5.25 | 2-0-B-D-Glucosyl 4.23-4.68
5.05-5.05 2-O-a-L-Rhamnosyl 5.56

- Quand les protons (H-1 ") et (H-2") du sucre sont diaxiaux, la liaison devient 3
avec une constante de couplage de 7 — 8 Hz ;
- Quand les protons (H-1") et (H-2") sont axial- équatorial, le sucre forme une

liaison a avec 1I’aglycone avec une constante de couplage de 3 a 4 Hz (Markham et al., 1975).

1.3.3.4.1.2. RMN carbone -13

Donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la molécule
telles que (Markham et al., 1993):

- Le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur
environnement.

- La connaissance de type des liaisons —C et / ou —O- sucres. Le Tableau 13
énumere les valeurs des déplacements chimiques (en ) de spectres RMN carbonel3 de quelques
flavonoides (Markham, 1982).

DEPT 135 et J mod
Cette technique permet de mettre en évidence tous les carbones de la molécule. Cette
expérience permet la mise en évidence des carbones primaires (CH3), secondaires (CH2),
tertiaires (CH) et dans une moindre mesure les carbones quaternaires. La différence majeure
entre le DEPT 135 et le J mod, réside dans le fait que les carbones quaternaires sont détectés
avec le J mode alors qu’ils ne le sont avec le DEPT.

[.3.3.4.2. RMN bidimensionnelles (RMN - 2D) :
Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de temps,
le temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines autres
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expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection, c’est le temps de mixage
(Gunther, 1994).

1.3.3.4.2.1. Corrélations homonucléaires

1.3.3.4.2.1.1. COSY (*H-1H)
Cette expérience fournit des informations sur les couplages homonucléaires 2J et 3J

(protons séparés par deux ou trois liaisons) entre les protons voisins et ceux qui sont adjacents.

1.3.3.4.2.1.2. NOESY (*H -1H)
Cette technique permet d’observer, dans I’espace, les corrélations entre protons (effets

Overhausser) d’une méme molécule.
1.3.3.4.2.2. Corrélations hétéronucléaires

1.3.3.4.2.2.1. HSQC (*Jn<)
Cette technique permet d'observer les couplages chimiques entre les carbones et les
protons auxquels ils sont liés. Toutefois, elle ne permet pas d'observer les déplacements

chimiques des atomes de carbones quaternaires.

1.3.3.4.2.2.2. HMBC (?Jh-c, 3JH-c)
Cette technique permet de répondre aux probléemes précédemment poses, puisqu'elle
permet la détection des couplages longue distance 2Ju-c, *Ju-c, et permet de déduire les carbones

quaternaires couplés aux protons.
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Tableau 13: Déplacements chimiques des carbones de quelques flavonoides

flavonols Flavones

Myricétine[3-O-galactose] | Patuletine | Quercetine | Kamphérol | Tricétine Lutéoline Apigénine | Flavonoide
156.2 147.1 146.9 146.8 164.2 164.5 136.8 C-2
1339 135.5 135.5 135.6 103.2 103.3 102.8 C-3
1774 174.1 175.8 175.9 181.6 182.2 181.8 C-4
1612 151.8 160.7 160.7 161.6 162.1 161.9 C-5
98.6 1309 98.2 98.2 99.0 99.2 98.8 C-6
164.0 157.2 163.9 163.9 164.2 164.7 164.1 C-7
93.3 93.7 93.5 93.5 93.9 94.2 94.0 C-8
156.2 151.4 156.2 156.2 157.5 157.9 157.3 c9
104.0 103.5 103.1 103.1 104.0 104.2 103.7 C-10
120.2 1221 122.1 121.7 120.9 122.1 121.3 c-1
108.8 115.2 1153 129.5 106.0 113.8 128.4 c-2'
145.3 145.1 145.0 115.4 146.5 146.2 116.0 C-3'
136.6 147.8 147.6 159.2 137.9 150.1 161.5 C-4'
145.3 115.7 115.6 115.4 146.5 116.4 116.0 C-5'
108.8 120.1 120.0 129.5 106.0 119.3 128.4 C-6'

60.3 O-CH;

1.3.4. Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont souvent des molécules de défense contre les organismes
pathogenes. Il n’est donc pas surprenant que certains de ces composés possedent un potentiel
en thérapeutique contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons), les parasites et
les insectes. Leur capacité antioxydante peut aussi expliquer un certain nombre de propriétés
thérapeutiques.

1.3.4.1. Activité antimicrobienne

Il est connu que certains flavonoides sont synthétisés par les plantes lors de I’invasion

microbienne (Dixon et al., 1983); il est par conséquent logique, qu’ils agissent comme

substances antimicrobiennes efficaces in vitro contre les microorganismes (Cowan, 1999).
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1.3.4.1.1. Activité antibactérienne
Des études in vivo sur animaux se sont révelées encourageantes (quercétine chez le
cochon d’inde infecté par Shigella, sophoraisoflavone en injection intrapéritonéale chez des
souris infectées par Salmonella thyphimurium) (Cushnie et al., 2005). Il est suggéré que les
isoflavonoides agiraient en interférant avec I’incorporation de métabolites et de nutriments dans
les cellules bactériennes ou en affectant les acides nucléiques (Botta et al., 2009). Il semble que
la position et le type des prénylations soient importants pour 1’activité. En effet, on a les
meilleures activités avec les groupements isoprényles en position 3’ (cycle B) et en 6 (cycle A).
De plus, une hydroxylation en position 5 augmenterait 1’activité. La présence d’un groupement
hydroxyle aliphatique sur I’isoprényle pourrait étre mise en relation avec une action sur les
souches de S. aureus méticilline résistantes. De plus une méta dihydroxylation, soit sur le cycle
A ou sur le cycle B, augmente ’activité (Botta et al., 2009; Halbwirth, 2010).
1.3.4.1.2. Activité antifongique
De nombreux flavonoides possedent des activités antifongiques; le plus grand nombre
appartient aux flavanones et aux flavanes. Quelle que soit la classe de flavonoides considérée,
il apparait que le caractére lipophile des composés augmente 1’activité, permettant aux
molécules de pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique (Grayer et al., 2006;
Jimenez-Gonzalez et al., 2008). De plus, la présence d’une chaine isopréne apparait comme
importante pour 1’activité mais pas essentielle (Jimenez-Gonzalez et al., 2008).
1.3.4.1.3. Activité antivirale
Le flavonoide le plus étudié est de loin la génistéine ; néanmoins les mécanismes
d’action ne sont pas clairement élucidés (Andres et al., 2009). Des isoflavanones ainsi que des
1soflavonoides prénylés ont une activité antivirale sur le VIH. Des études suggerent qu’une
absence de groupement hydroxyle en position 4’ et une absence de substituant en position 5 est
nécessaire a D’activité (Botta et al., 2009). Des flavones (baicaléine, robustaflavone et
hinokiflavone) sont décrites comme inhibant la reverse transcriptase du VIH-1, d’autres
(gardénine A, 3,2'-dihydroxyflavone) inhibent la protéinase de VIH-1 ; I’intégrase de VIH-1 ou
la transcription virale. Dans une étude sur 34 flavonoides naturels ou de synthése, la chrysine
apparait comme la molécule présentant le meilleur index thérapeutique contre VIH-1. Plusieurs
mécanismes d’action sont proposés, incluant une inhibition de la polymérase virale, un
attachement a I’acide nucléique viral ou aux proteines de la capside virale (Cushnie et al., 2005).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe.
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1.3.4.2.  Activité antioxydante
L’intérét métabolique des antioxydants alimentaires fait a ’heure actuelle I’objet d’un
grand nombre de travaux. Parmi ces antioxydants, de nombreux auteurs ont mis en évidence le
role prépondérant des polyphénols.
En effet, les flavonoides apportent une protection contre les radicaux libres en

empéchant leur liaison avec les lipides membranaires des cellules ; ce qui se traduit par une
diminution du malonyl dialdehyde (péroxyde lipidique) et par la protection de la composition
hématologique en permettant une bonne régénération érythrocytaire et une prévention contre la
leucopénie et la thrombopénie observées en présence des radicaux libres (Chandana et al.,
2008; Chaudhuri et al., 2007). Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des
especes réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995). En fait, leur activité antiradicalaire
nécessite:

- la structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle a 1’activité des flavonoides
possédant un hétérocycle saturé ;

- la double liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable de la
délocalisation d’électrons stabilisant le radical aryloxy ;

- les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité antiradicalaire maximale
(Siess et al., 2000).

Les flavonoides et en particulier la quercétine qui présente les trois éléments de structure
décrits ci-dessus, sont des piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxydes
particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique. Enfin, les flavonoides possédant une
structure catéchol sur le cycle B, et en particulier la (+)-catéchine, sont des piégeurs de
I’oxygene singulet, une forme réactive de I’oxygéne (Erben-Russ et al., 1987).

1.3.4.3. Activité anti-inflammatoires et effets sur le systéeme
immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
antiinflammatoires (Da Silva et al., 1994; Galati et al., 1994) et sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire (Middleton, 1996). Les flavonoides sont de puissants
inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T (Mookerjee et al., 1986; Namgoong et
al., 1994). Les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3’,4" -trihydroxyflavone) et les flavonols
(kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que

seule la myricétine est active sur les lymphocytes B. L’explication est encore mal connue.
L’effet antiprolifératif des flavonoides pourrait s’expliquer par leur capacité a inhiber
I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase)
(Mookerjee et al., 1986; Namgoong et al., 1994). Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles

de diminuer la libération d’histamine des basophiles et des mastocytes (Middleton, 1996) . La
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phagocytose qui accompagne une infection virale ou bactérienne est suivie d’une production
d’espéces oxygénées réactives par les neutrophiles, ce qui va promouvoir I’inflammation.
1.3.4.4. Intérét des flavonoides contre I’obésité

Certains flavonoides sont supposes avoir un intérét dans le métabolisme lipidique en
diminuant la lipidémie. L’effet de quelques flavanones (la naringénine, la naringine,
I’hesperétine et I’hesperidine) sur la conversion des préadipocytes en adipocytes, sur une lignée
cellulaire AML-I a été étudié (Morikawa et al., 2008) . Les deux flavonoides sous forme
aglycone, a savoir la naringénine et I’hesperétine, ont induit un arrét de la croissance des
cellules entrainé par une apoptose. L’impact de la naringénine sur différentes protéines
impliquées dans 1’apoptose a été déterminé. Le résultat était que dans les cellules traitées avec
ce flavonoide, les taux de protéines antiapoptotiques (p-Akt, NF-kB, et Bcl-2) étaient diminués,
et ceux de Bad (protéines pro-apoptotiques) augmentés. L’exposition des cellules a la
naringénine ou a I’hesperétine durant de courtes périodes a augmenté la taille des gouttes
lipidiques dans le cytoplasme. De plus, I’expression de la fatty acid synthase (intervenant dans
la synthese des acides gras) et des PPAR-y a été augmentée dans les cellules traitées a la
naringénine. Ces résultats suggerent que [’apoptose induite par les flavanones n’intervient pas
sur la conversion des pre-adipocytes en adipocytes. De ce fait, les adipocytes sembleraient ne
pas étre une cible directe pour les activités hypolipémiantes des flavanones (Morikawa et al.,
2008).

1.3.45. Intérét des flavonoides contre le cancer

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, il ya la quercétine et la
catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments. La quercétine prévient la cancérogenese,
surtout le cancer de la peau et du colon. La présence de 20 % de quercétine dans 1’alimentation
chez les animaux diminue le cancer du cdlon et y prévient 1’apparition des cryptes anormales
(Pietta, 2000).

La catéchine, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant un ADN
anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un
marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. Il a été prouvé que la catéchine est plus active

que la vitamine E sur les radicaux libres (Pietta, 2000; Tomofuji et al., 2009).
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1.4.GENERALITES SUR LES MICROORGANISMES, LES MALADIES
INFECTIEUSES , LES ANTIOXYDANTS, LES ANTI
INFLAMMATOIRES ET LA CYTOTOXICITE

1.4.1. Les Microorganismes
1.4.1.1. Généralités

Les bactéries sont des microorganismes de 1 & 10 um de diamétre. Elles sont des
parasites si elles vivent aux dépens d’autres organismes ; dans le cas contraire elles sont des
saprophytes (Seto et al., 1997).

Les champignons sont tres repandus dans la nature (levures et moisissures) et peuvent
vivre en parasite ou en saprophyte chez les hommes ou les animaux. Les mycoses sont des
infections causées par des champignons.

Les substances anti-microbiennes sont des molécules capables d’inhiber le
développement des microorganismes tels que les bactéries, les champignons, les levures et
méme les virus. Ces molécules sont d’origines diverses: biologique (végétaux,
microorganismes), synthétique ou hémi synthetique (Aissatou, 2005; Prots et al., 2003).Les
antibiotiques sont des substances chimiques élaborées par les microorganismes et qui ont le
pouvoir de s’opposer a la multiplication des germes microbiens (médicaments
bactériostatiques) ou de les détruire (médicaments bactéricides).

La Figure 22 ci-dessous, présente les structures de quelques antibiotiques couramment
utilisés (Fozing, 2011).

HO. o

NH; si“n\\ O,N HN)J\CHCIZ

K OH
H N ”//C OOH \©\‘/‘\/
o OH
Amoxicilin® Chloramphénicol
HOQ <CHs N(CHa)

N <

OH o OH o

Tétracycline

Figure 22: Quelques antibiotiques couramment utiliseés
Les antifongiques sont des substances détruisant les champignons responsables des

mycoses (fongicides) ou empéchant leur croissance et leur multiplication.
La Figure 23 ci-dessous préesente les structures de quelques antifongiques couramment
utilisés (Fozing, 2011).
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Miconazole

- /

Figure 23: Quelques antifongiques couramment utilisés
1.4.1.2. Exemple de classification des bactéries
Les bactéries sont classées selon :
= Leur morphologie.
On distingue :

- Les bactéries en forme arrondie ou coque ou cocci. Parmi celles-ci on peut citer le

gonocoque, le staphylocoque, le méningocoque...
- Les bactéries en forme de batonnet ou bacille. On peut citer : le bacille de Koch,

Eschericha coli, Salmonella sp...

= Leur affinité a la coloration de Gram.

Le Danois Gram a mis au point en 1884 une technique qui permet de classer les bactéries
en Gram+ et Gram-. Elle consiste a faire agir sur les bactéries de la violette gentiane puis une
solution iodo-iodurée. Si la paroi des cellules bactériennes conserve la coloration violette,
méme aprés lavage a 1’éthanol, elles sont dites Gram+ ; mais s’il y a décoloration elles sont
dites Gram- (Aissatou, 2005).

1.4.1.3.  La concentration minimale inhibitrice (CMI).
La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la plus faible

concentration d’antibiotique inhibant de 18 a 24 heures la multiplication des bactéries
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(bactériostase). Cette valeur permet de classer une souche bactérienne dans les catégories
sensible, résistant ou intermédiaire a 1’action d’un agent antimicrobien.

Une souche est dite sensible a un antibiotique lorsque sa CMI est nettement inférieure
a la concentration sanguine obtenue apres administration d’une dose utilisable en thérapeutique.
A TP’opposé, elle est dite résistante lorsque la CMI de 1’antibiotique est trop €élevée pour étre
atteinte sans utiliser des doses toxiques. Si la CMI se situe entre les deux extrémes, la sensibilité
de la souche microbienne est dite intermédiaire. Les organismes ne pourront pas étre atteints
avec une antibiothérapie standard mais ils pourront 1’étre par un traitement par voie générale a
forte dose ou par voie locale, ou encore si 1’antibiotique se concentre ou se trouve 1’affection.

La détermination de la CMI d’un antibiotique sur une souche microbienne peut étre

réalisée soit par la méthode par dilution, soit par diffusion de I’antibiotique (Berthe et al., 1988)

% La meéthode de diffusion

Des disques de papier buvard imprégnés d’une quantité définie d’antibiotique sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé de Muller Hinton préalablement ensemencé avec une
suspension de bactéries (10° bactéries /mL) en phase exponentielle de croissance. A partir du
disque, I’antibiotique diffuse dans la gélose, sa concentration étant d’autant plus faible qu’on
s’¢éloigne de la source (gradient de concentration). Aprés incubation du milieu de culture
(18heures a 37°C), on constate que chaque disque est entouré d’une zone d’inhibition de la
croissance bactérienne. La multiplication des microorganismes s’arréte 1a ou il existe dans la
gélose une concentration d’antibiotique supérieure ou égale a la CMI. Pour chaque antibiotique,
on mesure le diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne et on en déduit la valeur
approchée de la CMI de 1’agent antimicrobien vis-a-vis de la souche étudiée. En effet, pour un
antibiotique donné, une relation existe entre la valeur des diametres d’inhibition de croissance
et celle des CMI. Cette relation étant établie par des études comparatives préalables portant sur
un grand nombre de souches appartenant a des espéces différentes (Berthe et al., 1988).

% La méthode par dilution

C’est la méthode de référence qui peut étre utilisée en milieu solide ou liquide. Lorsque
la mesure de la CMI est effectuée selon une technique en milieu liquide, on distribue dans un
premier temps dans une série de tubes a hémolyse stériles, sous un méme volume des
concentrations décroissantes d’antibiotique (habituellement en progression géométrique de
raison 2). Puis on ajoute dans chaque tube sous un méme volume une culture bactérienne en
phase exponentielle de croissance, dilué de fagon a obtenir une concentration finale d’environ
10%bactéries /mL (inoculum bactérien optiquement visible). La CMI de I’antibiotique sur la

souche étudiée est definie comme la plus faible concentration inhibant aprés 18 a 24 heures de

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 59



contact a 37°C toute croissance bactérienne visible a I’ceil nu. Le principe de la technique en
milieu solide est identique, 1’antibiotique étant incorporé dans un milieu de culture rendu solide
par la présence de gélose. L’intérét de cette technique en milieu solide réside dans la possibilité
d’étudier un grand nombre de souches bactériennes (Berthe et al., 1988).

+ La méthode bio-autographique.

Elle consiste a la dilution rapide ainsi qu’a I’isolement des constituants actifs a travers
une cible. Les chromatogrammes sont recouverts d’un milieu de culture incorporé de
microorganismes. Apres une incubation de 24 heures a 37°C, un révélateur approprié permet
d’observer ’activité (Mogode, 2005).

1.4.2. Les Maladies infectieuses
1.4.2.1.  Généralités

Il 'y a quelques décennies, les maladies infectieuses semblaient étre maitrisées grace a la
généralisation des mesures d’hygiéne et a 1’utilisation des antibiotiques et des vaccins. Les
progreés scientifiques et technologiques laissaient méme croire & une possible éradication de
nombreuses pathologies ; celle de la variole a la fin des années 1970 par la vaccination
généralisée en a été le symbole (Sansonetti et al., 2006). La résurgence des maladies
infectieuses et des parasitoses ajoutée a 1’émergence régulicre de nouveaux agents infectieux
ont démenti ce pronostic optimiste. Les faits sont éloquents :

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

(i) la résistance des microbes aux antibiotiques et antiparasitaires disponibles;

(iii) le sida et les hépatites (B et C) devenus endémiques ;

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

(v) les infections acquises en milieu hospitalier (ou infections nocosomiales) ;

(vi) la menace de catastrophes économiques dues a la résurgence d’épizooties avec le
risque croissant de transmission a I’homme ;

(vii) les risques plausibles du bioterrorisme ; sans oublier I’impact du réchauffement
global de la planéte sur les agents infectieux, leurs réservoirs et leurs vecteurs (Connolly et al.,
2004; Desenclos et al., 2005).

1.4.2.2. Prevalence et fardeau économique des maladies infectieuses

Avec une mortalité de prés de 15 millions chaque année, les maladies infectieuses et

parasitaires sont responsables de 26,3 % des déces causés par I’ensemble des maladies et des

traumas survenant sur la planete (OMS, 2002). Les principaux types d’infections responsables
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de déces sont les infections respiratoires aigies (3,1 millions), le VIH/sida (1,5 - 2,7 millions,
avec 1,6 million pour I’Afrique), les maladies diarrhéiques (2 millions avec 760 000 enfants),
la tuberculose (1,6 million) et le paludisme (660 000 déces) par an. La rougeole cause encore
745 000 déces en dépit de I’existence d’un vaccin efficace, bien toléré et abordable (OMS,
2014, 2013; Onusida., 2013).

L’ Afrique et I’ Asie du Sud-est supportent la plus forte charge de mortalité. Plus de 90 %
des maladies infectieuses humaines surviennent dans les pays en voie de développement,
particuliérement chez les enfants, dans les régions les plus déshéritées, ou 1’hygiene générale et
individuelle est insuffisante et ou les politiques de prévention sont inexistantes, inadaptées ou
insuffisamment financées (McMichael, 2004).

Cependant, le développement industriel génére aussi dans les pays industrialisés de
nouvelles conditions d’émergence infectieuse, comme les infections alimentaires par des agents
prenant avantage de la chaine du froid ou de I’industrialisation de la chaine alimentaire, les
infections nosocomiales survenant dans un environnement hospitalier de plus en plus complexe,
alors que la multi-résistance va croissante, les infections opportunistes chez les patients
immuno-compromis et les infections des voyageurs (McMichael, 2004). 1l est également
important de signaler qu un pourcentage important de cancers (de 15 a 20 %) sont probablement
causés par un agent infectieux, viral ou bactérien (Sansonetti et al., 2006). Les cancers du foie,
du col utérin et de I’estomac pourraient étre quasi éradiqués par la mise au point ou I’utilisation
(lorsque disponibles) de vaccins, respectivement contre les virus des hépatites B (vaccin
disponible) et C, certains papillomavirus (vaccins en partie disponibles) et Helicobacter pylori.
I1 est par ailleurs probable que des infections constituent un facteur de risque dans I’étiologie
de maladies touchant une large fraction de la population du globe, telles que 1’athérosclérose
avec Chlamydia pneumoniae (Yamashita et al., 1998) et le diabete avec Helicobacter pylori
(Jeon et al., 2012).

Les déces et la morbidité liés aux maladies infectieuses et parasitaires humaines ont un
colt économique et social considérable et un effet sur la croissance qui peuvent étre évalués
globalement en incorporant les codts directs imputables aux soins médicaux et les colts
indirects imputables a la réduction d’années d’espérance de vie et de productivité dus a des
morts prématurées ou a des complications chroniques. Ce poids porte essentiellement sur les
populations les plus defavorisees de la planete (McMichael, 2004). 1l va sans dire que la
prévention et le contrble des maladies infectieuses dans les régions endémiques représente une

approche socio-économique rentable autant qu”humaniste (OMS, 2002; Sansonetti et al., 2006).
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1.4.2.3. Agents infectieux : Microbes et Parasites
Les organismes causant les infections chez I’homme appartiennent a une trés large
gamme de groupes taxonomiques et vont des virus aux vers.
1.4.2.3.1. Les virus

Les virus infectent toutes les formes de vie, des bactéries a I’lhomme en passant par les
champignons, les plantes et les animaux (Mims et al., 1993). IIs portent I’information génétique
dans leur ADN ou ARN, mais étant métaboliquement inertes par eux-mémes, ils ne peuvent se
répliquer qu’aprés avoir infecté un hote, parasitant ainsi 1’habilité de 1’hote a transcrire
I’information génétique (Kayser et al., 2008).

1.4.2.3.2. Les bacteries

Les bactéries sont des cellules procaryotes avec une organisation cellulaire
caractéristique; elles ont un effet bénéfique direct ou indirect soit pour leur potentiel usage
commercial, soit pour leur action sur 1’organisme humain (flore commensale) ou sur
I’environnement dans lequel nous vivons (Mims et al., 1993). Par rapport au grand nombre de
bactéries vivant librement, il y en a relativement peu qui causent des pathologies avec un impact
important sur le bien-étre des humains. Leur importance est telle que les principales ont été bien
étudiées et sont actuellement bien connues. Cependant de nouveaux pathogenes continuent a
émerger entrainant 1’apparition d’infections non encore connues. Ainsi des cas d’infections a
Photorhabdus asymbiotica, bactérie pourtant entomopathogene, ont été récemment signalés
aux Etats-Unis et en Australie (Costa et al., 2010).

1.4.2.3.3. Les champignons parasites

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes dont 200 seulement, parmi plus
d’un million d’espéces existantes, ont été décrits jusqu’a présent comme agents infectieux chez
I’homme. Seulement une douzaine de ces especes pathogenes sont responsables de 90 % des
mycoses. De nombreuses mycoses sont relativement bénignes, c’est le cas des
dermatomycoses. Cependant, ces derniéres années, le nombre de mycoses menacant le
pronostic vital a augmenté, de par notamment I’augmentation du nombre de patients présentant
un déficit immunitaire, quelle qu’en soit la cause. La plupart des champignons pathogenes
vivent librement ; ils entrent dans 1’organisme de 1’hote par inhalation ou a travers les plaies.
Certains existent dans la flore normale du corps humain (Candida) et sont inoffensifs a moins
qu’il y ait une défaillance des défenses immunitaires (Kayser et al., 2008).

1.4.2.34. Les protozoaires

Les protozoaires sont des eucaryotes unicellulaires vivant librement dans

I’environnement, mais parasitant I’homme. Ils causent ainsi des infections dont la prévalence

est particulierement importante dans les pays chauds. La transmission des parasites protozoaires
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se fait principalement par deux voies, les piqires d’insectes suceurs de sang et 1’ingestion
accidentelle d’agents infectieux. La restriction géographique de certaines espéces est due a la
distribution des insectes vecteurs et/ou aux conditions climatiques nécessaires pour compléter
le développement du parasite dans 1’insecte (Sansonetti et al., 2006). Les infections acquises
par voie orale dépendent peu des conditions climatiques, cependant la transmission oro-fécale
est favorisée par de mauvaises conditions sociales et hygiéniques, ainsi que par une
augmentation de la survie des agents infectieux dans des conditions chaudes et humides
(McMichael, 2004).
1.4.2.4. Relation hote-bacteries pour les maladies infectieuses

Certains microorganismes coexistent avec 1’hote dans une relation équilibrée, ils
constituent ce qu’on appelle la flore indigéne ou flore commensale du corps que I’on retrouve
chez des individus bien portants. Certaines de ces espéces sont bénéfiques pour 1’hote, leur
importance étant mise a mal par I’antibiothérapie (Murray et al., 2009).

Une infection se développe quand un agent pathogéne pénétre dans 1’organisme, s’y
multiplie et fait apparaitre des symptdmes de la maladie suite a des lésions cellulaires ou a des
réactions immunitaires (Mims et al., 1993). Les vertébrés ont toujours été exposés aux
infections microbiennes depuis des centaines de millions d’années. Comme résultat de ce
contact constant pouvant engendrer la maladie ou la mort, ils ont développé des systemes de
reconnaissance des invasions étrangeres hautement efficaces, avec des réponses immunitaires
et inflammatoires pour restreindre la croissance et la propagation des microorganismes ainsi
que pour les éliminer du corps. Si ces réponses étaient totalement efficaces, il y aurait tres peu
d’infections microbiennes, les microorganismes ne pouvant pas persister dans 1’organisme de
I’hote (Kayser et al., 2008).

1.4.2.5. Traitement des maladies infectieuses

La prise en charge et la prévention des maladies infectieuses se réalise essentiellement
par ’'usage des médicaments (chimiothérapie), I’utilisation des vaccins (immunisation) et des
mesures d’assainissement de I’environnement (meilleures conditions d’hygiéne, de nutrition,
etc.) (Walsh, 2003). La chimiothérapie et I’immunisation différent sur plusieurs points (Geddes,
2005; Murray et al., 2009; Walsh, 2003).

- Spécificité : au niveau des antibiotiques, elle constitue leur habilité a détruire les cellules
du microbe et non celles de I’hdte, ce qui suppose que I’antibiotique devrait idéalement toucher
une cible présente uniquement dans le microbe. La spécificité des vaccins est assez différente,
car les cibles spécifiques sur lesquelles ils doivent agir existent déja chez I’hote, dans le systeme
immunitaire, et demandent seulement a étre activées.

- Résistance : Le développement de la résistance affecte aussi bien les antibiotiques que
les vaccins.
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- Observance et praticabilité : Une différence majeure entre antibiotiques et les vaccins
réside dans le fait que les antibiotiques sont destinés a soigner une pathologie et doivent étre
administrés régulierement, tandis que les vaccins sont destinés a prévenir la pathologie et sont
administrés quelques fois seulement, souvent une seule fois.

Une autre approche pour combattre les maladies infecticuses repose sur [’aspect

épidémiologique. L’épidémiologie concerne les moyens par lesquels les maladies surviennent,
se propagent et s’éradiquent dans une communauté ; les études épidémiologiques peuvent donc
contribuer efficacement a prendre des mesures nécessaires au controle d’une maladie. Par
exemple, si une maladie infectieuse est transmise par un insecte vecteur, une stratégie
alternative d’attaque repose sur le controle du vecteur ; la transmission par voie oro-fécale peut
étre prévenue par la surveillance de la qualité de I’eau et de I’évacuation des eaux usées ; les
infections se transmettant par les produits sanguins peuvent étre en partie contrdlées par des
dépistages systématiques au niveau des centres de transfusion.

Enfin, I’hopital constitue un environnement ou le contrdle est particuliérement crucial ;
on y trouve en effet des patients souffrant de plusieurs pathologies, dont les infections qui se
propagent facilement dans cet environnement confiné. Il existe de nombreux médicaments
combattant les maladies infectieuses, mais le développement rapide des résistances suscite a
rechercher de nouvelles molécules ou d’envisager d’autres moyens pour combattre celles-Ci.

1.4.2.5.1. Traitement d’infections bactériennes : les
antibiotiques

Les antibiotiques sont des molécules d’origine naturelle, semi-synthétique ou synthétique
qui arrétent la croissance des microorganismes ou les tuent. Les antibiotiques qui stoppent la
croissance des microbes sont bactériostatiques, ceux qui tuent les microbes sont bactéricides.
Certains antibiotiques peuvent étre bactériostatiques dans certaines circonstances, et
bactéricides dans d’autres ment des processus cruciaux dans les cellules microbiennes. La
plupart des molécules introduites en thérapeutique des maladies infectieuses dans les 60
dernieres années ont été des produits naturels, élaborés par des microorganismes dans des
conditions particuliéres pour affecter les microbes voisins, soit pour réguler leur croissance, soit
tout simplement pour les tuer (Murray et al., 2009). Les produits naturels possedant I'activité
antimicrobienne sont des produits du métabolisme secondaire aux voies primaires et fonctions
vitales du métabolisme. Lorsque les microorganismes producteurs d'antibiotiques entrent en
phases stationnaires de croissance et font face a une compétition pour l'espace vital et les
substances nutritives, ils déclenchent les genes qui encodent la production des molécules
d'antibiotiques et les utilisent pour réguler la croissance de leurs voisins. Les producteurs
d'antibiotiques ont ainsi un avantage sélectif de croissance, y compris d'accés aux substances

nutritives par rapport a leurs voisins mourants (Walsh, 2003). La production d'antibiotiques par
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les microbes nécessite des mécanismes de "self-protection” des producteurs afin de se protéger
de I’action Iétale des antibiotiques.
Les antibiotiques sont groupés en classes en rapport avec leurs cibles dans les bactéries.
Il'y a quatre principales cibles :
- Lasyntheése de la paroi bactérienne
- Lasynthése des protéines par les bactéries
- Lasynthése de I’ADN ou de I'ARN bactérien
- Lasynthese des folates
Le développement rapide de résistances nécessite la poursuite des recherches en vue de
trouver de nouveaux antibiotiques et de prolonger la durée d’utilisation des antibiotiques
existants. Parmi les stratégies envisageables, il y a la recherche de nouvelles cibles, la recherche
de nouvelles molécules et la recherche de composés non-antibiotiques pouvant soigner les
infections.
- Recherche de nouvelles cibles
Les biologistes caractérisent sans cesse de nouveaux genes ou enzymes essentiels a la
survie des bactéries ou a leur virulence. C’est a partir de ces cibles moléculaires que les
laboratoires de recherche envisagent les antibiotiques du futur, qu’il s’agisse des modifications
de molécules actuelles ou de molécules radicalement nouvelles (Tytgat et al., 2009). La plupart
des antibiotiques actuels proviennent du criblage des produits naturels et ont été choisis surtout
de maniére empirique, en fonction de leur effet antibactérien, de leur pharmacocinétique ainsi
que de leur toxicité. Dans bien des cas, on ne connaissait pas leur mécanisme d’action. Leur
cible réelle (enzyme ou géne bactérien) n’a été identifiée que pendant ou aprés leur
développement clinique (Walsh, 2003). Actuellement, les antibiotiques sont groupés en
quelques grandes classes chimiques dont chacune agit sur un mécanisme biologique vital pour
I’agent infectieux. Mais un nombre croissant de souches microbiennes, en particulier en milieu
hospitalier, devient résistant a ces médicaments, ce qui pose un sérieux probléeme de santé
publique (Perry et al., 2009). L’exploration des processus métaboliques essentiels des bactéries
et la caractérisation des enzymes qui les catalysent constituent donc des voies importantes de
recherche de nouveaux points d’attaque potentiels. Cela permet d’espérer la mise au point de
nouveaux antibiotiques contre lesquels les bactéries n’ont encore développé aucune résistance.
Autrefois empirique, la démarche des laboratoires devient donc plus rationnelle : ¢’est a partir
des protéines cibles parfaitement connues que des molécules inhibitrices sont recherchées, et
certaines de ces molécules deviendront probablement les antibiotiques de demain (Falconer et
al., 2009) . Les laboratoires partent souvent des antibiotiques connus pour développer des

dérivés plus actifs, soit en modifiant la molécule d’origine de maniere a la faire agir sur une
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cible légerement différente, soit en lui adjoignant un inhibiteur de résistance lorsque le
mécanisme est connu. Dans certains cas, la modification structurale peut aboutir a un
changement de mécanisme d’action.

La recherche basée sur les nouvelles cibles doit se faire dans le cadre d’une stratégie a plus
long terme pour créer de nouvelles classes d’antibiotiques agissant sur des cibles jusqu’ici
inexploreées.

- Recherche de nouvelles molécules

La recherche de nouveaux antibiotiques part de deux sources, les produits naturels et les
composés synthétiques. Les produits naturels ont fourni de nombreux médicaments a la
thérapeutique et ont servi a I’hémi-synthése de beaucoup d’autres. L’objectif de molécules de
synthése entiérement nouvelles n’ayant pas rencontré le succes espéré, les laboratoires se sont
intéresses aux antibiotiques existants en améliorant leur efficacité, stabilité, pharmacocinétique
ou en diminuant les effets indésirables par des modifications chimiques. Cette approche a
permis par exemple d’obtenir cinq générations de pénicillines, quatre générations de
céphalosporines, deux générations de carbapenems (Lam, 2007). Une stratégie alternative dans
la recherche de nouvelles molécules oriente diverses équipes de recherche vers les composés
inhibant les mécanismes de résistance aux antibiotiques. Cette stratégie a déja donné de bons
résultats tels que le développement des inhibiteurs de PB-lactamases (acide clavulanique,
sulbactam, tazobactam), qui sont co-administrés avec des B-lactames (amoxicilline) donnant
une combinaison de composés comme 1’ Augmentin.

1.4.2.5.2. Traitement d’infections fongiques
Le traitement des infections fongiques fait appel a un nombre restreint
d’antifongiques pouvant étre classés somme suit.
(i) Les polyenes (Amphotéricine B, Nystatine) détruisent la structure de la membrane
en se fixant sur les stérols membranaires.
(i)  Les azolés (Kétoconazole, Fluconazole, Itraconazole, etc.) inhibent la synthése
de I’ergostérol dans la membrane, action essentiellement fongistatique.

(iii) Le 5-fluorocytosine (Flucytosine) interfére avec la synthése de I’ ADN.

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

(v) L’allylamine inhibe la biosynthése de 1’ergostérol.

(vi) La griséofulvine inhibe la mitose des cellules fongiques (Murray et al., 2009; Walsh,
2003).

Le développement de nouveaux antifongiques demeure nécessaire étant donné que les
champignons, comme les autres microorganismes pathogenes, développent des mécanismes de

résistance. Cette resistance repose notamment sur la modification de la perméabilité
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Membranaire (diminution de l’influx et augmentation de D’efflux) et sur des mutations
aboutissant & des produits géniques présentant une affinité moindre pour les antifongiques. La
recherche peut aussi s’orienter vers les inhibiteurs de la résistance, notamment les inhibiteurs
des pompes a efflux (Kayser et al., 2008).
1.4.2.6. Place des plantes médicinales dans la lutte contre les
résistances aux antibiotiques

La résistance des microorganismes aux antibiotiques constitue un sérieux probléme qui
concerne presque tous les antibiotiques et qui se manifeste dans tous leurs champs
d’application. D’ou I’intérét sans cesse croissant de chercher de nouveaux composés pouvant
agir soit directement sur les microorganismes, soit indirectement en inhibant un ou plusieurs
mécanismes de résistance. Cette recherche nécessite de disposer de méthodes d’évaluation des
propriétés antimicrobiennes des extraits de plantes et des composes purs. Les méthodes les plus
couramment utilisées sont la microdilution qui permet de déterminer la CMI, la diffusion sur
agar permettant de mesurer le diamétre d’inhibition, tandis que la CCM bioautographie permet
la localisation des composés actifs sur une plaque chromatographique. Si ces méthodes
classiques permettent d’évaluer 1’effet antimicrobien des composés testés, une fois I’activité
¢établie, des méthodes plus €laborées sont requises pour élucider le mécanisme d’action de ces
composés. Les nouveaux composés actifs peuvent étre recherchés dans les plantes médicinales,
car celles-ci constituent une source potentielle de composés antimicrobiens et/ou inhibiteurs
des mecanismes de résistances aux antibiotiques. En effet, de nombreux composés d’origine
végétale ont déja démontré des propriétés antimicrobiennes; ces composés agissent suivant
plusieurs mécanismes:

(i) formation de complexes avec des macromolécules telles que les protéines et les
polysaccharides, inhibant ainsi leurs fonctions (polyphénols) ;

(ii) rupture de membranes microbiennes (flavonoides lipophiles, terpénoides,
défensines);

(iii) inhibition de [D’adhésion de protéines microbiennes aux récepteurs
polysaccharidiques de I’hote (polypeptides).

Les plantes médicinales fournissent également des composés qui n’ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui augmentent ou restaurent
I’activité des antibiotiques en inhibant les mécanismes de résistance. Ces composés
appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme inhibiteurs des pompes a
efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibiteurs des PBP-2A (quinones, terpénoides),
provoquant la perméabilité des membranes bactériennes (terpénoides) et inhibiteurs des

bétalactamases (alkyles gallates).
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1.4.3. Les Antioxydants
1.4.3.1. Généralités sur les antioxydants

Le concept selon lequel le dioxygeéne, molécule indispensable pour la vie peut entrainer
des dommages cellulaires importants par formation de dérivés oxygenés actifs tels que les
radicaux libres, est encore mal percu dans le domaine médical. Pourtant de tres nombreuses
études épidémiologiques et cliniques ont suggéré le role de ces especes réactives de I’oxygene
(ERO) dans le développement de nombreux processus pathologiques comme I’athérosclérose
et la cancérogénése. Pour se protéger des effets toxiques de I’oxygéne, 1’organisme a développé
des systemes de défense antioxydants composés d’enzymes, de vitamines, de protéines et
d’oligo-éléments. En situation physiologique, ces systemes antioxydants ont la capacité de
réguler parfaitement la production des ERO. Un stress survient lorsqu’il y aura un déséquilibre
dans cette balance pro oxydants/antioxydants en faveur des ERO. Le potentiel oxydant d’un
individu dépend de ses habitudes alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génetiques
ou I’environnement dans lequel il vit. De trés nombreuses études ont montré que les personnes
ayant des concentrations sanguines faibles en antioxydants (vitamines A, C ou E) ou des
concentrations élevées en marqueurs d’oxydation des lipides ou de I’ADN, ont plus de risque
de développer des maladies cardiovasculaires ou un cancer que des personnes ayant un bilan
oxydant normal résultant d’une alimentation équilibrée en fruits et Iégumes (Amadou, 2005).

On désigne par antioxydant (ou piégeurs de radicaux libres) toute substance qui,
lorsqu’elle est présente en faible concentration comparée a celle du substrat oxydable, peut
retarder ou empécher de maniére significative I’oxydation de ce substrat. Ce sont des composés
qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent inoffensifs (Boyd et al., 2003).

La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que I'oxygene est
un élément potentiellement toxique puisqu'il peut étre transformé en formes plus réactives telles
que le superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne, I'oxygéne singulet et les radicaux hydroxyles,
collectivement connus sous le nom d'oxygene actif (Boyd et al., 2003).

1.4.3.2. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la complexation d’ions ou de métaux de transition

(Amadou, 2005) (Figure 24) (Rock, 2006).
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Figure 24: : Mécanisme d’action des Espéces Réactives de I’Oxygéne
1.4.3.3. Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés en deux grands groupes (Aissatou, 2005).
1.4.3.3.1. Les antioxydants naturels
On distingue trois types :

- Les antioxydants primaires : ce sont des enzymes qui participent a la neutralisation en
radicaux libres excédentaires. On peut citer : I’enzyme superoxyde dismutase (SOD), le
glutathion peroxyde, certaines protéines de transport comme la ferritine et la
ceruloplasmine.

- Les antioxydants secondaires : ils sont apportés par 1’alimentation. Ce sont: les
vitamines (A et E), les polyphénols (stilbénoides, flavonoides, tanins, anthocyanes), les
caroténoides (B-caroténe et a-carotene) et les oligo-éléments.

- Les antioxydants tertiaires : ils comprennent 1’enzyme réparatrice de I’ADN et de la
méthionine sulfoxyde réductase.

La Figure 25 ci-dessous présente quelques antioxydants naturels (Marc et al., 2004).
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Figure 25: Quelques antioxydants naturels.
1.4.3.3.2. Les antioxydants de synthése
Ce sont des produits utilisés dans 1’industrie alimentaire pour la conservation des
aliments. On peut citer : le Butylhydroxytoluéne (BHT), le Butylhydroxyanisole (BHA).
1.4.3.4. Test pour la mesure du potentiel antioxydant
1.4.34.1. Test a la DPPH
Le test est basé sur la dégradation du radical DPPH. Un antioxydant aura la capacité de
donner un électron singulet au radical synthétique DPPH de coloration violette pour le stabiliser
en DPPH de coloration jaune-verte (Figure 26). La mesure de la décroissance de la coloration

violette au cours du temps permet de déterminer la ECso, généralement interprétée sur la base

N’N(CGHS)Z HN/N(CeHs)z
O.N NO Antioxydant donneur
2 2 de H O,N \©/N02
1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine

de la quantité d’un antioxydant nécessaire pour faire diminuer de 50% la quantité initiale de
DPPH (ECxo), le résultat dépend de la concentration initiale en DPPH. Ce test n’est pas suffisant
mais utile comme premier systeme d’évaluation du potentiel antioxydant des échantillons a

tester (Brand-William et al., 1995).

Figure 26: Piégeage du radical libre DPPH par un antioxydant donneur de H-:
En ajoutant une reférence connue, on pourrait standardiser la méthode en ramenant par
exemple les résultats a un équivalent Trolox. Cette méthode est utilisée pour mesurer la capacité

antioxydante totale des extraits végétaux et alimentaires.

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 70



Le principe consiste a déposer des extraits, fractions ou produits purs a tester sur des
plagues CCM de gel de silice GF 254 en aluminium et developper dans des systemes appropriés.
Apreés séchage, on gicle les plaques CCM avec une solution méthanolique a 2mg/mL de DPPH.
Des activités anti-radicalaires apparaissent sous forme de spots de couleur jaune-verte sur fond
violet.

1.4.3.4.2. Activité chélatrice

Certaines espéces chimiques possedent la capacité de chélation des ions des métaux de
transition. La chélation des ions des métaux de transition est une activité antioxydante tres
importante car ces ions peuvent intervenir dans la production des radicaux libres (prooxydant)
(Le et al., 2006). Parmi les espéces d’ions métalliques, les ions Fe?* sont les prooxydants les
plus puissants & cause de leur réactivité élevée (Gllgin, 2012).

La capacité chélatrice d’un échantillon est déterminée selon une méthode qui est basée
sur I’inhibition de la formation du complexe Fe(ll)-Ferrozine aprés le traitement des
échantillons avec les ions Fe?*. Des volumes égaux des solutions d’échantillon ou du chélateur
standard (EDTA) a différentes concentrations sont additionnés a un méme volume de solution
de FeCl; et de méthanol. Aprés un temps d’incubation bien déterminé, une quantité de ferrozine
(acide 3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phényl)-sulfonique) (104)est ajoutée, et le mélange est agité et
laissé réagir pendant environ 10 minutes pour permettre la complexation du fer résiduel.
L’absorbance du complexe Fe?*-ferrozine de couleur rouge est mesurée a une longueur d’onde
déterminée (généralement 562nm). L’activité chélatrice est exprimée en pourcentage en
utilisant 1’équation ci-dessous (Le et al., 2006).

Activité chélatrice (%) = [(Ac — At)/ Ac] x100

Ac : absorbance du controle.
At : Absorbance du test.

& ~OH

104 : ferrozine (acide 3-(2-pyridyl)-5,6-bis (4-phényl)-sulfonique)
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1.4.4. Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la
douleur et le gonflement qui apparaissent suite a une agression d’un agent pathogenes. Elles
bloquent la sécrétion ou I’action de certains médiateurs chimiques de 1’inflammation (comme
les prostaglandines) et donc diminuent la sensation de douleur mais aussi ’inflammation
(Orliaguet et al., 2013). Elles sont utilisées lorsque la réaction inflammatoire se prolonge de
facon anormale (inflammation chronique) et entraine des dommages aux tissus. Ces molécules
sont classées en anti-inflammatoires stéroidiens (cortisone et dérivés), antiinflammatoires non
stéroidiens (AINS) et anti-inflammatoires naturels.

1.4.4.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

C’est une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde en raison de leurs
propriétés anti-inflammatoires, antalgique, antipyrétique (contre la fiévre) et antiagrégant
plaquettaire pour certains. C’est une catégorie de médicaments renfermant des nombreuses
molécules télles que le diclofénac, 1’ibuproféne, 1’aspirine et I’indométacine (Hassan et al.,
2019).

Leur mode d’action repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou
non, de la cyclooxygénase 1 et/ou 2, enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir
de I’acide arachidonique. Cette propriété commune a tous les AINS conduit a une diminution
de la production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI12), des prostacylines et des
thromboxanes, importants médiateurs de 1’inflammation. Malheureusement, ils sont également
associes & de nombreux effets delétéres car leur utilisation prolongée provoque des troubles
gastro-intestinaux (comme les saignements intestinaux) et le dysfonctionnement plaquettaire
(Capet et al., 2021). D’autres effets secondaires comme [I’hypertension associée au
dysfonctionnement rénal ont été également mentionneés

1.4.4.2.  Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens constituent une classe des médicaments qui sont des
dérivés synthétiques de la cortisone. Parmi eux, on peut citer : le méthylprednisolone, le
bétaméthasone, la prednisone et la prednisolone. Ce sont des puissants antiinflammatoires trés
utilisés doués également de propriétés immuno-modulatrices et (Coutinho et Chapman, 2011).

Parlant de leur mécanisme d’action, les glucocorticoides ont, a I’image des AINS, une
action inhibitrice de la synthése des prostaglandines qui s’exerce spécifiquement sur la
phospholipase A2, au début du métabolisme de I’acide arachidonique. Ils ont une action a la
fois cytoplasmique et génomique, ayant pour conséquences une modulation de la transcription

et de ’expression des médiateurs (Dejean and Richard, 2012).
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En effet, les corticoides agissent par le biais d’un récepteur qui est composé de 3
domaines distincts : le premier domaine fixe les glycoprotéines (partie N-terminale), le second
sert & Dl’ancrage du complexe glucocorticoide- récepteur & I’ADN nucléaire (partie
intermédiaire), le troisieme domaine va activer ou bloquer le promoteur des géenes (partie C-
terminale). Ce récepteur est localisé dans le cytoplasme des cellules sous forme inactive et lié
a un complexe protéique dont la « heat-shock protein » HSP 90 (protéine de choc thermique)
et des immunophilines (protéines facilitant 1’association d’autres protéines) (Mitre-Aguilar et
al., 2015). Lorsque les glucocorticoides se fixent a leur récepteur, ils 1’activent, ceci induit
automatiquement une modification de la conformation du complexe protéique (protéines
chaperonnes) dans le cytoplasme. Conséquence, migration de I'ensemble ligand-récepteur dans
le noyau (translocation nucléaire) pour se fixer sur des séquences d’ADN spécifiques appelés :
les séquences GRE (Glucocorticoid Response Element). Ces séquences sont présentes sur le
promoteur des genes de nombreux médiateurs de la réponse inflammatoire. Les
glucocorticoides en se fixant donc sur le promoteur des génes vont soit bloquer I’action des
facteurs de transcription nucléaire qui jouent un réle important dans le cadre de la réponse a
I’agression tels que NF-KB, soit stimuler la transcription des génes (par exemple la lipocortine-
1, thymosine,..). En bref, les glucocorticoides se fixent sur le promoteur des génes des
médiateurs pro-inflammatoires et bloquent leur action (Roquilly et Asehnoune, 2019).

I1 est a noter que I’utilisation de ces corticostéroides a des inconvénients. Ils sont bien
connus pour provoquer I'nyperglycémie, une sensibilité accrue aux infections et des troubles
psychiatriques (Capet et al., 2021).

1.4.4.3. Les anti-inflammatoires naturels

Les composés phytochimiques issus du régne végétal et fongique sont tres nombreux avec
une gamme variée d’activités biologiques (Dhingra et al., 2018). Certains parmi eux, possédent
une activité anti-inflammatoire et ont pour cibles particuliéres la COX-1 et -2, les lipoxygénases
(LOX), le NO, la phospholipase A2 (PLA2), etc. Ces molécules présentent un intérét
grandissant car elles offrent des avantages par rapport aux anti-inflammatoires classiques, avec
moins d’effets secondaires (Maroon et al., 2010). On trouve parmi les molécules anti-
inflammatoires d’origine naturelle, la ciclosporine A, composé isolé du champignon
Tolypocladium inflatum. Elle est capable d’inhiber I'IL-2. La curcumine isolée de Curcuma
Zongu L. qui montre cliniquement une efficacité comparable a celle de la phénylbutazone.
L'oléorésine de diverses espéces de Copuiferu L. (Fabaceae), la magnoshinine et la
magnosaline, isolées des fleurs de Magnolia salicifolia, dont les essais pharmacologiques
réalisés confirment l'utilisation en médecine traditionnelle des fleurs contre I'inflammation

chronique des sinus.
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1.4.5. La Cytotoxicité

La cytotoxicité est la propriété d’un agent toxique a détruire des cellules vivantes, par
exemple : les médicaments cytostatiques. Cibles biologiques de 1’action des cytotoxiques Les
membranes cellulaires peuvent étre le siege d’altérations diverses telles que la peroxydation
lipidique, la perte de la perméabilité sélective de la membrane plasmique. Au niveau des
mitochondries, ces toxiques inhibent la phosphorylation oxydative, la bétaoxydation des acides
gras, la respiration cellulaire, et par conséquent, entrainent une chute de la concentration en
ATP.(Robert R., 2007)

Au niveau des lysosomes, ils inhibent les capacités de degradation de la cellule. Le
patrimoine génétique peut-étre altéré par les génotoxiques.

1.4.5.1. Mécanismes biochimiques impliqués dans la mort cellulaire

L’¢lévation de la concentration cytosolique en Ca2+ qui était maintenue grace a un
contréle trés strict du transport membranaire et par des réserves internes situées dans les
mitochondries et le réticulum endoplasmique, une rupture de cette régulation est souvent le
premier événement du développement de la toxicité cellulaire. (Robert R., 2007)

La déplétion en ATP et/ou la diminution du rapport ATP/ADP sont des événements
consecutifsa des atteintes mitochondriales directes ou indirectes, ils entrainent des troubles de
I’anabolisme, un arrét de la plupart des fonctions cellulaires essentielles, une ¢lévation du Ca2+
intracellulaire par inhibition des ATPases contrdlant I’homéostasie calcique. Une altération de
’état d’oxydoréduction lié¢ a I’effondrement du taux de glutathion réduit (GSH), ainsi que les
activités enzymatiques de la superoxyde dismutase et la catalase qui déterminent le statut
antioxydant des cellules.(Roger et al., 2005)

1.45.2. Méthodes d’études de la cytotoxicité

Il existe trois grands groupes de méthodes d’¢études de la cytotoxicité :

- des méthodes fondées essentiellement sur des perturbations de la perméabilité
membranaire ;

- des méthodes fondées sur des altérations de la prolifération cellulaire ;

- autres méthodes.
1.4.5.3. Méthodes fondées essentiellement sur des perturbations de la

perméabilite membranaire (Jean-Louis et Francois, 2006)
On distingue deux types :

- la méthodes de cytotoxicité utilisant des colorants : basées sur 1’utilisation d’un colorant qui, en
fonction de ses caractéristiques, pénétre dans les cellules vivantes ou mortes. La proportionrelative

des cellules colorées ou non est un reflet exact du nombre de cellules vivantes ou mortes et donc de
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la viabilité de I’ensemble de la population cellulaire, en relation directe avec la concentration du
toxique étudié.

Il existe 3 types de colorants :

- Les colorants vitaux ou d’exclusion (cellules mortes).

- Les colorants supravitaux ou d’inclusion (rouge neutre pour les cellules vivantes).

- Les colorants nécessitant une étape de métabolisation (sel de tétrazolium).

- la méthodes mesurant le relargage des molécules dans le milieu extra cellulaire : ces
méthodes comprenant une méthode enzymatique (mesure de I’activité de la LDH) et une
méthode radioactive (mesure de la libération du chrome radioactif (5ICr) lié de maniere non
covalente aux acides aminés basiques de protéines intracellulaires libérés par les cellules
mortes dans le milieu et quantifié par un compteur gamma (Jean-Louis et Frangois, 2006).

1.4.5.3.1. Méthodes fondées sur les altérations de la prolifération
Elles reposent sur le principe que tout effet toxique, en tuant des cellules ou en bloguant
le cycle cellulaire, diminue la prolifération de la population. On distingue 2 groupes de
méthodes : méthodes de numération, et les méthodes biochimiques qui quantifient I’ADN, les

protéines totales, reflet du nombre de cellules (Jean-Louis and Francois, 2006; Robert R., 2007;

Roger et al., 2005).

1.45.4.  Autres méthodes
Ils existent d’autres méthodes a principes différents, exemple : les méthodes
morphologiques fondées sur 1’étude des altérations cellulaires jusqu’a la lyse (Jean-Louis and

Francois, 2006; Robert R., 2007; Roger et al., 2005).
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CHAPITRE Il. RESULTATSET
DISCUSSIONS
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1.1.

ETUDES PHYTOCHIMIQUES

11.1.1. Extraction et isolement des constituants chimiques des plantes

étudiées

11.1.1.1. Extraction et isolement des constituants des écorces de

Boswellia dalzielii

Les écorces de B. dalzielii, préalablement séchées a I’air libre et réduites en poudre

(3,5Kgs), ont été placées dans un percolateur et macérées au méthanol (5 L) pendant 48 heures

Ecorces de B. dalzielii (3,5 Kgs)

Découpage - Séchage - Broyage
Percolation (MeOH)

A\ 4
Extrait brut de B. dalzielii (130 q) Rd=3,7 %
————MeOH/H20 2/8 (1L)
\ n-Hexane (0,5L x 4)
Précipité
\2 V
Extrait a I’hexane (2g) P1 Phase aqueuse
——— CH.Cl> (0,5L x 4)
\/ V4
Extrait au CHzCl. (23q) P2 Rd=18% Phase aqueuse
EtOAc (0,5L x 4)
VLC CH2Cl2/MeOH
100/0 - 10/1 \% V%
Phase aqueuse P4 Extrait a EtOAc (38,2q0) P3 Rd=30%
CC CH2Cl2/MeOH
l del12/1a1/1
\4
N
BDE1 D, D,
(19,4 mg)
CC CH2Cl2/MeOH \ 4 \ 4 \ 4
1a10/1
Rd=0,08% de 501410/ Ds BDE5 BDE6 BDE?
(53,2 mg) (24,5 mg) (11,5 mg)
\ 4 \ 4 \ 4 Rd=0,14% Rd=0,06% Rd=0,03%

4 ( 4

BDE2 BDE3 BDE4

(21,5 mg) (15,1 mg) (9.2 mg)
\_ . .

Rd=0,09% Rd=0,07% Rd=0,04%

Schéma 3: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des écorces de B. dalzielii

jusqu’a épuisement. Apres filtration, le filtrat a ét€ concentré a 1’aide d’un évaporateur rotatif a

40°C sous pression réduite pour conduire a I’obtention de 130g d’extrait brut. Une partie de cet
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extrait (115g) a ét¢ mise en suspension dans 1 L d’un mélange MeOH-H.O (2:8) puis
partitionnée avec 500 mL du n-hexane, du dichlorométhane et de 'acétate d’éthyle quatre fois

pour donner trois fractions et un résidu (Schéma 3).

11.1.1.1. Extraction et isolement des constituants chimiques des

racines de Echinops gracilis
Les racines de E. gracilis ont été découpées, séchées a ’air libre puis broyées finement.
La poudre obtenue (3,0 kgs) a été extraite a I’acétate d’éthyle (AcOEt) a froid par percolation
pendant 72 heures. Aprés concentration a 1’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite,
40 g d’extrait brut a été obtenue. 33.8 g de cet extrait a ét¢ soumis a la chromatographie sur
colonne (CC) de gel de silice avec Hex-AcOEt de polarité croissante (100:0 a 0:100).

L’isolement des constituants chimiques a été réalisé suivant le protocole ci-desous.
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Racines de Echinops gracilis (3 Kgs)

— Découpage — séchage — broyage
— Percolation a I’AcOEt (15L ; 72H)

Extrait a I’acétate de Echinops gracilis

Rd=1%
(40 g)
C.C: gel de Silice
- n-Hex/AcOEt (de 100 :0 a 0 :100)
- Puis AcOEt/MeOH (de 95 :5a90 :10)
Rd=15% Rd=3% Rd=8%
A (6.00 g) B (1.00 g) C (3.00 g) D (10 g) Rd=25% Rd=18% E (7.00 9)
(le)
‘ (1d)
( o
y EGF 2 C ¢
EGF 1 B’ (20 mg)
(12 mg) \- D1 D2 (1.59) Rd=15% (o)
Rd=1%
Rd=1%
(1d)
Rd=0.4% | Rd=0.4%
\L
. EGF 5 EGF 6
Légende : (6 mg) (6 mg)
(Ic), (1e), (11d) :C.C. gel de silice (Hex/AcOEt) (de 100 :0 a
0:100);
(1d): LH-20 Séphadex CH>Cl>/MeOH (de 100 :0 a 0 :100);
(lle) : C.C. gel de silice (CH.Cl2/MeOH: 20/1) ;
EGF 3 RA=0.1% B’ (52.5 mg)
(10 mg)
(lle)
Rd=0.2% EGF 7
(10 ma)
Schéma 4: Protocole d’extraction et d'isolement des composés des racines de Echinops gracilis
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1.1.1.1.

de Echinops gracilis

Extraction et isolement des constituants des parties aériennes

Trois kilogrammes de poudre issue des parties aériennes séchées ont été macerées a

température ambiante dans 12 L de MeOH pendant 72 H, pour donner 190 g d’extrait, apres

concentration a 1’évaporateur rotatif. Cet extrait a fait I’objet d’un épuisement a I’Hexane (0.5L
X 4) (P1°). La phase aqueuse de MeOH/H20 80% a été traitée avec de l'acétate d’éthyle
(EtOAC) (0.5L X 4), pour donner 19.5 g d'extrait (P2°). L'isolement des constituants chimiques

a eté effectué selon le protocole du schéma ci-dessous ;

Parties aériennes de Echinops gracilis (3

l

— Découpage - séchage - broyage
— Macération au MeOH ; 72 H

Extrait brut de Echinops

gracilis
(190a)

Rd=6%

-Solubiisation dans le mélange MeOH /H,0 80%,
- Epuisement a I’Hexane (0.5L X 4) P1’ puis a ’AcOEt
(0.5L X 4) P2°. résidu aqueux P3’

Extrait a I’AcOEt de Echinops

A (650 mg)

Rd=3%

-Filtration

y

-Lavage au MeOH

[ EGF8 (13.9 mg) A

Rd=2%

gracilis Rd=10%
(19.5g)
C.C gel de silice
(CH2Cl2/MeOH: de 30/1 a 1/1)
A 4
Rd=1% Rd=1% \L Rd=4% Rd=2%
B(152 me) C (254 mg) D (855 mg) E (485 me)
-Filtration — C.C gel desilice
-Lavage au MeOH — (CH2Cl2/MeOH: 20/1)
\A \%
[ EGF9 (18.9 mg) ] B, v v
Rd=2% [ EGF10 (8 mo) ] E’

Rd=12%

Schéma 5: Protocole d’extraction et d’isolement des composés des parties aériennes de Echinops gracilis
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Récapitulatif des composeés isolés

Boswellia dalzielii

Flavonoide
BDE2
105 : 7-hydroxy-4’-méthoxy-6-(-O--D-
glucopyranosyl)-flavone
H H
BDE6
106: 4'-méthoxy -3-O-p-D-glucopyranosyl-
E-resvératrol
Stilbénes
Compose BDE7
107:4°-méthoxy -3-O-[2"'-O-
rhamnopyranosyl)-xylopyranosyl]-(E)-
resvératrol
o
HO N Me
Dérivés o
d’acide OH
benzoiques BDE4

108: Gallate de méthyle
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OH

Stérol
BDE1
109: 3-O-p-D-glucopyranosyl-g-sitostérol
OH
6
HO 0 ]
sucre HO oH
OH
BDE3
110 : a-D-glucopyranoside
Echinops gracilis
Flavonoides

EGF7
53: Quercétine
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Composé EGF8
111: 7-O-(4"-feruloyl)-g-D-glucopyranosyl apigénine

Compose EGF9
112: 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-g-D-glucopyranosyl-apigénine

EGF10
113: 7-O-p-D-glucopyranosyl apigénine

Phényl
propanoides

H;CO

OH
EGF1
114: Erythrinasinate

o 10\V\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)

5 25"

23

1
e

HyCO

OH

EGF2
115: Vogélate
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EGF3

Composé EGF4
116: Acide p-coumarique

30

EGF5
117: Acide ursolique

Triterpénes
pentacyclique

EGF6
118: Acide oléanolique
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11.1.2. Analyses structurales des composés isolés
11.1.2.1. Analyses structurales des composés isolés des écorces de
Boswellia dalzielii.
I1.1.2.1.1. Identification du stérol BDE1

Le composé BDE1 se présente sous forme de solide amorphe blanc soluble dans le
chloroforme. Il donne avec le réactif de Liebermann Burchard une coloration bleu—verdatre
indiquant qu’il est un stéroide. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion pseudo
moléculaire [M+H] © a m/z=577 correspondant a la formule brute CssHes0Os renfermant 6
insaturations.

L’analyse du spectre RMN H de ce composé (Figure 27) montre des déplacements
chimiques dans l'intervalle de 0,77-0,94 , suggérant ainsi la présence des méthyles (12H, H-19,
26, 27, 24). On observe un singulet a 0,64 attribué aux protons méthyléniques (H-29). Le proton
oléfinique est observe a 5,35 . Les signaux observés a 0,87 et 0,88 sont attribues aux protons
méthyléniques du fragment isopropényle. Des protons méthyliques (H-19) ont été observés a
0,95. Dans la zone de 2,89-4,27 , on observe les protons du glucose sous forme de multiplet. Le
proton du groupe -CH du glycoside (proton anomérique) résonne a 4,20 sous forme de doublet
avec une constante de couplage J = 7,9 Hz suggérant qu’il s’agit d’un S glucside. Le proton H-
3 aété observé a 2,98 . Les protons d’hydroxyle du fragment osidique ont montré une résonance
entre 3,37-3,55 et ont été attribué respectivement, aux protons des carbones C-2 ', C-3' C-4 ‘et
C-6".

s RO - L - L gzeg 52 578853 : EEEEELS
BRE™ H DMSQY 75 S W7 K NSNS SN T Lasoo
/ [~ 3000
’ [~ 2800
/ 2600

/ (]
J s / / / / I J [ 2400

2200

[~ 2000

1800

1600

[~ 1400

1200

[~ 1000

800
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400

L’ZOD
g -0
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&
2
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Figure 27: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) du composé BDE1
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Figure 28: Spectre RMN *C (100 MHz, DMSO-d6) du composé BDE1

Le spectre de RMN 3C du composé BDE1 (Figure 28) indique 35 signaux de carbone,
dont 6 sont pour le fragment osidique et 29 carbones attribuables au fragment de 1’aglycone.
Les signaux de carbone du fragment osidique observés a 61,2 (C-6 ), 70,2 (C-4), 73,6 (C-2 "),
76,9 (C-5), 77,0 (C-3), et 100,9 (C-1 ) sont bien compatibles avec ceux du fragment
glycopyranosyle. Les signaux de 1’aglycone sont observés a 140,6 (C-5), 121,4 (C-6), 48,7 (C-
3), 56,3 (C-14), 55,55(C-17), 49,7 (C-9), 45,3 (C-22), 42,0 (C-13), 30,8 (C-4), 38,4 (C-12), 37,0
(C-1), 36,4 (C-10), 35,6 (C-18), 33,5 ( C-20), 31,5 (C-7), 31,6 (C-8), 29,4 (C-2), 28,8 (C-25),
27,0 (C-16), 25,5 (C-21), 24,0 (C -15), 22,7 (C-23), 20,7 (C-11), 19,8 (C-26), 19,3 (C-27), 19,0
(C-19), 18,7 (C-28), 11,9 (C- 24) et 11,8 (C-29) .

La comparaison de toutes ces données avec celles de la littérature (Tableau 14) nous a

permis d’attribuer a BDE1 la structure (119) qui est celle du 3-O-p-D-glucopyranosyl-p-
sitostérol (Peshin et al., 2017).

21

BDE1
119: 3-O-p-D-glucopyranosyl-g-sitostérol
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Tableau 14: Données de RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) de BDE1 comparées a

celles de la littérature (100 MHz, CDCls)

Composé BDEL1 | Littérature (Peshin et al., 2017).
Position oc oc
1(CH>) 37,0 36,8
2(CH>) 29,4 29,3
3(CH) 76,9 76,9
4(CHy) 39,4 39,3
5(qC) 140,6 140,4
6(CH) 121,4 121,2
7(CH>) 31,6 31,4
8(CH) 30,9 31,3
9(CH) 49,7 49,6
10(qC) 36,4 36,2
11(CH>) 20,7 20,6
12(CH>) 38,4 38,3
13(qC) 42,0 41,8
14(CH) 56,3 56,1
15(CH>) 24,0 23,8
16(CH>) 28,0 27,8
17(CH) 55,6 55,4
18(CH5) 11,8 11,6
19(CH5) 19,3 19,1
20(CH) 35,6 35,5
21(CHs) 18,8 18,6
22(CHy>) 33,5 33,3
23(CH>) 25,5 25,4
24(CH) 45,3 45,1
25(CH) 28,8 28,6
26(CHs) 19,9 19,7
27(CH?s) 19,1 18,9
28(CHy>) 22,7 22,1
29(CH?5) 11,8 11,8
1’(CH) 100,9 100,7
2’(CH) 73,6 73,4
3’(CH) 77,0 76,9
4’(CH) 70,2 70,0
5°(CH) 76,9 76,7
6’(CH>) 61,2 62,8
11.1.2.1.2. Identification du flavonoide BDE?2

Le composé BDE2 se présente sous forme d’un solide amorphe jaune, soluble dans le
méthanol. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire [M+H] *
am/z= 446,12, correspondant a la formule brute C22H22010, renfermant 12 insaturations.

L’exploitation du spectre RMN *3C de BDE2 (Figure 30) nous montre des signaux

correspondant a un total de 22 carbones. Dans la zone des champs forts, on observe le signal
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d’un méthoxyle a & 54,9 ; les carbones d’un sucre a o 60,2;

69,1 ;72,9 ;76,5 ;76,9 ;100,4 qui correspondent a ceux d’un glucose (Agrawal et al., 1992; De
Bruyn etal., 1975)

signaux des

Dans la zone des champs faibles, on observe les signaux des carbones oléfiniques o
et B aod 128,8 et 129,7, respectivement ; les signaux tres intenses des carbones du systeme
aromatique AA’BB’ a 6 127,4 et 115,1.

Son spectre RMN H (Figure 29) présente des signaux correspondant, aprés intégration,
a un total de 22 protons. Dans la zone des champs forts, on observe les signaux des protons du
glucose parmi lesquels, le doublet du proton anomerique a 6 4,80 avec une constante de
couplage 7,5 Hz. On observe aussi le singulet de trois protons du méthoxyle a 8 3,73. Dans la
zone des champs faibles, on observe 02 doublets a 6 6,93 et 7,52 correspondant a un systéme

aromatique AA’BB’; on observe également des singulets a 6 6,58 ; 6,75 et 6,96 correspondant

respectivement, aux protons H-8, H-3, H-5 d’une chromone trisubstitué
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Figure 29: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé BDE2
Sur son spectre HMBC (Figure 31), nous observons :

T
2.0

e La corrélation entre le proton anomérique a 4,78 ppm et le carbone C-6 a 161,4

ppm qui permet d’établir la jonction entre le fragment osidique et 1’aglycone en

position 6 ;

e Lacorrélation entre les protons du méthoxyle a 3,74 ppm et le carbone C-4’ a 162,4

ppm qui permet d’établir la jonction entre le groupement méthoxyle et I’aglycone

en position 4’
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Figure 30: Spectre RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) du composé BDE?2
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Figure 31: Spectre HMBC du composé BDE2

Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 15) (Redaelli et al .,

1980) nous permettent d’attribuer a BDE2 la structure (120) qui est celle du 7-hydroxy-4’-

méthoxy -6-(-O-f-D-glucopyranosyl) -flavone.
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HO
HO

BDE2
120 : 7-hydroxy-4’-méthoxy-6-(-O-g-D-glucopyranosyl)-flavone
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Tableau 15: Données de RMN *3C (100 MHz, DMSO-d6) de BDE2 comparées a celles de
la littérature (100 MHz, DMSO-d6)

Littérature (Agrawal et al.,
Composé BDE2 1992; Carola et al., 2006;
Redaelli et al., 1980)
Position | oc on (nH, Jen Hz, m) oc
2 164,7 164,0
3 102,7 6,75 (1H, s) 102,8
4 182,4 181,6
5 99,9 6,96 (1H, s) 99,7
6 161,9 161,0
7 163,4 162,6
8 95,3 6,58 (1H, s) 94,6
9 157,4 156,6
10 105,5 105,5
r 121,4 120,7
22;6> | 1291 7,51 (2H, J=8,5, d) 128,3
35 | 1164 6,93 (2H, J=8,5, d) 115,7
4 161,4 160,8
O-CH3 | 54,9 55,5
1”7 100,3 4,80 (1H, J=7,5, d) 99,3
2” 73,6 3,30-3,33 (1H, m) 73,0
3”7 77,6 3,30-3,33 (1H, m) 77,0
47 69,9 3,40-3,45 (1H, m) 69,4
5” 76,9 3,40-3,45 (1H, m) 76,3
6” 61,0 3,86 ; 3,40-3,45 (1H, m) 60.5
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I1.1.2.1.3. Identification du sucre BDE3

Le compose BDES3 se présente sous forme de cristaux incolores. Il fond entre 148 et
150°C et réagit positivement au test de molish caractéristique des sucres. Son spectre de masse
ESI TOF présente le pic de I’ion pseudo moléculaire [M+H] * a m/z = 181,06, correspondant a
la formule moléculaire brute CeH120e, renfermant 01 instauration.

Son spectre RMN H (Figure 32) présente un ensemble de signaux correspondant, aprés
intégration, & un total de 12 protons. Tous ces signaux sont observés dans la zone des champs
forts, en particulier, le doublet du proton anomérique a 6 4,89 avec une constante de couplage
de 3.5Hz suggeére la configuration d’un o-glucose. Les multiplets dans les intervalles de

déplacements chimique 3,00-3,20 et 3,45-3,70 sont caractéristiques des protons du glucose.
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Figure 32: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé BDE3
Le spectre *C (Figure 33) montre six signaux caractéristiques des pics du glucose avec un
signal & 92,26 attribuable au carbone anomérique et confirmé par le spectre *H avec la présence
a 4.89 du signal du proton anomérique avec une constante de couplage de 3.5Hz qui nous
indique qu’il s’agit du a-D-glucose qui sera la structure numéro (121). La comparaison des
données expérimentales avec celles de la littérature (Agrawal et al., 1992) est consignée dans
le Tableau 16.

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 92



missi 3.11.fid 8 X 2983 g 2
BDE 3 C13 DMSO E = RRRR © s
(I e |
{- 400000
f 350000
{- 300000
250000
{ 200000
f 150000
f- 100000
: 0 {50000
|
|
. } I m l ] Lo
E
=
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 920 80 70 60 50 40 30 20 10 o -10

100
f1 (ppm)

Figure 33: Spectre RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) du composé BDE3

OH

(o)
HO

HO
OH
OH

BDE3
121 : a-D-glucopyranoside
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Tableau 16: Données de RMN H (400 MHz, DMSO-d6) et *C (100 MHz, DMSO-d6) de
BDE3 comparées a celles de la littérature (100 MHz, pyridine-ds) (Agrawal et al., 1992)

BDE3 Littérature (Agrawal et al., 1992)
Position | c | o1 (nH, Jen Hz, m) dc OH (nH, J en Hz, m)
1 92,3 14,89 (1H,J=3,6,d) 93,0 | 5,23(1H, J= 3,6, d)
2 72,4 | 3,06 (1H, m) 72,4 | 3,54(1H, m)
3 73,1 | 3,49 (1H, m) 73,7 | 3,72(1H, m)
4 70,6 | 3,00 (IH, J=8,4;8,4,1) | 70,7 | 3,42(IH, J=8,4,;8/4, 1)
5 72,0 | 3,57 (1H, m) 72,3 | 3,84(1H, m)
6 61,3 | 4,57 (2H, m) 61,8 | 3,76. 3,84(2H, m)
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I1.1.2.1.4. Identification structurale du dérivé d’acide benzoique BDE4

Le composé BDE4 se présente sous forme de solide jaune, soluble dans le méthanol. Il
fond entre 261 et 262 °C et répond positivement au test du chlorure ferrique, caractéristique des
phénols. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire [M+H] * a

m/z=185,14, correspondant a la formule brute CsHgOs renfermant 05 insaturations.
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Figure 34: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) du composé BDE4
Le spectre RMN H du composé BDE4 (Figure 34) montre un singulet & du 3,75
correspondant a un groupement méthoxyle, un singulet a o+ 6,94 attribuable a 2 protons d’un
noyau benzénique tétrasubstitué et un signal large de faible intensité a 9,20 caractéristique de
3 H phénoliques.
Son spectre RMN 3C (Figure 35) montre 06 signaux de carbone dont 01 & ¢ 51,7
assimilable au carbone d’un groupement méthoxyle, un pic a 166,80 correspondant au carbone
d’un groupe carboxyle et 4 autres signaux entre 108,94 et 146,06 renvoyant aux carbones d’un

noyau benzénique dont certains sont déblindés par la présence d’atomes d’oxygenes.
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Figure 35: Spectre RMN %3C (100 MHz, DMSO-d6) du compose BDE4
L’ensemble de ces données comparées a celles de la littérature (Tableau 17) (Lee et al.,
2005) ont permis d’identifier BDE4 comme étant la structure (122) qui est celle du gallate de
méthyle.

O

Me
HO_ 2 /

HO

OH

BDE4
122: Gallate de méthyle
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Tableau 17: Données de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) et *C (100 MHz,
DMSO-d6) de BDE4 comparées a celles de la littérature RMN ‘H
(300 MHz, MeOD) et 13C (75 MHz, MeOD)

Position BDE4 Littérature (Lee et al., 2005)
d6c | én(nH, Jen Hz, m) | dc gallate de méthyle | 61 (nH, J en Hz, m)
1 138,5 139,8
2,6 |1086 6,93 (2H, s) 146,5 7,03 (2H, s)
3,5-OH | 1457 110,7
4-OH | 1194 1215
O=C |166,5 169,1
O-CHs | 51,7 3,74 (3H, s) 52,3 3,81 (3H, s)

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro

97



I1.1.2.1.5. Identification du dérivé d’acide benzoique BDE5
Le composeé BDEDS se présente sous forme de solide jaune soluble dans le méthanol ; il
fond entre 209 et 211°C et répond positivement au test du Chlorure ferrique caractéristique des
phénols. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire [M+H] * a
m/z = 171,02 correspondant a la formule brute C7HsOs renfermant 5 insaturations.
Son spectre RMN H (Figure 36) présente quatre signaux regroupés dans la zone des
champs faibles correspondant, aprés intégration, a 06 protons. On observe notamment:
e 01singuletad 6,91 correspondant a 02 protons équivalents du cycle aromatique ;
e 03 singulets a & 9,18 et 12,22 , correspondant respectivement aux protons des
groupements hydroxyle, & savoir 01 OH en para, 02 OH en méta et 01 OH de I’acide

carboxylique.
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Figure 36: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du composé BDES.
Son spectre RMN 3C (Figure 37) présente, un total de 05 signaux dans la région des
champs faibles, correspondant, apres intégration a un total de 07 carbones dont 06 carbones

aromatiques et 01 carbonyle d’acide carboxylique
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Figure 37: Spectre RMN *3C (100 MHz, DMSO) du composé BDE5

Toutes ces informations comparées a celle de la littérature (Tableau 18) (Sravan et al.,
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2015), nous permettent d’attribuer au composé BDES, la structure (56) qui est celle de I’acide

gallique

HO

HO

(0
2
1
OH
OH
BDE5

56: acide gallique
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Tableau 18: Données de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) et *3C (100 MHz,
DMSO-d6) de BDES comparées a celles de la littérature RMN *H (300 MHz, DMSO-d6)
et 13C (75 MHz, DMSO-d6)

. BDES5 Litterature (Sravan et al., 2015)
Position i i
oc | on(nH, Jen Hz, m) | 6c Acide gallique | 61 (nH, J en Hz, m)
1 120,5 120,4
2,6 108,8 6,91 (2H, s) 108,7 6,91 (2H, s)
3,5-OH | 1455 9,22 145,4 9,18
4-OH | 1381 138,0
O=C-OH | 167,6 12,15 167,5 12,22
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I1.1.2.1.6. Identification du stilbene BDE6

Le composé BDEG se présente sous forme de poudre blanche soluble dans le méthanol.
Il est positif au test du chlorure ferrique caractéristique des phénols. Son spectre de masse ESI
MS présente le pic de I’ion pseudo moléculaire [M+H] * a m/z= 405,15 correspondant a la
formule brute C21H240g renfermant 10 insaturations.

Son spectre RMN 3C (Figure 38) présente des signaux correspondant a un total de 21
carbones. Dans la zone des champs forts, on observe le signal d’un méthoxyle a 6 55,7 ; les
signaux a 6 des carbones du glucose parmi lesquels le signal du carbone lié au proton
anomérique a 6 102,4 et celui du méthylene a 6 62,6 (Agrawal et al., 1992; De Bruyn et al.,
1975);

Dans la zone des champs faibles, on observe les signaux des carbones oléfiniques o

et B aod 128,8 et 129,7, respectivement ; les signaux tres intenses des carbones du systeme

14126
6259
57

sssss

BDE 6.10.fid E55
13C Methanol | [

ooooo

00000
ooooo

00000

vvvvv

)

77777

1 20

5 10

fffffff

Figure 38: Spectre RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6) du composé BDE6
Son spectre RMN *H (Figure 39) présente des signaux correspondant, aprés intégration,
a un total de 24 protons. Dans la zone des champs forts, on observe :

e Lessignaux du glucose entre 3,35 et 5,00 en particulier le doublet du proton anomérique
a6 4,90 avec une constante de couplage de 7,37 Hz indiquant une configuration £ du
glucose (Agrawal et al., 1992; De Bruyn et al., 1975);

e Lesingulet intense a 6 3,80 correspondant au méthyle d’un groupement méthoxyle.
Dans la zone des champs faibles, on observe :

e 03 singulets large bande a 3 6,46, 6,63, 6,81 , correspondant aux protons d’un noyau
benzénique trisubstitué ;

e 02 doublets & 5 6,89 et 7.05 avec une constante de couplage de 16 Hz, correspondant

aux protons oléfiniques o et B, respectivement en position trans ;
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e (02 doublets a 6 6,90 et 7,45 avec des constantes de couplage de 8.8 Hz correspondant

aux protons aromatiques d’un systeme AA’BB’.
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Figure 39: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) du composé BDE6

Sur son spectre HMBC, on observe :
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e les corrélations entre les protons du fragment oléfiniques H-A (6 6.89) et H-B (6
7.03) et les carbones C-1 a 6 141.2, C-2 a6 108.1 et C-6 a 8 107.8 du cylcle A
d’une part et ceux du cycle B(C-1"a 6 131.3 et C-2°,6" a 6 128.9) d’autre part,

ce qui nous permet de joindre tous ces fragments en un squelette de type

stilbéne ;

e lacorrélation entre le proton anomérique du glucose H-1" a6 4,81 et le

carbone en position 3 a 8 160.4 du cycle A, permet de rattacher le glucose en

position 3 du stilbéne ;

OCHs (3,80 ppm)
H-1°(4,90ppm)
A Jla_a_s, \J .}.‘_),J
BDE6.25.ser ' ::0
HMBCGP Methanol
20
30
oW vi‘! L) |60

le

IR 1Y] »

C-4’ (160,3)

Ll U__._l
&

1] g a 2

o § ufgaio, 130
L

150

i [ TR [ & 160

’ F170
. F180
t F190

C-3 (160,4) ppm)

T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25
2 (ppm)

f1 (ppm)

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro

102



Toutes ces informations comparées a celle de la littérature (Tableau 19), nous ont permis
d’attribuer au composé BDESG la structure (123) du 4’-méthoxy -3-O-f-D-glucopyranosyl-(E)-
resveratrol (Dai et al., 2009).

BDEG6
123: 4'-méthoxy -3-O-p-D-glucopyranosyl-E-resvératrol
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Tableau 19: Données de RMN H (400 MHz, MeOH) et 13C (100 MHz, MeOH) de
BDEG6 comparées a celles de la littérature RMN tH (600 MHz, MeOH) et *C (150 MHz,

MeOH
Position BDE6 Littérature (Dai et al., 2009)
oc on (nH, J en Hz, m) 6c | dn(nH, Jen Hz, m)
1 141,3 139,2
2 107,1 6,83 (1H, brs) 105,2 6,75 (LH, brs)
3 160,4 158,6
4 104,2 6,59 (1H, m) 102,9 6,36 (LH, m)
5 159,6 158,4
6 108,4 6,77 (1H, brs) 107,2 6,60 (1H, brs)
A 128,8 6,94 (1H, J=16,2, d) 126,0 | 6,87 (1H, J=16,2, d)
B 129,7 7,04 (1H, J=16,2, d) 128,1 | 7,09 (1H, J=16,2, d)
r 131,4 129,1
2,6 127,4 7,45 (1H, J=8,4, d) 127,7 | 7,48 (1H, J=8,4, d)
3,5 | 1151 | 6,92(1H,J=84,d) |1142| 6,92 (1H,J=84, d)
4 160, 3 158,8
4’-OCHs | 55,7 3,79 (3H, s) 55,1 3,73 (3H, s)
Glucose
17 1024 | 4,90 (1H,J=7,2,d) |100,8| 4,81 (1H,J=7,2, d)
27 75,0 3,30-3,33 (1H, m) 73,0 3,38 (1H, m)
37 78,3 3,30-3,33 (1H, m) 76,6 | 3,20-3,34 (1H, m)
47 714 3,40-3,45 (1H, m) 69,8 3,16 (1H, m)
57 76,1 3,40-3,45 (1H, m) 76,2 3,16 (1H, m)
6’ 62,6 |3,86;3,40-3,45(1H, m) | 60,4 | 3,48;3,70 (1H, m)
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I1.1.2.1.7.  Détermination structurale du stilbéne BDE7
Le composé BDE7 se présente sous forme de cristaux blancs solubles dans le méthanol ;
il fond entre 190 et 192°C et répond positivement au test du chlorure ferrique caractéristique
des phénols. Son spectre de masse en LC MS (Figure 40) présente le pic de I’ion pseudo

moléculaire (M+H)*a m/z = 521.1999, correspondant a la formule brute C2sH32011 renfermant

Intens. | i CBF_BDE7_01_036.d :+MS ? 3.2min #1580
el . 449.1079
] bl +
2.5 282.0741
1 ' [M+H1 m/z=521.1999
: 1+
2.0 471.0904 C26H32011
] 11 insaturations
1.5
1.0
. 521.15999
0.5 561.1025
. 434.0743 501.1007
= L b
0.0 ' ! SR
350 375 400 azs 450 475 500 525 550 miz

11 insaturations.

Figure 40: Spectre LC-MS du composé BDE7

Son spectre RMN 3C (Figure 41) présente un total de 25 signaux correspondant & un
total de 26 carbones dont 13 carbones dans la zone des champs forts, correspondant a 01
méthoxyle a4 57,7 ; 05 carbones du xylose, particulierement le carbone anomérique a 6 102,3 ;
le carbone méthylénique a & 67,5 et 06 carbones du rhamnose dont le carbone anomérique a 6
102,0, le carbone méthylique a 6 17,9 (Agrawal et al., 1992; De Bruyn et al., 1975). Dans la
zone des champs faibles, on observe les carbones de la double liaison & 3 126,4 et 139,9 ; les
carbones aromatiques du systétme AA’BB’ a6 116,7 et 128,9 ; les carbones du cycle aromatique

trisubstitué.
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Figure 41: Spectre RMN 3C (100MHz, MeOD) du composé BDE7
Son spectre RMN H (Figure 42) présente 20 signaux repartis sur 02 zones

correspondant, aprés intégration, a un total de 34 protons.
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Dans la zone des champs faibles, on observe des signaux caractéristiques d’un squelette
de type stilbéne (Ha et al., 2020) notamment, trois triplets a & 6,46 ; 6,66 ; 6,73 correspondant
a 03 protons d’un cycle aromatique trisubstitué ; des doublets a & 6,89 et 7,03 avec des
constantes de couplage de 16,4 Hz, correspondant a deux protons en position trans d’une double
liaison disubstituée. Enfin, on observe 02 doublets (2H) a 6 6,90 et 7,46 avec des constantes de
couplage de 8,6 Hz, correspondant a un systéme AA’BB’(Ha et al., 2020).

Dans la zone des champs forts, on observe des signaux des protons du xylose et du
rhamnose entre & 3,20 et 5,00, en particulier le proton anomérique du xylose a 4,88, le proton
anomérique du rhamnose a 6 4,73 et son méthyle a 6 1,20 . On observe dans la méme zone a 6

3,79 un singulet (3H), correspondant a un groupement méthoxyle.
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Figure 42: Spectre RMN *H (400MHz, MeOD) du composé BDE7

Sur son specte HMBC (Figure 43) on observe :
o les corrélations entre les protons du fragment oléfinique H-A (6 6.89) et H-B (6 7.03) et
les carbones C-1 a & 141.2, C-2 a 6 108.1 et C-6 a 6 107.8 du cylcle A d’une part et ceux du
cycle B(C-1"ad 131.3 et C-2°,6” a 6 128.9) d’autre part, ce qui nous permet de joindre tous

ces fragments en un squelette de type stilbene ;
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e lacorrélation entre le proton anomérique du xylose H-1"" a 5 4.88 et le carbone

en position 3 a 6 160.4 du cycle A, permet de rattacher le xylose en position 3

du stilbéne ;

e lacorrélation entre le proton anomérique du rhamnose H-1""" a 5 4.73 et le

carbone en 2°” a 6 74.9 du xylose, permet de faire une jonction 1°”’

le rhamnose et le xylose.
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Figure 43: Spectre HMBC ducomposé BDE7

Sur la base de toutes ces analyses (
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Tableau 20) et des données de la littérature, la structure (124) ci-dessous a été attribuée
au composé BDE7 qui est celle du 4’-méthoxy-3-O-[2"-O-rhamnopyranosyl)-xylosyl]-(E)-

resveratrol un nouveau stilbéne glycosylé.

HO

Composé BDE7
124:4°-méthoxy -3-O-[2""-O-rhamnopyranosyl)-xylopyranosyl]-(E)-resvératrol
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Tableau 20: Données de RMN H (400 MHz, MeOD) et 13C (100 MHz, MeOD) de

BDE7
Position BDE/
6c | on(nH,JenHz, m) | HMBC

1 141,2 6,89 ; 7,03

2 108,1 6,66 (1H; s) 6,89 ; 7,03

3 160,9 4,88

4 102,3 6,46 (1H; s)

5 159,6

6 107,8 6,73(1H; s) 6,89 ; 7,03

A 127,4 | 6,89 (1H; J=16,3; d)

B 129,7 | 7,03 (1H; J=16,3; d)

1’ 131,3 6,89 ; 7,03
2,6 128,9 | 7,46 (2H; J=8,8;d) | 6,89 ; 7,03
3,5 115,1 | 6,90 (2H; J=8,8; d)

4 160,4

4’>-OCHs | 55,7 3,79 (3H; s)
Xylose

17 102,3 | 4,88 (1H; J=7,6; d)

2” 74,9 | 3,30-3,33 (1H, m) 4,73

3 77,9 | 3,30-3,33 (1H, m)

4” 71,3 | 3,40-3,45 (1H, m)

5 67,5 | 3,40-3,45 (1H, m)

Rhamnose
1’ 102,0 | 4,73 (1H; J=16; d)
2> 72,3 | 3,40-3,45 (1H, m)
3 72,1 3,68 (1H, m)
4> 74,1 | 3,30-3,45 (1H, m)
5 69,8 | 3,40-3,45 (1H, m)
6>’ 17,9 | 1,21 (3H; J=6,2; d)
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11.1.3. Investigation phytochimique des racines de Echinops gracilis
11.1.3.1. Analyses structurales des composeés isolés
1.1.3.1.1. Identification du phénylpropanoide EGF1
Le composé EGF1 se presente sous forme de cristaux blancs sous forme d’aiguille,
soluble dans le chloroforme. Il fond entre 78 et 80°C et réagit positivement au test des phénols
avec du chlorure ferrique. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de I’ion pseudo
moléculaire [M+H]" & m/z 587.50, correspondant a la formule brute C3sHssO4 renfermant 06
insaturations.
Son spectre RMN H (Figure 44) présente des signaux correspondant, aprés intégration
a un total de 66 protons. Dans la zone des champs forts, on observe :
e Ol tripleta s 0.88 correspondant a un méthyle terminal ;
e 01singulet large a 6 1.28 correspondant a 24 protons méthyléniques aliphatiques ;
e 01 multipleta d 1.69 correspondant aux protons d’un méthyléne ;
e 01singuletad 3.96 correspondant aux protons d’un méthoxyle ;
e Oltripleta 6 4.18 correspondant aux protons d’un méthyléne déblindé par un oxygene.
Dans la zone des champs faibles, on observe :
e 02 doublets a 6 6.29 et 7.62 avec des constantes de couplage de 16 Hz,
correspondant aux protons oléfiniques ;
e 02doubletas 6.92 et 7.09 avec des constantes de couplage de 8.4Hz, correspondant
a deux protons d’un noyau aromatique positionnés en ortho;
e 01 singulet large bande a 6 7.03 , correspondant & un proton aromatique, positionné

en ortho et méta vis-a-vis des autres protons aromatiques.
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Figure 44: Spectre RMN *H (500MHz, CDCI3) du composé EGF1
Son spectre RMN®C ATP (Figure 45) présente 22 signaux parmi lesquels : 02 signaux
de méthyles a6 14.1 et 55.9, correspondant respectivement au carbone du méthyle d’une chaine

aliphatique et du méthyle d’un méthoxyle ; 07 signaux des carbones methyléniques dont le plus
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intense a 6 29.2 correspondant a un ensemble de carbones méthyléniques équivalents ; 02
signaux de carbones sp? oléfiniques protonés a & 109.2 et 144.6 ; 03 signaux de carbone sp?
aromatiques protonés a § 115.6, 114.7 et 123.0 ; 03 signaux de carbone sp? aromatiques non
protonés a 6 127.0, 146.7 et 147.9 . Soit un total, apres intégration, de 38 carbones.

2014.10_EGF1
EGF1
C13 APT CDCI3

— 12638
— 128
154
— 1910
4464
5600
19

/ U [

Figure 45: Spectre RMN 13C (125MHz, CDClz) du composé EGF1
Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 21)
(Ali et al., 2011), ont permis d’attribuer a EGF1 la structure (125) qui est celle de

I’érythrinasinate

EGF1
125: Erythrinasinate
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I1.1.3.1.2. Identification du phénylpropanoide EGF2
Le composé EGF2 se présente comme des cristaux blancs en forme d’aiguilles, soluble
dans le chloroforme. Il fond entre 124 et 125°C et réagit positivement au test des phénols avec
du chlorure ferrique. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire
[M+H]" a m/z 603.49, correspondant a la formule brute CsgHesOs renfermant 06 insaturations.
Son spectre RMN *H est similaire a celui de EGF1 a la seule différence que le triplet du
méthyle terminale a 6 0,88 est remplacé par le triplet du méthyléne terminale déblindé par un

oxygene a 6 3,58 (Figure 46).
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Figure 46: Superposition des spectres RMN 'H (500MHz, CDCIls) du composé
EGF2 et EGF1
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Son spectre RMNC ATP est similaire a celui de EGF1 a la seule difference d’un signal de
méthyle terminal absent (Figure 47).
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Figure 47: Superposition des Spectres RMN 3C (125MHz, CDCls) du composé EGF2 et

EGF1

Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 21) (Ali et al.,
2011), ont permis d’attribuer a EGF2 la structure (126) de la vogélate

EGF2
126: Vogélate
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Tableau 21: Données de RMN H (500 MHz, CDCls) et 13C (125 MHz, CDCI3) de
EGF1 et EGF2 comparées a celles de la littérature RMN 'H (400 MHz, CDClzs) et 13C (100

MHz, CDCls)
EGF1 EGF2 Littérature (Ali et al., 2011)
oH (nH
. ’ on (nH, J on (nH, J
N oc | on(nH,JenHz,m) | oc | J epn;—lz, oci en Hz, m) oc2 en Hz, m)
1 167,4 - 168,7 - 167,4 - 167,3 -
6,30 (1H, | 109,3 109,2
_ T ’ ' 6,27 (1H, J "1 6,27 (1H,
2 109,2| 6,29 (1H,J=16,d) | 1104 | J —d)16 - 16,0, d) 3= 16, d)
7,61 (1H, | 144,6 7,59 (1H, J 1445 | 7,59 (1H,
3 144,6 | 7,62 (1H,J =16,0,d) | 145,6 | J =16,0, J ’ J=16,0,
d) = 16,0, d) d)
1' 127,0 - 126,8 - 127,0 - 127,5 -
' 7,07 (1H, | 115,7| 7,02 (1H, | 115,6| 7,01 (1H,
2 115,6 7,03 (1H, br,s) 115,9 br.s) br.s) 3=1,8, d)
3 146,7 148,2 147,9 147,8
4' 147,9 - 149,2 - 146,7 - 146,1 -
6,87 (1H, | 114,7 114,6
. _ T ’ " | 6,89 (1H, J "1 6,89 (1H,
5 1147 | 6,92 (1H,J=8,4,d) | 1150 | J —d§3,4, = 8.4, d) 3=81, d)
7,08 (1H, | 123,0 123,0
. _ = ' | 7,05 (1H, J " | 7,06 (1H,
6 1230 | 7,09 (1H,J=84,d) [ 1231 | J _dz)3,4, ~8.1:88. d) 1284, d)
4,19 (2H, | 64,6 64,5
" _ o ’ ’ 4,16 (2H, J ’ 4,16 (2H,
1 64,6 | 418(2H,J=6,4,1t) | 64,7 | J —t)6,4, =64, 1) 1=6.6, 1)
" 1,71 (2H, | 28,8 1,69 (2H, 28,7 | 1,67 (2H,
2 28,8 1,69 (2H, m) 28,7 m) m m
3" 26,0 26,2 26,0 26,3
4" 29,7 29,8 29,4 29,4
5"to24" | 29,2 29,5 1,55 29,7 29,6
250 295 1,28 (br,s) 202 (brs) 293 1,23 (br,s) 29,2 1,55 (br,s)
26" 31,9 32,1 31,9 32,8
27" 22,7 25,7 22,7 25,7
3,58 (2H, | 14,1 63,0
" _ o ’ ’ 0,86 (3H, J ’ 3,62 (2H,
28 141 | 0,88(3H,J=6,0,t) | 623 | J _t)a,o, ~6.0, 1 12661
OCHs | 559 3,96 (3H, ) 56,7 3’925)(3H’ 59 | 396 (3H,s) | 2> 3'928)(3H’
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I1.1.3.1.3. Identification du phénylpropanoide EGF3

Le composé EGF3 se présente sous forme d’aiguilles incolores solubles dans le DMSO
(diméthylsulfoxide). Il fond entre 209 et 212°C et réagit positivement au test du chlorure
ferrique caractéristique des phénols. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de 1’ion
pseudo moléculaire [M+H] * a m/z=195.06, correspondant a la formule brute
C10H1004 renfermant 6 insaturations.

Son spectre RMN!H (Figure 48) présente un ensemble de signaux totalisant aprés
intégration, un ensemble de 10 protons. Dans la zone des champs forts, on observe 01 singulet
a6 3.81 , correspondant a 03 protons d’un groupement méthoxyle. La zone des champs faibles
présente 02 doublets a 6 6.34 et 7.50 avec des constantes de couplage de 15 Hz, indiquant la
présence des protons oléfiniques ; on distingue également les signaux des protons d’un systéme
ABX aromatique, dont 01 doublet a 5 6.79 avec une constante de couplage de 9 Hz, 01 doublet
de doublet a 6 7.08 avec des constantes de couplage de 8 et 2 Hz et 01 doublet a 6 7.08 avec

une constante de couplage de 2 Hz.

2014.12_EGF3
Proton DMSO
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Figure 48: Spectre RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) du composé EGF3

Son spectre RMN 3C (Figure 49) présente des signaux correspondant & un total de 10
carbones. Dans la zone des champs forts on distingue le signal du carbone de méthyle a 6 56,1.
Dans la zone des champs faibles on observe les signaux des carbones oléfiniques a 6 115,0 et
1443 ; les carbones aromatiques du systtme ABX a 6 127,6; 121,0 et 123,0; les carbones
aromatiques non protonés a 6 123,8 ; 116,1 et 148,3; enfin, le carbonyle a & 168,4.
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Figure 49: Spectre RMN 13C (125 MHz, DMSO-ds) du composé EGF3
Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 22) (EI-Moaty,
2016) ont conduit a attribuer a EGF3, la structure (98) qui est celle de 1’acide férulique.

EGF3
98 : Acide férulique
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I1.1.3.1.4. Identification du phénylpropanoide EGF4

Le composé EGF4 se présente sous forme d’aiguilles incolores solubles dans le DMSO
(diméthylsulfoxide). Il fond entre218 et 220°C et réagit positivement au test du Chlorure
ferrique caractéristique des phénols. Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de I’ion
pseudo moléculaire [M+H] * a m/z =165.06, correspondant a la formule brute
CoHgOs renfermant 6 insaturations.

Son spectre RMNH (Figure 50) présente des signaux totalisant aprés intégration, 08
protons. Tous les signaux sont agglomérés dans la zone des champs faibles dont 02 doublets a
0 6,27 et 7,48 avec des constantes de couplage de 15 Hz, indiquant la présence des protons
oléfiniques ; on distingue également les signaux des protons d’un systéme AA’BB’ aromatique.
Il s’agit de 01 doublet a & 6,79 avec une constante de couplage de 8 Hz, et 01 doublet a 5 6,78

avec une constante de couplage de 8 Hz.

2014.12_EGF4
Proton MeOD

Figure 50: Spectre RMN *H (500 MHz, MeOD) du composé EGF4

Son spectre RMN 3C (Figure 51) présente des signaux correspondant a un total de 8
carbones. Dans la zone des champs forts, on distingue les signaux des carbones du méthyle a &
56,1 . Dans la zone des champs faibles, on observe les signaux des carbones oléfiniques a
115,8 et 144,6 ; les carbones aromatiques du systéme AA’BB’ a 6 130.5 et 116.2 ; les carbones
aromatiques non protoneés a & 125,7 et 160,8 ; et enfin, le carbonyle a 6 168,4

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 119



129%

sn
‘

2 z2zarnflssaas |
2014.12_EGF4 23 $9355 ;iv;:}zos.m
C13 APT MeOD et e
|

F1.SE+07
1.0E+07

' S.0E+06
A J |

- |-0.0e+00

5.0E+06

t1.0E+07

1.5E+07

2.0E+07

-2.5E+07

-3.06407

-3.56+07

~-4.0E+07

-4.5E+07

-5.0E+07

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -5.5E+07

Figure 51: Spectre RMN 3C APT (125 MHz, MeOD) du composé EGF4

Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 22) (Filho et al.,

2008), ont permis d’attribuer a EGF4, la structure (127) qui est celle de I’acide p-coumarique.

Composé EGF4
127: Acide p-coumarique
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Tableau 22: Données de RMN 'H (500 MHz, DMSO/MeOD) et 3C (125 MHz,
DMSO/MeOD) de EGF3 et EGF4 comparées a celles de la littérature

Litt. Litt.
EGF3 EGF4
EGF3 EGF4 (El- | (Filho et
Moaty, | al., 2008)
2016)
N° | dc oH (nH, Jen Hz, m) N° | oc oH (nH, J en Hz, m) on (nH, J en Hz,
m)
1 123,8 1 |1257
2 1276 6,79 (1H,J=9,0,d) 2;6 |1130,5 6,79 (2H,J=8,0,d) 7,12 (1H,J=7,5, d)
3 116,1 | 7,08 (1H,J= 2,d) 3;5 | 116,2 | 6,78 (2H, J = 8,0, d)
4 148,3 4 -
150,8
5 121,0 6,9 (1H,J=2,d) 6,90 (1H, J=2,5, d)
6 123,0 7,08 (1H, J=8et 2, dd) 7,00 (1H, J=7,5,
2,5, dd)
7 1443 | 7,50 (1H,J=15,d) 7 1446|748 (1H,d, J=15,0) | 7,40 (1H, J=18, d),
8 1150 |6,34(1H,J=15,d) 8 |115,816,27 (1H,d,J=15,0) | 6,30 (1H, J=18,d)
9 168,4 9 |168/4
OH |- 8,90 (s) OH - 8,90 (s) 8,90(s, OH)
OCHs | 56,1 3,81 (3H, ) - - 3,84 (3H, s,0CH3)

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 121




I1.1.3.1.5. Identification du triterpéne EGF5

Le compose EGF5 se présente sous forme de cristaux en aiguille de couleur blanche
solubles dans le chloroforme. 1l fond entre 237 et 240°C et réagit positivement au test de
Liebermann-Burchard en donnant une coloration rose pourpre, caractéristique des triterpenes.
Son spectre de masse ESI TOF présente le pic de I’ion pseudo moléculaire [M+H] * a
m/z=457.36 correspondant & la formule brute CsoH4s03 renfermant 07 insaturations.

Son spectre RMN H (Figure 52) présente un ensemble de signaux qui, aprés intégration,
donne un total de 48 protons. Tous les signaux sont agglomérés dans la zone des champs forts
entre 0.67 et 5.5 . On distingue notamment:

e 05 singulets de méthyles liés a des carbones non protoné a 6 0.67, 0.66, 0.74, 0.86,
0.89,1.04 ;

e 02 doubletsad0.81 et 0.91 correspondant & 02 méthyles liés chacun a un CH ;

e 01 amas de multiplets entre 6 1.00 et 1.80 , correspondant a des protons axiaux et
équatoriaux des méthylénes cycliques ;

e 01 doublet de doublet a & 0.68 et 3.14 , correspondant respectivement a 01 proton lié a
un carbone quaternaire déblindé ;

e Oltripleta s 5.21, correspondant au proton oléfinique.

’’’’’’

Figure 52: Spectre RMN 'H (500MHz, CDCI3) du composé EGF5
Toutes ces informations comparees a celles de la littérature (Tableau 23) d’une part et une
CCM comparative avec un échantillon authentique d’autre part, ont permis d’identifier EGF5

comme étant le composé (128) qui est 1’acide ursolique.
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EGF5
128: Acide ursolique
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I1.1.3.1.6. Identification du triterpéne EGF6

Le compose EGF6 se présente sous forme de cristaux en aiguille de couleur blanche
soluble dans le chloroforme. 1l fond entre 301 et 303°C et réagit positivement au test de
Liebermann-Burchard en donnant une coloration rose pourpre, caractéristique des triterpenes.
Son spectre de masse ESI TOF, présente le pic de I’ion moléculaire [M+H] "a m/z =457.36
correspondant a la formule brute CsoHsgO3 renfermant 07 insaturations.

Son spectre RMN H (Figure 53) présente un ensemble de signaux qui donne un total
de 48 protons. Tous les signaux sont agglomérés dans la zone des champs forts entre 0.75 et
5.5. On distingue :

e 07 singulets de méthyles liés a des carbones non protonés & 6 0.75, 0.77, 0.91, 0.92,

0.93, 0.99et1.14 ;

e 01 amat de multiplets entre & 1.00 et 1.90 , correspondant a des protons axiaux et
équatoriaux des méthylénes cycliques ;

e 01 doublet de doublet a & 3.22 , correspondant a 01 proton lié a un carbone quaternaire
fortement déblindé ;

e 01 mutipleta & 5.28 , correspondant au proton oléfinique.

ESF&. 11. ficl
1H DRSO

Figure 53: Spectre RMN 'H (500MHz, CDCI3) du composé EGF6
Son spectre RMN 3C (Figure 54) présente un ensemble de signaux, correspondant & un
total de 30 carbones parmis lesquels 07 méthyles a & 15.5, 15.7, 17.3, 23.7, 26.1, 28.2 et 33.2 ;
05 carbones quaternaires non protonés a & 38.5, 39.4, 37.2, 41.7 et 46.7 ; 02 carbones sp? a &

122.8, 143.8 et 183.3 correspondant respectivement aux carbones oléfiniques et au carbonyle.
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Figure 54: Spectre RMN *3C (125 MHz, DMSO) du composé EGF6
Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 23) (Begum
et al., 2004) d’une part et la CCM comparative avec un échantillon authentique d’autre

part, ont permis d’attribuer a EGF6 la structure (129) qui est celle de I’acide oléanolique.

EGF6
129: Acide oléanolique
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Tableau 23: Données de RMN H (500 MHz, CDCls) et 13C (125 MHz, CDClz) de
EGF5 et EGF6 comparées a celles de la littérature *C (100 MHz, CsDsN)

Littérature
(Kemertelidze et
EGFS EGF6 al., 1992; Peter et
al., 1986)
N° | oc on (NH, m, J en Hz) OH (”HHZT’ Jen | s ocs
1,002 (1H, J = 2,8, 13,0,
m) 0,982 (1H, m)
1 380 1,53¢ (1H, J=2,8, 3,4, 38,9 1,64¢ (1H, m) 38,7 384
13,0, m)
1,802 (1H,J=9,0, 2,8,
13,0, m) 1,612 (1H, m)
2 24,0 1,80¢ (1H, J=6,0, 3,4, 27,3 1,63¢ (1H, m) 235 20,4
13,0, m)
3,14°¢(1H,J=10,0, 4,8, 3,22¢ (1H,J =
3 | 788 dd) 12 | 00 48, dd) 79,0 77,7
4 38,2 - 38,5 - 39,6 38,6
0,68¢(1H, J=12,0, 2,0, 0,75 (1H,J =
5 | 528 dd) 553 | 15020 d d) 52,7 55,4
1,282 (1H, J = 12,0, 10,0, 1,382 (1H,J =
m) 12,0, 2,0, m)
6 | 180 | qageaH,d=20,30, | % | 1s6ecam, 9= | 183 | 179
9,0, m) 2,0, 3,0, 9,0, m)
a —_
1,262 (1H, J = 2,0, 3.0, 21’0303 O(lgéJn:)
7 32,7 9,0, m) 32,6 1’5’5; (1H J _ 33,0 32,5
e —_ ) ] -
1,45¢ (1H,J=9,0, m) 9.0, m)
8 38,5 - 39,4 - 39,1 39,3
_ 1,56 (1H, J =
9 47,0 | 1,46 (1H,J=6,0,12,0,m) | 47,8 6.0, 12,0, dd) 47,6 47,6
10 | 36,5 - 37,2 - 36,7 36,8
1,612 (1H,J =
a —_ 1 ]
183 (11H2’ (‘)] ;n‘)"o’ 110, 40,110, 12,0,
11 22,3 1,86 (1H, J = 4,0, 6.0, 23,1 em) B 23,7 23,2
11,0, m) 1,64¢(1H,J =
T 4,0,6,0,11,0, m)
_ 528 (1H,J =
12 | 124,6 5,21 (1H,J=4,0,1) 122,8 4,0, H-12, m) 125,8 121,8
13 |138,2 - 143,8 - 138,0 1442
14 41,6 - 41,7 - 42,0 41,7
1,082 (1H, J
= 4,0, 13,6,
1,80¢ (1H, J =40, 3,0, 14,0, m)
15 27,5 14,0, m) 27,8 1,11¢ (1H, J 29,4 27,2
=40, 3,0,
14,0, m)
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1,882 (1H, m,

1,532 (1H, J = 4,0, 13,0, J=40, 130,
13,6, m) 13.6)
161248 | 1991, 0=40,130, | 2° | 188c(aH.m, | 2% | 22
3,0, m) 1=4.0, 13,0,
3,0)
17 | 46,8 i 26.7 i 479 | 46,0
2.10° (1H, J = 2,0, 11,0, 2,822 (1H, J
18 | 524 a0 1,1 L0 ) 553 | 416
1312 (1H, = 6,6, 113, 1152 (1H, J
19 | 384 i) 46,0 o 306 | 46,0
20 | 384 | 131 (1H, m, J=2.0,63) | 30.8 ; 304 | 302
1222 (1H, J
1272 (1H, J=2.2, 14,0, m) _12?;26 1;’)0’
21 | 302 | 143°(1H,J=130,14, | 339 | .0V | 273 387
3.0,13,0, m) : ’
13,29, 13,0,
m)
1,434 (1H, J
1512 (1H, J = 1.4, 1.4, m) _11é36 1;’)0’
22 | 363 | 158(H JI=130,22 | 327 | el | s70| 326
3.0, 13,0, m) ’ ’
Z21,30,
13.0, m)
23 | 282 0,89 (3H. 5) 282 | 099 (3H,s) 234 | 280
24 | 161 0,67 (3H, 5) 157 | 0.77(3H.5) 170 | 15,6
25 | 152 0,86 (3H, 5) 155 | 0,92 (3H,5) 170 | 148
26 | 16.8 0,74 (3H, 5) 173 | 0.75(3H, ) 155 | 1638
27 | 234 1,04 (3H. s) 261 | 1.14(3H,5) 272 | 255
28 |177.3 ; 179,3 ; 176,0 | 1785
20 | 180 | 081 (3H.J=66.d) | 332 | 0,91 (3H,s) 211 | 328
30 | 211 | 091 (3H,J=63.d) | 23,7 | 0,93 (3H, s) 234 | 232
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I1.1.3.1.7. Identification du flavonoide EGF7
Le composé EGF 7 se présente sous forme d’aiguille de couleur jaune, soluble dans le
DMSO. Il fond entre 313 et 315°C et répond positivement au test de Shinoda caractéristique
des flavonoides. Son spectre de masse ESI TOF, présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire
[M+H] *a m/z = 303.04, correspondant a la formule brute C1sH1007 renfermant 11 insaturations.
Son spectre RMN H (Figure 55) présente un ensemble de signaux correspondant, aprés
intégration a 10 protons résonnant dans la zone des champs faibles. On distingue :
e 02 doublets a 6 6,19 et 6,41 avec une constante de couplage de 2,0 Hz, correspondant
a 02 protons du cycle A en position méta;
e Des signaux correspondant au systéme aromatique de type ABX, en I’occurrence 01
doublet & 6 6,89 avec une constante de couplage de 8,5 Hz, 01 doublet de doublet a &
7,45 avec des constantes de couplage de 8,5 et 2,2 Hz et 01 doublet a 6 7,69 avec une

constante de couplage de 2,2 Hz.
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Figure 55: Spectre RMN 'H (500MHz, CDCI3) du composé EGF7
Son spectre RMN 3C (Figure 56) présente des signaux de 15 carbones. On observe
notamment :
e 05 signaux des carbones aromatiques déblindés a 6 135,8; 160,8; 164,0; 146,9 et 147,8 :
e 02 signaux de carbones oléfiniques a 6 135,8 et 145,1 ;
e 01 signal du carbonyle a 6 175,9.
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Figure 56: Spectre RMN 3C (125 MHz, DMSO) du composé EGF7
Toutes ces informations comparées a celles de la littérature (Tableau 24) (Sinha et al.,

2012) ont permis d’identifier EGF7 comme étant la quercétine (53)

EGF7
53: Quercétine
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Tableau 24: Données de RMN 'H (300 MHz, DMSO) et 3C (125 MHz, DMSO) de
EGF7 comparées a celles de la littérature

EGF 7 Littérature (Sinha et al., 2012)

N°| dc oH (nH, J en Hz, m) oc

2 | 1451 - 1474
3 1358 136,2
4 |175,9 - 176,4
5 |160,8 - 161,2
6 |98,3 6,19 (1H,J=2,0,d) 98,7
7 |164,0 - 164,4
8 19341 |6,41(1H,J3=2,0,d) 93,8
9 |156,2 - 157,0
10 | 103,1 - 98,7
1' 11220 - 1225
2' 111510 ]7,69(1H,J=22,d) 115,6
3' | 146,9 - 1455
4' | 147,8 - 148,2
5' | 115,7 |6,89 (1H,J=8,5,d) 115,7
6' 1120,1 |755(H,J=85;224d) 116,1

5-OH 12,98 (1H, s)

These de Doctorat/PhD en Chimie Organique

Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro

130



11.1.4. Investigation phytochimique des parties aériennes de Echinops

Gracilis

11.1.4.1. Détermination structurale des composés isolés des parties
aériennes de Echinops gracilis
I.1.4.1.1.  Détermination structurale du flavonoide EGF8

Le composé EGF8 se présente sous forme de poudre amorphe jaune soluble dans le
MeOH ; il répond positivement au test de shinoda caractéristique des flavonoides. Son spectre
de masse ESI TOF MS (Figure 57), présente le pic de I’ion pseudo moléculaire [M-H] a

m/z=607.1437 correspondant a la formule moléculaire C31H23013 (calc. 607.1452), renfermant
_____ LG-MS (Synapt) Facilty UP, hemisty Dept.

8071437

\

[M-H]_ m/z= 607.1437
CHDO

v 31 28 13

18 insaturations

031467

16091483
sor |7

670.1360
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Figure 57: Spectre de masse TOF ESI du composé EGF8

Son spectre UV (Figure 58) montre des bandes d’absorption a  Amax 240 nm et 275 nm

934 3397
T

857.1836 9023243 1039.2393 11341147 1187.2904
T T T T L

(log € = 1.48) qui sont caractéristiques des flavones. Son spectre IR (Figure 59) présente des
vibrations des groupements hydroxyles (3350 cm™), carbonyles o,B-insaturés (1638cm™) et

aromatiques (1510 cm).
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Figure 58: Spectre UV du compose EGF8
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Figure 59: Spectre IR du composé EGF8

Son spectre RMN 3C (Figure 60) confirme la présence de 31 carbones dont 2 carbonyles
parmi lesquels 1 carbonyle des esters, 22 carbones aromatiques et oléfiniques dont 7 sont
déblindés par des oxygenes,7 carbones hydroxylés hybridés sp® parmi lesquels 6 sont ceux du
glucoside avec le carbone anomérique a 99,7 ppm (Agrawal et al., 1992) et le carbone d’un

EGF8.21.fid
13CDMSO

Méthoxyl

o
l ul—\ l }1°°°
WWL-«M'J»L NJMM | WLL‘I'JJWMWMIJMMJWM i

182 i.@ﬂpp ].70 ‘1.60 1.50 ’ 1.40 ' ]30 I LZIO ) ].1.0 I 1!’.50 '90 80‘ ' 40 ' 3‘0 20 0
22 carbones aromatiques et oléfiniques o 6 Csp3 -O-
0 ppm
méthoxy & 55,5ppm.

Figure 60: Spectre RMN %3C (100 MHz, DMSO) du composé EGF8
Son spectre RMN *H (Figure 63), présente 3 domaines de pics.Tout d’abord, Le signal
du proton d’un hydroxyle chélaté a 6 12,99 conforme au proton de 1’hydroxyle en position 5

d’un squelette de type flavone.
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Figure 61: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du composé EGF8

Ensuite, le domaine des protons oléfiniques et aromatiques ou I’on observe:

- unsingulet a 6,88 caractéristique du proton H-3 de I’hétérocycle C du squelette de
type flavone ;

- deux doublets a 6,50 et 6,86 de deux protons dans un couplage méta, caractéristique
d’un noyau A disubstitué d’un squelette de type flavone ;

- les doublets d’un systéme aromatique AA’BB’ a 7,95 et 6,94 d’un cycle
B disubstitué, d’un squelette de type flavone.
Toujours dans ce domaine de protons aromatiques, nous observons :

- les signaux doublets d’un systtme ABX aromatique a 6,81, 7,13 et 7,35 ;

- les signaux des protons trans d’une double liaison disubstituée a 7,58 et 6,53 (J =

15,8 Hz).
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Figure 62: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du composé EGF8

Dans le domaine des champs forts, on observe des signaux des protons du glucose entre o 3,20

et 5,30, particulierement le doublet du proton anomérique du sucre a d 5,23 avec une constante

de couplage de 7,7 Hz, suggérant qu’il s’agit d’un S glucoside. Nous observons en plus du

multiplet du méthyléne du glucose a o 3,46 et de tous les autres signaux des autres protons du

fragment g glycoside, le signal singulet d’un méthoxy a 3,83.
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Figure 63: Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du composé EGF8
Sur le spectre HMBC (Figure 65), on observe :
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- les corrélations (Figure 64) entre les protons du fragment oléfinique (H-7"(7,58) et H-

8"(6,53)) et le carbonyle de type ester (C-9"(166,0) d’une part et d’autre part avec les
carbones du systeme de spin ABX (C-1"(125,56) et C-2"(111,1)), ce qui permet de

joindre ces fragments en un fragment de type dérivé d’acide cinnamique ;

- la corrélation entre le proton anomérique H-1"a 6 5,23 et le carbone C-7 a 6 162,8 qui

permet de rattacher le groupement osidique au carbone n° 7 du fragment flavonique ;

- la corrélation entre le proton H-4" (5 4,81) du glucoside et le carbonyle C-9"(166,0) du
fragment cinamique, permet de rattacher 1’ester cinamique en position C4’’ du sucre ;

- la corrélation entre les protons du méthoxyle a 3,83 et le carbone aromatique C-3"" a 148

ppm, permet de rattacher le groupement méthoxyle en position 3.

Figure 64: Quelgues corrélations HMBC

et NOESY dans le composé EGFS H-1"(5,23)
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Figure 65: Spectre HMBC du composé EGF8
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Son spectre NOESY (Figure 66) montre la correlation entre le proton oléfinique H7””” et

le proton H4’’ du sucre d’une part et d’autre part la correlation des protons du méthoxyl avec

le proton H2’*’ du systéme aromatique cinamique, ce qui nous permet d’orienter la double

liaison en position axial
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SR W
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Figure 66: Spectre NOESY du composé EGF8
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L’analyse des données RMN de EGF8 montre que sa structure est similaire a celle de la

7- O-(4"-trans-p-coumaroyl)-f-D-glucopyranosyl apigénine (Abdel-Rahim et al., 2001) et de

la chrysoeriol-7-O-(4'-O-(E)-coumaroyl)-f-glucopyranoside (Riviere et al., 2009), a la seule

différence de la présence d’un groupement méthoxyle en position 3" matérialisé par le signal a

0 55.7, le systéeme ABX et la corrélation NOESY du proton 3 oléfinique a 6 7.58 avec le proton

méthylique a 6 3.83 et le proton H-2" du systeme ABX (Figure 64). Ainsi, sur la base des

analyses qui précedent (Tableau 25), la structure (130) a été attribuée au composé EGF8 qui est

celle d’un nouveau flavonoide glycosylé, la 7-O-(4"-feruloyl)-S-D-glucopyranosyl apigénine.
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Composé EGF8
130: 7-O-(4"'-feruloyl)-g-D-glucopyranosyl apigénine
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Tableau 25: Données de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) et '3C (100 MHz,

DMSO-d6) de EGF8

Position EGF8
N° oc on (nH, J en Hz, m) HMBC
2 164,4
3 103,2 6,88 (s, 1H)
4 182,1
5 161,4
6 99,5 6,50 (d,J=2,2, 1H)
7 162,8 5,23
8 95,0 6,86 (d, J=2,2, 1H)
9 157,0
10 105,5
1 121,0
26" [128,7| 7,95(dd,J=2,8,8,1H)
35" |116,1| 6,94 (dd,J =2, 8,8, 1H)
4' 161,2
1 125,6 7,58 ; 6,53
2" 1111 7,35(d, J=2,0, 1H) 7,58
3" 148,0 3,83
4™ 149,5
5 115,6 6,81 (d, J=8,1, 1H)
6" 1234 | 7,13(dd,J=8,1,2, 1H)
A 1455 | 7,58 (d, J=15,8, 1H)
8" 1144 | 6,53 (d, J=158, 1H)
9" 166,0 7,98 ;4,81
1" 99,7 5,23 (d, J=7,7,1H)
2" 73,3 3,49 (m, 1H)
3" 74,9 |3,80(dd,J=8,1,2,0, 1H)
4" 70,7 4,79 (t,J=9,7,1H)
5" 73,9 3,62 (m, 1H)
6" 60,4 3,46 (m, 2H)
5-OH 12,99
4’-OH 9,70
OCHs | 55,7 3,83 (s, 3H)
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I1.1.4.1.1. Identification du flavonoide EGF9

Le composé EGF9 se présente sous forme de poudre amorphe jaune soluble dans le
MeOH; il répond positivement au test de shinoda caractéristique des flavonoides. Son spectre
de masse ESI TOF MS en mode négatif, présente le pic de I’ion pseudo moléculaire [M-H] a
m/z=577.1424 correspondant a la formule moléculaire C3oH26012 (calc. 577.1427), renfermant
18 insaturations. Son spectre RMN 13C (Figure 67) confirme la présence de 30 carbones dont
01 méthyléne, 05 méthines sp®, 12 carbones sp? protonnés, 12 carbones sp? non protonés parmi
lesquels 02 carbonyles. Son spectre UV présente des bandes d’absorption &  Amax 240 nm et

275 nm (log € = 1.48) qui sont caractéristiques des flavones. Son spectre IR présente des

vibrations des groupements hydroxyle (3350 cm™), carbonyle a,p-insaturé (1638cm™) et

9
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Figure 67: Spectre RMN 3C (100 MHz, DMSO) du composé EGF9
Son spectre RMN H (Figure 68), est similaire a celui du composé 116 a la seule difference

que, le signal singulet du méthoxyle n’existe plus.
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Figure 68: Superposition des Spectres RMN *H (400 MHz, DMSO) du
composé EGF9 et EGF8
L’analyse des données RMN de EGF9 comparée a celles de la littérature (Tableau 26),
nous a permis de lui attribuer la structure (131) qui est celle de la 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-

S-D-glucopyranosyl apigénine (Abdel-Rahim et al., 2001)
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Composé EGF9
131: 7-O-(4"'-trans-p-coumaroyl)-#-D-glucopyranosyl-apigénine
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Tableau 26: Données de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) et *C (100 MHz,
DMSO-d6) de EGF9 comparées a celles de la littérature RMN *H (300 MHz, DMSO-d6)
et 13C (75 MHz, DMSO-d6)

Composé EGF9 Littérature (Abdel-Rahim et al., 2001)
Position | dc on (NH, Jen Hz, m) dc on (NH, Jen Hz, m)
2 164,4 164,3
3 103,2 6,88 (1H, s) 104,1 6,88 (1H, s)
4 187,0 182,0
5 161,9 161,4
6 99,6 6,50 (1H,J=2,2,d) 99,5 6,49(1H, J =22, d)
7 162,9 162,8
8 95,0 6,86 (1H,J=2,2,d) 95,1 6,86 (1H, J=2,2, d)
9 157,0 156,9
10 105,5 105,4
1 121,0 121,0
2";6' 128,7 7,95 (2H,J=8,8,d) 128,6 7,95 (2H, J =2, 8,0, dd)
35" 116,1 6,94 (1H,J=8,8,d) 115,8 6,94 (1H, J =2, 8,8, dd)
4' 161,2 161,2
1 1251 125,2
2'";6"" | 1305 | 7,58 (2H,J=85Hz,d) | 130,4 7,60 (1H, J = 8,7 Hz, d)
35" | 1159 6,81 (2H,J=8,1,d) 115,9 6,81 (2H, J=8,7,d)
4" 160,0 160,2
I 1452 | 7,58 (1H,J=15,8,d) 145,3 7,60 (1H, J =16, d)
g 114,1 6,53 (1H,J=158,d) 114,2 6,43 (1H,J=13,d)
9" 166,0 166,2
1" 99,7 523 (1H,J=7,7,d) 99,7 5,23 (1H,J=17,8,d)
2" 73,4 3,49 (1H, m) 73,2 3,49 (1H, m)
3" 749 13,80 (1H,J=8,1,20,dd) | 748 3,80 (1H, m)
A 70,8 479 (1H,J=9,7,1) 70,7 479 (1H,J =97, 1)
5" 73,8 3,62 (1H, m) 73,8 3,60 (1H, m)
6" 60,4 3,46 (2H, m) 60,4 4,80, 3,80 (2H, m)
5-OH 12,99 (1H, s)
4’-OH 10,15 (1H, s)
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11.1.4.1.2. Identification du flavonoide EGF10

Le composé EGF10 se présente sous forme de solide amorphe jaune soluble dans le
MeOH ; il fond entre 180 et 182°C et répond positivement au test de shinoda caractéristique
des flavonoides. Son spectre de masse ESI TOF-MS présente le pic de 1’ion pseudo moléculaire
[M-H] a m/z=431.1056 correspondant a la formule moléculaire C21H20010 (calc. 431.1059),
renfermant 12 insaturations. Son spectre RMN 3C (Figure 69) confirme la présence de 21
carbones dont 01 méthyléne, 05 méthines sp*, 07 carbones sp? protonnés, 08 carbones sp? non
protonés parmi lesquels 01 carbonyle. Son spectre UV montre des bandes d’absorption 8  Amax
240 nm et 275 nm (log € = 1.48) qui sont caractéristiques des flavones. Son spectre IR présente
des vibrations des groupements hydroxyle (3350 cm-1), carbonyle (1638cm-1) et aromatique
(1510 cm-1).

......

Figure 69: Spectre RMN 13C (100 MHz, DMSO) du composé EGF10

Son spectre RMN 'H (Figure 70), la zone des champs faibles, présente les signaux d’un
systéme aromatique de type AA’BB’ a6 7.95 (2H, d, J = 8.8 Hz, H-2', H-6") et 6 6.94 (2H, d, J
= 8.8 Hz, H-3', H-5") pour le cycle B; les protons d’un chromone de flavone substitué en 2, 5 et
7 a66.50(d,J=2.2,1H, H-6), 6.86 (d, J=2.2, 1H, H-8) et 6.88 (s, 1H, H-3) enfin les protons
de I’hydroxyle chélaté en position 5. Dans la zone des champs forts, on observe des signaux
des protons du sucre entre & 3.20 et 5.00, particulierement, le doublet du proton anomérique du
glucose 48 5.23 (d, J=7.7, 1H, H-1") avec une constante de couplage de 7.7 Hz suggérant qu’il
s’agit du S-glucoside et le multiplet du méthyléne du glucose a 3.46 (m, 2H, H-6") (Agrawal et
al., 1992; De Bruyn et al., 1975).
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Figure 70: Spectre RMN 1H (400 MHZ, DMSO du composé EGF10
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Sur le spectre HMBC, la corrélation entre le proton anomérique H-1 a §5.23 et le

carbone en C-7, confirme la liaison du groupement osidique en position 7.
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Figure 71: Spectre HMBC du composé EGF10
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L’analyse des données RMN de EGF10 comparée a celles de la littérature (Figure 34)

(Redaelli et al ., 1980) nous ont permis d’attribuer a EGF10 la structure (132) qui est celle de

la 7-O-p-D-glucopyranosyl apigénine.
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OH (0]
EGF10
132: 7-O-p-D-glucopyranosyl apigénine
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Tableau 27: Données de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) et *C (100 MHz,
DMSO-d6) de EGF10 comparées a celles de la littérature *C (100 MHz, DMSO-d6)

Composé EGF10 | Littérature (Redaelli et al ., 1980)

Position oc oc
2 164,3 164,0
3 103,1 102,8
4 182,1 181,6
5 161,4 161,0

6 99,9 99,7
7 163,0 162,6

8 94,9 94,6
9 157,0 156,6
10 105,4 105,5
r 121,0 120,7
2’6 128,7 128,3
35 116,0 115,7
4 161,2 160,8
1” 99,5 99,3
2”7 73,1 73,0
3” 77,2 77,0
4> 69,6 69,4
5 76,5 76,3
6>’ 60,6 60,5

5-OH
4’-OH
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1.2. ETUDES BIOLOGIQUES

1.2.1. Evaluation de I'activité antimicrobienne des extraits des
parties aériennes de Echinops gracilis et de quelques composés isolés

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait a I’acétate d’éthyle et des composés 116
et 117 a été effectuée sur les isolats cliniques de E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae et H.
influenzae. Les capacités antimicrobiennes de ces composés sont présentées dans le tableau ci-
dessous. Les critéres de I’activité antimicrobienne se déclinent comme suit : les substances avec
une CMI < 100 pg/mL ont été considérees comme fortement actives ; 100 < CMI = 625 pg/mL
modérément actifs et faiblement actif quand CMI > 625 pg/ml (Kuete, 2010).

Les composés 116 et 117 ont montré une inhibition des isolats cliniques de E. coli, de
P aeruginosa., de K. pneumoniae et H. influenzae., avec des CMI d’une valeurs de 31.25 ;
15.63; 31.25; 125 pg / ml (composé 116) et 62.50 ; 62.50 ; 31.25 ; 62.50 pg / ml (composé
117) (voir le tableau ci-dessous). Ces résultats montrent que, la présence d’un groupement
méthoxyle comme seule différence entre les composés testés, augmente [’activité
antibactérienne de 116 comparee a celle de 117. Ces analyses confirment les travaux de Li et
collaborateurs, qui stipulent que les flavones substituées possédent, des activités
antimicrobienne et anti oxydante significatives.

Tableau 28: Paramétres d'inhibition (CMI et CMB) de I’extrait a I’acétate
d’éthyle et des composés 116 ET 117 sur les isolats cliniques de E. coli, de P.
aeruginosa., de K. pneumoniae et de H. influenzae

Composés isolés

Souches et extrait & Parametres d’inhibition (pug/mL) o
bactériennes I’acétate activite
"2 CMlI CMB CMB/CMI
d’¢thyle

E. coli 117 62,5 125 2,00 Bactéricide
116 31,25 125 4,00 Bactériostatique

Extrait 468,75 937,5 2,00 Bactéricide

Levofloxacine 3,91 7,81 2/00 Bactéricide

P. aeruginosa 117 62,50 125 2,00 Bactéricide
116 15,63 62,5 4,00 Bactériostatique
Extrait 117,19 937,5 8,00 Bactériostatique

Levofloxacine 7,81 15,63 2,00 Bactéricide
K. pneumoniae 117 31,25 125 4,00 Bactériostatique
116 31,25 125 4,00 Bacteériostatique
Extrait 1875 7500 4,00 Bacteériostatique
Levofloxacine 7,81 62,5 8,00 Bactériostatique

H. influenza 117 62,50 125 2,00 Bactéricide

116 125 125 1,00 Bactéricide

Extract 1875 1875 1,00 Bactéricide

Levofloxacine 7,81 15,63 2,00 Bactéricide
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11.2.2. Evaluation de I'activité antioxydante des extraits des parties
aeriennes de Echinops gracilis et des composés isolés
11.2.2.1. Test de décoloration du radical cation ABTS
Les capacités antioxydantes de I’extrait a 1’acétate d’éthyle et des composés sur la
décoloration de la couleur bleue verte du radical cation ABTS ont été mesurées relativement a
la capacité de piégeage de 1’acide gallique comme controle positif. L’extrait a 1’acétate d’éthyle
des parties aériennes de Echinops gracilis montre une forte activité dans le piégeage du radical
cation ABTS (voir figure ci-dessous). Cette activité a été comparée a celle de I’acide gallique.
A 60 pg/mL, l'activité de I'extrait était semblable & celle du standard, avec un pourcentage
d’inhibition de 92.99 % et de 89.36 % respectivement. Les composés isolés 116 et 117 ont
présenté des capacités antioxydantes inféricures a celles de I’extrait et de 1’acide gallique.
Cependant, la capacité de piégeage de 116 était meilleure que celle de 117 (voir figures ci-
dessous). Plus précisément, I’extrait a I’acétate d’éthyle et les composés 116 ET 117 ont montré
des capacités de piégeage du radical cation ABTS, avec des SCso de 13.59 + 0.84 pg/mL, 28.54
+ 2.18 pg/mL, 108.25 + 4.32 pg/mL et 9.06 £ 0.9 pg/mL respectivement (voir Tableau ci-
dessous).
Les résultats indiquent clairement que 116 a une meilleure activité de piégeage du

radical cation ABTS comparativement & 117.
Test a L'ABTS

100 - &

o | — .

|

—— Extrait
=i 117
116

—— Acide gallique

pourcentage d'inhibition (%)

07 T T T T T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Concentrations (ug/mL)

Figure 72: Variation du pourcentage de piégeage du radical ABTS"* en fonction de la
concentration
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SC50 du radical ABTS (***: p<0.001; ** :p<0.005)

120

* %k %
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Pourcentage de piégeage (%)
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20

Extrait Acide gallique

Echantillons

Figure 73: Concentration de piégeage (SCso) du radical cation ABTS+e de ’extrait
a DPacétate d’éthyle et des composés 116 et 117. L'acide gallique a été employé comme
composé de référence. Les différences statistiques entre 1’acide gallique et les échantillons ont
été analysées suivant le test de Dunnett (* * * p < 0.001; = = : p < 0.05) et le test de Tukey
(a,b,c : a>b>c); p < 0.05).
11.2.2.2. Evaluation du pouvoir réducteur des composés isolés de
Echinops gracilis
Le potentiel réducteur de l'extrait a I'acétate d’éthyle, des composés 116 et 117 et de
I'acide gallique était 169.61 + 4.72, 59.83 + 0.97, 51.21 + 2.02 et 318.96 + 0.22 mg EAG/g de
matiere seche, respectivement. Les résultats ont été obtenus a partir de la courbe d'étalonnage
de l'acide gallique (voir figure ci-dessous). Les composeés 116, 117 et I'extrait a 1’acétate
d’¢éthyle des parties aeriennes de Echinops gracilis ont montré un potentiel réducteur modéré.
On sait que l'activité antioxydante des flavonoides est liée a la présence des groupements
hydroxyles libres. Les composés 116 et 117 différent par la présence d'un groupement
méthoxyl en position 3". Les résultats ci-dessus ont montré que l'activité antioxydante du
composé 116 est meilleure que celle de 117. Par conséquent, on pourrait conclure que la

présence du groupement méthoxyle en position 3" serait responsable de 1’augmentation de la
capacité antioxydante.
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Figure 74: Pouvoir réducteur de 116, 117 et ’extrait a I’acétate d’éthyle avec
I’acide gallique comme standard . Les différences statistiques entre I’acide gallique et les

échantillons ont été analysées suivant le test de Dunnett (* * % : p < 0.001)

Tableau 29: Récapitulatif de I’évaluation de I'activité antioxydante in vitro

Echantillons FRAP ABTS
PR (mg EAG/g) | SCso (ug/mL)
Extrait 169,61 + 4,72 13,59 + 0,84
117 51,21 + 2,02 108,25 + 4,32
116 59,83 + 0,97 28,54 +2,18
Acide gallique | 318,96 + 0,22 9,06 + 0,93

Les donneées sont exprimées en moyenne + écart-type.

PR (mg EAG/g) =Pouvoir Réducteur en mg d’Equivalent d’Acide Gallique

11.2.3. Evaluation de Pactivité antiinflammatoire des extraits de
racines de Echinops gracilis et de quelques composes isolés

L'extrait a I’acétate d’éthyle ainsi que les composés 111 a 98 issus de celui-ci ont fait I’objet de
test d’activités anti-inflammatoires par I'action d'antiproteinase et la dénaturation protéinique.
L'extrait a I’acétate d’éthyle de E. gracilis a montré un pouvoir inhibiteur avec une Clso d’une
valeur de 125.54 pg/mL et il a ét¢ efficace dans le blocage de la dénaturation de 1’albumine
induite par la chaleur (Tableau 30 et Figure 75). On a observé I'inhibition maximum de 78%
avec une Clso de 463.5 pg/mL a 1000 pg/mL avec le composé 111 comparé au diclofénac de

sodium, une drogue anti-inflammatoire standard, qui a montré I'inhibition maximum de 91%
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avec une Clsg de 183.7 pg/mL a la méme concentration (Tableau 31 et Figure 76). C'est le

premier rapport sur l'activité anti-inflammatoire des composés 111 et 112.

Tableau 30: Effet de I’extrait a I’acétate d’éthyle des racines de E. gracilis sur la
dénaturation de I’albumine

Concentration (ug/mL) | dénaturation Proteinique Action inhibitrice Standard
(BSA) antiprotéinase
50 31,23 +£1,58 5,40 + 0,84 0,00 £ 0,00
100 42,81 + 4,80 18,48 £ 0,19 26,37 £ 8,76
200 66,97 + 2,34 38,56 + 5,33 69,01 £ 2,00b
500 74,07 1,10 54,25 +3,58 87,15+ 1,03
1000 80,21 + 0,64 72,50 = 8,07 91,66 + 0,08
F@, 10) 204,35 101,47 293,70
I1Cs0 (ug/mL) (CI) 125,54 391,48 183,75
(106,04-145,98) (338,28-460,23) (147,41-227,11)

Dénaturation du BSA

100.00—

I E gracilis
I Diclofénague de sodium

Inhibition de Faction anti protéinase

100.00—

80.00—

60.00—

% inhibition

40.00—
20.00

0.00 . .
50 100

200 500 1000

Concentration (pg/mL)

80.00—

&0.00—

% inhibition

40,00

20,00

0.00—

S0 100
Concentration (pg/mL)

200 S0 1000

Figure 75: Pourcentage d'inhibition de I’extrait a I’acétate d’éthyle des racines

de E. gracilis en fonction de la dénaturation du BSA et de ’action anti protéinase

Tableau 31: Effet des composés 111, 112 et 98 sur la dénaturation d'albumine
et action inhibitrice de la protéinase

Diclofénac de

méthode | Concentration
s du Test (ng/mL) il 112 . Sodium
50 1,35+1,35 | 8,08+0,67¢ | 23,38+1,39 0,0+0,0
, 100 5,67+0,71 | 12,54+0,61 | 25,75+1,31 26,37+5,06
Dt?g‘ﬁtc‘;ga 200 | 22,0645,22 | 29,16+1,06 | 27,99+0,72 | 69,01+2,00
BSA 500 51,23+0,83 | 59,43+1,55 | 29,39+1,38 87,15+1,03
1000 78,33+1,46 | 71,86+0,58 | 33,73%+0,93 91,66+0,08
Fs, 14) 2546,95 490,77 32,81*** 293,70
ICso 183,75
(ug/mL) 463,49 413,71 29209,00 (147.41-227.11)
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(I0) (426,65- | (372,44 | (2962,6-
50507) | 463.37) | 5,77E14)
. 50 nd nd nd 0,0+0,0
inAh‘i:g'i‘:;‘ic 100 nd nd nd | 26374506
A 200 nd nd nd | 69,01£2,00
Srotéings 500 nd nd nd | 87,15+1,03
: 1000 nd nd nd | 91,66:0,08
F, 14) - - - 293,70
Clso
183,75
(ho/ m('%) - - | (147,41-227.10)

Chaque valeur est la moyenne calculée a partir de 3 résultats du test. 1Cso: Concentration
correspondant a 50% d’inhibition, nd= non déterminé, IC=Intervalle de Confiance

9% inhibition

100.00—

75.00—

50.00—

25.00—

0.00—

100 200

I
500

Concentration (ug/mkL)

[l ]

T

1000

Composé 111

Composé 112

Composeé 98

I Diclofénaque de sodium

Figure 76: Pourcentage d’Inhibition des composés 111, 112 et 98 en fonction de la

dénaturation du BSA

11.2.4. Evaluation de I’activité cytotoxique des composés 116, 117 ET 118.

L'activité cytotoxique de la 116, 117 et 118 a éte evaluée contre des lignées cellulaires de

cancer du sein MCF-7 et du cancer du col de ’utérus HelLa a différentes concentrations en

utilisant la méthode MTT (Mosmann, 1983), avec le camptothécine comme contréle positif.

116, compose nouveau et 118 ont présenté la meilleure activité cytotoxique contre les lignees

cellulaires Hela, comparativement a 117. lls ont montré un fort effet cytotoxique contre les

lignées cellulaires HelLa a 75 UM aprés 24 heures avec un pourcentage de viabilité cellulaire

des cellules cancéreuses inférieur & 1% pour 118 et 10% pour 116. 117 n’a présenté aucune

activité cytotoxique contre les lignées cellulaires cancéreuses Hela a une concentration

inférieure a 100 uM. Aucun des trois composé€s n’a montré une activité cytotoxique contre les

lignées cellulaires MCF-7 a une concentration inférieure a 100 uM. Le pourcentage de cellules
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vivantes (viabilité cellulaire) aprés le traitement des composés d'essai a différentes

concentrations est donné a la figure ci dessous. Les viabilités cellulaires ont été converties a

partir des absorbances du formazan formé aprés le traitement au MTT. Il est évident que la

viabilité cellulaire diminuait a mesure que la concentration des composes d'essai augmentait.
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Figure 77: Viabilité cellulaire (%) des lignéees cellulaire MCF-7 et HeLa apres traitement (24 et 48

heures) a differentes concentration des composes testés
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le présent travail avait pour théme, I’étude chimique de deux plantes médicinales
camerounaises (Boswellia dalzielii Hutch. Et Echinops gracilis O. Hoffm) et I’évaluation de
I’activité biologique de quelques extraits et composés isolés avec pour objectif général, de
contribuer a la recherche de nouvelles solutions thérapeutiques antibactériennes, anti oxydante,
anti inflammatoire et cytotoxique, pour I’éfficacité de la lutte contre les infections bactériennes.

Au terme de nos investigations, du point de vue chimique, Nous avons premiérement
procedé a des maceérations par percolation, a des partitions liquide—liquide et des
dégrossissements par chromatographie sur colonne et flash. Aprés concentration des différentes
phases, des extraits ont été obtenus. Chaque extrait a été soumis au screening phytochimique
puis a [D’isolement proprement dite, par combinaison de plusieurs techniques
chromatographiques. Sept (7) composés dont un (1) nouveau, ont été isolés des écorces du tronc
de Boswellia dalzielii, une plante de la famille des Burseraceae et dix (10) composés dont un
nouveau issu de Echinops gracilis, une plante de la famille des Asteraceae non encore explorée
jusqu’alors. Dix-sept (17) composés au total ont été isolé, notamment : cinq flavonoides (la 7-
hydroxy-4’-méthoxy-6-0-f-D-glucopyranosylflavone (105), la quercétine (53), le 7-O-(4"-
féruloyl)-S-D-glucopyranosylapigénine (111 nouveau composé), le 7-O-(4"-trans-p-
coumaroyl)-p-D-glucopyranosylapigénine (112), le 7-O--D-glucopyranosylapigénine (113),
quatre phénylpropanoides (I’érythrinasinate (114), la Vogélate (115), I’acide férulique, 1’acide
p-coumarique (116), deux triterpénes pentacycliques (I’acide ursolique (117), I’acide
oléanolique (118)), deux stilbénes (le 4'-méthoxy -3-O-4-D-glucopyranosyl-(E)-resvératrol
(123), le 4’-méthoxy-3-O- [2’’-(-O-rhamnopyranosyl)-xylopyranosyl]-(E)-resvératrol (107
nouveau compose)), un phytostérole (le 3-O-p-D-glucopyranosyl-g-sitostérol (109)), deux
dérivés d’acide benzoique (le gallate de méthyle (108) et I’acide gallique (56)) et un sucre (le
a-glucopyranoside (121)).

La détermination des structures de tous ces composés a été rendue possible, grace a
’analyse de leurs données spectrales et en particulier, l]a RMN 'H et 3C uni- et bi-
dimensionnelle, en conjonction avec la spectrométrie de masse, faisant appel non seulement a
I’impact électronique mais aussi aux méthodes d’ionisation douce telle que 1’€lectrospray.

Sur le plan biologique qui est la deuxieme partie de notre travail, des tests antibactériens,
anti oxydants, anti-inflammatoires et cytotoxiques ont été effectués sur certains composeés.

e Les tests antibactériens ont été réalisés sur les isolats cliniques de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Heamophilus influenza suivant la méthode

de microdilution. L’extrait a I’acétate d’éthyle, le 7-O-(4"-féruloyl)-f-D-glucopyranosyl
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apigénine (116) et le 7-O-(4"-trans-p-coumaroyl)-4-D-glucopyranosyl apigénine (117) isolés
des parties aériennes de Echinops gracilis ont été pour la premiére fois répertoriés comme
possedant une activité anti bactérienne. Le composé nouveau (116) a été significativement actif
sur Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonia avec des
concentrations minimales inhibitrices de 31,25, 15,63 et 31,25 pg/mL, respectivement ;

o Les tests antioxydants ont été effectués sur I’extrait a I’acétate d’éthyle et quelques
composés isolés des parties aériennes de Echinops gracilis, suivant la méthode de décoloration
du radical cation ABTS et de I’évaluation du pouvoir réducteur selon la méthode du FRAP.
L’extrait a I’acétate d’éthyle, le composé (116) et le composeé (117) isolés des parties aériennes
de Echinops gracilis ont été pour la premiére fois, répertoriés comme possedant une activité
anti oxydante avec des concentrations de piégeage du radical cation ABTS (Clso), d’une valeur
de 13,59 + 0,84 pg/mL, 108,25 £ 4,32 pg/mL, et 28,54 + 2,18 pug/mL, respectivement ;

e Les tests anti-inflammatoires ont été effectués pour la premiére fois sur des composes
isolés des racines de Echinops gracilis. L’extrait a 1’acétate d’éthyle a montré une capacité
inhibitrice, avec une Clso de 125,54 pg/mL. Il a aussi été efficace dans le blocage de la
dénaturation protéinique, induite par la chaleur. Les composés 111 et 112 ont montré
respectivement, une inhibition maximum de 78% et de 71% avec une Clsg de 463,5 pg/mL et
413,7pug/mL, comparé au Diclofénac qui a montré une inhibition maximum de 91%, avec une
Clsode 183,7 pg/mL. L’extrait a ’acétate d’éthyle, 1’érythrinasinate (111) et la vogélate (112)
ont été pour la premiére fois, répertoriés comme possédant une activité anti inflammatoire ;

o Lestests cytotoxiques ont été effectués sur des cellules souches du cancer du sein (MCF-
7) et celles du cancer du col de 1’utérus (HeLa), suivant le test MTT. Les composés 116 et 118
(le 7-O-p-D- glucopyranosyl apigénine) ont montré un fort effet cytotoxique contre les lignées
cellulaires HeLa du cancer du col de I'utérus, a 75 uM apres 24 heures, avec un pourcentage de
viabilité des cellules cancéreuses inférieur a 1% pour le composé 118 et 10% pour 116.

Ces multiples découvertes scientifiques, nous ont permis d’entrevoir le potentiel
que représente des extraits de plante et de composés isolés, qui agregeraient a la fois des
activités antibactérienne, antioxydante et/ou anti-inflammatoire. Au regard de tous ces résultats,
on pourrait conclure que les nombreux usages en médecine traditionnelle de ces plantes,
seraient dus a la présence en leur sein de principes actifs doués d’activités biologiques
intéressantes. Les préparations a base de la plante entiére E. gracilis pourraient effectivement
posséder, un large spectre d’action biologique tandis que les composés 111, 112, 116 et 117
pourraient étre utilisé en synergie d’action biologique antibactérienne, anti oxydante et. anti
inflammatoire. C’est pourquoi, nous envisageons de procéder :

e Aux test de toxicité ;
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e A une analyse plus élargie de la cytotoxicité afin de dégager avec précision un
indice de sélectivité cellulaire ;

e A des synthéses et hémi synthéses des composés en vue d’augmenter les
quantités et de les soumettre aux autres tests biologiques, ceci dans le but
d’établir une Relation-Structure-Activité ;

e A la domestication de Echinops gracilis et a la formulation appropriée d’un
Médicament Traditionnel Améliorés (MTA).
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CHAPITRE Ill. MATERIELSET
METHODES
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.1 MATERIELS

11.1.1. Instrumentation
111.1.1.1. Point de fusion (P.F.)

Les points de fusion ont ét¢ mesurés a I’aide d’un appareil digital électrothermal
IA9000 series (Bibby scientific Great Britain). Les valeurs ont été relevées aprés observation
du changement d'état au microscope et n‘ont pas été corrigées

111.1.1.2. Spectres ultraviolets (UV)

Les spectres UV des composés isolés ont été mesurés en solution méthanolique a 1’aide
d’un spectrophotomeétre UV/Vis de type Perkin Elmer-Lambda 15, piloté par un ordinateur
Celebris 466 (Digital) et géré par le logiciel d’applications PE (Perkin Elmer). Les résultats
obtenus sont présentés dans le chapitre I11.5 sous la forme: Amax nm (log €), 0U Amax NM représente
les longueurs d’onde des maxima en nm. € est I’absorbance molaire a ces longueurs d’onde, si
la couche de solution traversée (I) est exprimée en centimetres et la concentration (c) en moles
par litre dans la formule suivante (loi de Beer-Lambert) :

A=c¢.cll
111.1.1.3. Spectres infra-rouge (IR)

Les spectres infra-rouge des composés ont été mesurés sur un appareil de type Perkin-
Elmer 1600 Series FT-IR; Perkin-Elmer 297; Beckman DU-640; Shimadzu FT-IR (pastilles de
KBr). Pour cela, une quantité de 1 mg d’échantillon a été mélangée a 100 mg de KBr (qualité
IR). La pastille a été obtenue a 1’aide d’une presse Beckman DU-640; Shimadzu FT-IR. Le
balayage des nombres d’onde a été fait entre 4000 et 600 cm™ sur une durée de 20 minutes.

111.1.1.4. Spectres de masse (MS)

Les spectres de masse en introduction directe et en LC/MS ont été réalisés sur un
spectromeétre de masse a trappe d’ions Thermo-Finnigan® LCQ Deca XP Max. Les interfaces
d’ionisation APCI ou ESI ont été utilisées comme sources d’ionisation. L’appareil a été controlé
par le logiciel Xcalibur.

La spectrométrie de masse (ESIM) a été réalisée sur QSTARXL de la compagnie AB Sciex.
Les spectres a haute résolution ont été enregistres sur spectrométres Waters GTC Premier avec
une source d’ionisation CI et Waters LCT avec une source d’ionisation ESI.

111.1.1.5. Spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire 1D et 2D ont été enregistrés sur des
spectromeétres de type Briker Avance 400 (400 MHz) ou Briker Avance 500 avec cryosonde
selon la quantité des produits a analyser.

Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés DMSO-ds, CD30D, dans des
tubes analytiques de 5 mm de diamétre.
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Les déplacements chimiques (o) sont exprimés en par rapport au tétraméthylsilane (TMS);
les constantes de couplage sont exprimées en Hz. Les multiplicités sont indiquées par les
abréviations s (singlet), d (doublet), t (triplet), g (quadruplet), m (multiplet), dd (doublet de
doublet) ...

11.1.2. Matériel vegétal
111.1.2.1. Récolte

Les écorces de Boswellia dalzielii ont été récoltées a Garoua (région du Nord Cameroun)
en janvier 2012 et identifiées par M. Victor Nana par comparaison a un échantillon numéro
64925/HNG/CAM qui se trouve a I’Herbier National de Yaoundé, Cameroun (Tableau 32).

La plante entiere de Echinops gracilis a été récolté a Fongo-Tongo (région de 1’ouest
Cameroun), en Janvier 2014 et identifié par Dr. Tsabang Nole (ethnobotaniste). Un échantillon
de référence 66943/HNC/CAM se trouve a I’Herbier National de Yaoundé, Cameroun (Tableau
32).

Tableau 32: Plantes étudiées et lieux de récolte

Plantes Famille I?artu/as L!eu de Botaniste Références
récoltées | récolte
. Specimen de comparaison
E:j(;sl\éviillli'ia Burseraceae Eucct):cc)ﬁ(s: Garoua M\)ilgltzr;a nuUMEro
64925/HNG/CAM
. Racines Dr. Echantillon déposeé sur la
Echinops A Fongo- b £ .
racilis steraceae Feuilles tongo Tsabang référence numéro
g Nole 66943/HNC/CAM

111.1.2.2. Séchage et broyage
Le matériel végétal a été découpé, séchée a I’air libre pendant 2 a 3 semaines. Les
écorces de Boswellia tout comme les racines et les parties aériennes de Echinops ont été
ensuite broyées finement pour étre soumises a des extractions
1.2, METHODES

111.2.1. Criblage phytochimique
111.2.1.1. Test de Shinoda
A une solution alcoolique de I’échantillon, ajouter quelques gouttes d’acide
chlorhydrique concentré, puis quelques copeaux de magnesium. La présence des flavonoides
se manifeste par une effervescence, suivie d’un changement de coloration qui peut étre violette

ou rouge brique.

]
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111.2.1.2. Test au chlorure ferrique
A une solution méthanolique de produit, ajouter quelques gouttes d’une solution de
chlorure ferrique. La présence des phénols se manifeste par un changement de coloration suite
4 la formation d’un ion complexe [Fe(ArO)s]> de couleur violette ou bleue.
111.2.1.3. Test de Liebermann-Burchard
Quelques milligrammes de produit sont dissouts dans le dichlorométhane (1 mL) et a la
solution obtenue, on ajoute quelques gouttes d’anhydride acétique, puis d’acide sulfurique
concentreé. Les terpénoides se manifestent par une coloration rouge violacé et les stérols donnent

une coloration vert bleuatre.

111.2.2. Meéthodes chromatographiques
111.2.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les analyses sur couche mince (CCM) sont effectuées en phase normale, dans la plupart
des cas, avec des plaques de gel de silice 60 F2ss (Merck) déposé sur feuille de plastique, ce qui
constitue la phase stationnaire. Ces plaques sont ensuite plongées dans des cuves
chromatographiques, remplies a environ 0,5 cm avec une phase mobile, qui peut étre
généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, selon le type de séparation recherchée.

Apres son développement, la plaque CCM est observée a la fluorescence UV (254 et 366
nm) et par la suite révélée. Le réactif utilisé pour la révélation des plaques a été la vanilline
sulfurique qui a été préparée comme il est décrit ci-dessous.

Réactif a la Vanilline sulfurique (Révélateur universel).

Préparer une solution composée de 1 g de vanilline, 3 ml d’acide sulfurique et 100 mL
d’éthanol 95%. Aprés pulvérisation, chauffer la plaque de CCM a 110°C pendant 1 minute
environ. Les colorations apparues sur la plaque varient selon le type de composés.

111.2.2.2. Chromatographie de partage

Pour une séparation grossiére et rapide, la chromatographie de partage a été réalisée selon
le principe de la VLC (Chromatographie Liquide sous Vide) (Hostettmann et al., 1998). Le
rapport de la quantité de phase sur la masse de 1’échantillon était d’un facteur 4 a 10. Les
fractionnements ont été effectués dans des entonnoirs Biichner avec verre fritté, sous un léger
vide fourni par une pompe a vide. Les échantillons ont été introduits sous forme solide en les
mélangeant avec de 2 a 2,5 fois leur poids en phase. Des mélanges de proportion croissante de
dichlorométhane dans le méthanol ont été utilisés pour la séparation sans secher la phase entre

les différents éluants.
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111.2.2.3. Chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC)

Les chromatographies sur colonnes ont été réalisées dans des colonnes en verre avec
comme phase stationnaire du gel de silice 60 A 40-63 pm (Merck). La taille et le diamétre de
la colonne sont choisis en fonction de la quantité d’échantillon a purifier et de la résolution
souhaitée. La quantité de silice utilisée est généralement 20 a 30 fois supérieure a la quantité
d’échantillon déposée. Les échantillons a fractionner ont été déposés sous forme solide mélangé
avec la silice ou sous forme liquide. Les chromatographies d’exclusion sont réalisées sur gel de

Sephadex® LH20 (Sigma Aldrich).

111.2.3. Isolement des composés
111.2.3.1. Extraction et isolement des constituants des écorces de Boswellia
dalzielii

Les écorces de B. dalzielii ont été découpées, séchées a I’air libre puis broyées finement.

La poudre obtenue (3.5 kg) a été macérée dans un percolateur avec 15L de MeOH pendant 48
heures. Une partie de I’extrait brut (115 g) a été dissoute partiellement dans 1 L d’un mélange
hydro-méthanolique (80 : 20) et partitionné avec des volumes de 500 ml d’hexane, 500 ml de
dichlorométhane et 500 ml d’acétate d’éthyle. Aprés concentration et évaporation des différents
solvants a ’aide d’un évaporateur rotatif, les phases organiques ont donné 29, 23 et 38.2 g
d’extraits respectivement. La phase aqueuse a été évaporée et séchée pour donner 51,8 g de

résidu (Tableau 33).

Tableau 33: Partitionnement de I'extrait méthanolique des écorces de B. dalziélii

Extrait des écorces du tronc de B.

Solvants dalzielii
Partition Masse
Hexane P1 299
CHCl>/MeOH /(30_-20) (500mL x 3 P2 239
repetitions)
ACcOEt (500mL x 7 repétitions) P3 389
MeOH/H>0 (résiduel) P4 51g

L’extrait au dichlorométhane (Partition P2, m=23g) issu de la séparation liquide-liquide
de D’extrait méthanolique des écorces du tronc de B. dalzielii, a été soumis a une
Chromatographie Liquide sous Vide (CLV), sur une colonne de gel de silice de granulométrie
63-200 mesh et éluée avec un gradient de CH>Cl>-MeOH. 111 fractions de 175 ml chacune ont
éteé collectées et regroupées en trois séries DO (1-21), D1 (22-67) et D2 (68-111). Le tableau ci-

contre indique les differentes series obtenues.
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Tableau 34: Chromatogramme de la partition P2

Eluant Fractions | Séries Observations
Une tache en CCM. Présence de solide blanc
CHCl; 1-21 DO amorphe apres concentration des fractions. BDE1
OK pour RMN

CH2Cl2/MeOH

(100-1) 22-36
CHzgé{'\lﬂ)eOH 37-48 D1 Mélange de composés
CH2Cl2/MeOH

(40-1) 49-67
CH2Cl2/MeOH

(30-1) 68-80
CHz((Zzl(z)/_ |\1/|)eOH 81-96 D2 Mélange de composés
CH2Cl2/MeOH

(12-1) 104-111

MeOH 112-116 D3 Lavage

Les fractions 1-21 ont été regroupées, sur la base de la CCM puis évaporées. Le résidu

obtenu, laissé a température ambiante, se présente sous forme de solide blanc amorphe (BDE1

: 19,4 mg) solubles dans le chlorure de méthylene.

La fraction D1 a été purifiée par CC avec CH2Cl2/MeOH (50:1 a 10:1) comme solvant
d’¢lution pour donner 03 composés indexés BDE2 (21.5 mg), BDE3 (15.1 mg), BDE4 (9.2 mg)

(voir tableau ci-dessous)

Tableau 35: Chromatogramme sous fraction P2-D1

Eluant

Fractions

Observations

CH2Cl2/MeOH (50-1)

1-8

Une tache en CCM. Présence de solide amorphe
jaune aprés évaporation des fractions. BDE3 OK
pour RMN

CH,Cl>/MeOH (40-1) 9-18 Mélange de composes

19-41 Une tache en CCM. Présence de cristaux incolore
CH2Cl2/MeOH (30-1) apres evaporation des fractions. BDE4 OK pour

RMN

CH,Cl>/MeOH (20-1) 42-52 Mélange de composes

53-56 Une tache en CCM. Présence de solide jaune apres
CH:Cl/MeOH (10-1) concentration des fractions. BDE2 OK pour RMN
MeOH 57-60 Lavage

L’extrait a I’acétate d’éthyle (Partition P3, m=38g) issu de la séparation liquide-liquide

de D’extrait méthanolique des écorces du tronc de B. dalzielii, a été soumis a une

Chromatographie sur Colonne (CC) de gel de silice de granulométrie 63-200 mesh et éluée avec

un gradient de CH.Cl>-MeOH. 185 fractions de 175 ml chacune ont été collectées et regroupées
en sept séries D4(1-56), D5 (57-88), D6 (89-119), D7 (120-150), D8 (151-165), D9 (166-177),
D10 (178-185) et trois composés purs indexés BDE5 (53.2 mg), BDE6 (24.5 mg) et BDE7

(11,5 mg) (Schéma 3). Le tableau ci-contre indique les differentes series obtenues.
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Tableau 36: Chromatogramme de la partition P3

Eluants Fractions | Séries Observations
CHZ((leél_l\l/l)eOH 1-56 D4 Mélange de composés.

Mélange de composés et présence de cristaux blancs
57-88 D5 dans les flacons 68 et 69 lavés a 1’acétone. BDES
OK pour RMN
Mélange de composes et présence de cristaux jaunes
dans les flacons 91, 92, 93, 113 soluble dans le

CH2Cl2/MeOH
(8-1)

CH2Cl2/MeOH

(6-1) 89-119 D6 méthanol et I’acétone. Aprées filtration BDE6 OK
pour RMN
CHZ%LZ_/KI €OH | 150150 | D7 Mélange de composés.
Mélange de composés et présence de cristaux blancs
CHCLIMeOH | 151 165 | Dg dans plusieurs flacons. Aprés filtration OK pour
(2-1)
BDE7
CHZCEIf_q\;I €OH | 166-177 | D9 Mélange de composés.
MeOH 178-185 | D10 Lavage

111.2.3.2. Extraction et isolement des constituants de Echinops gracilis

Echinops gracilis a fait 1’objet de deux protocoles d’extraction et d’isolement selon la
partie étudiée et la polarité des composes recherchés.

Les racines de cette plante ont ét¢ découpées, séchées a 1’air libre puis broyées finement.
La poudre obtenue (3,0 kgs) a été extraite a I’acétate d’éthyle (AcOEt) a froid par percolation
pendant 72 heures. Apres concentration a I’aide d’un évaporateur rotatif sous pression réduite,
40 g d’extrait brut a été obtenue. 33.8 g de cet extrait ont ét€ soumis a la chromatographie sur
colonne (CC) de gel de silice avec le systeme Hex-AcOEt de polarité croissante (95:5 a 50:50)
et CH2Cl>-MeOH (88:12). Quatre-vingt-huit fractions de 250 mL chacune ont été recueillies
puis, sur la base de CCM, regroupés pour donner cing séries principales [A (6 g, n - Hex/EtOAc
(95:5, viv), B (1 g, n - Hex/EtOAc (75:25), v/v), C (3.0 g, n - Hex/EtOAc (65:35, v/v), D (10
g, n - Hex/EtOAc (1:1, v/v), E (7.0 g, CH2CI 2/ MeOH (88:12), v/v)], le tableau ci-contre
présente les différentes séries.

Tableau 37: Chromatogramme de de I'extait méthanolique des racines de Echinops

gracilis
Eluant Fractions | Séries Observations
Hex/EtOAC (95:5) 1-19 A Mélange de composes
Hex/EtOAc (75:25) 20-42 B Mélange de composés + EGF1
Hex/EtOAC (65:35) 43-57 C Mélange de composes
Hex/EtOAc (1:1) 58-77 D Mélange de composes
CH2Cl,/ MeOH (88:12) | 78-88 E Mélange de composés
MeOH lavage
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La fraction A contenait un mélange complexe n’a pas été étudiée ; le composé EGF1(12
mg) a cristallisé dans la fraction B ; la fraction C a été soumise a une chromatographie sur
colonne (CC) de gel de silice avec un gradient Hex-AcOEt pour donner le composé 112 (20
mg) ; la fraction D a été soumise a une chromatographie sur colonne (CC) de séphadex LH20
avec un gradient CH2Cl,/ MeOH pour donner trois sous fractions D1, D2 et D3. D2 (0.5 g) et
D3 (1.0 g) ont été regroupées et puis chromatographiées sur une colonne de gel de silice, avec
un gradient Hex/EtOAc (100:0, 95:5, 90:0, et 80:20) pour conduire aux composés EGF5 (6 mg)
et EGF6 (6 mg) ; la fraction E a fait 1’objet d’une chromatographie sur colonne de gel de silice
avec un gradient n-Hex/AcOEt pour donner les composés 98 (10 mg) et EGF4 (9 mg) ; la
fraction E a été soumise a une chromatographie sur colonne avec le systéme de solvant (n-
Hex/AcOEt) de polarité croissante, aprés regroupement, une des sous fractions de E (52.5 mg)
présente, un mélange cristallin ; celui-ci a fait I’objet d’une séparation par chromatographie sur
colonne de gel de silice avec un gradient CH2Clo/MeOH, pour aboutir au composé EGF7 (10
mQ).

En ce qui concerne les parties aériennes de Echinops gracilis, 3 kgs de poudre issue de
ces parties ont été macérées a température ambiante dans 12 L de MeOH pendant 72 H, pour
donner 190 g d’extrait, aprés concentration a 1’évaporateur rotatif. Cet extrait a été dissout
partiellement dans 1 L d’un mélange hydro-méthanolique (80 : 20) et partitionné avec des
volumes de 500 ml d’hexane, et S00 ml d’acétate d’éthyle. Aprés concentration et évaporation
des différents solvants a 1’aide d’un évaporateur rotatif, les phases organiques ont donné 10 g
(P1°) et 19.5 g (P2’) d’extraits respectivement. La phase aqueuse a été évaporee et séchée pour
donner 80.8 g de résidu (P3’) (Tableau 38).

Tableau 38: Partitionnement de I'extrait méthanolique des parties aériennes de

E. gracilis
Extrait des parties aériennes de E. gracilis
Solvants -
Partition Masse
Hexane P1’ 10g
ACcOEt (500mL x 7 repétitions) P2’ 19¢
MeOH/HO (résiduel) P3’ 80g

Les 19.5 g d’extrait a 1’acétate d’éthyle ont été soumis a une chromatographie sur
colonne de gel de silice avec le gradient CH.Cl>/MeOH de polarité croissante (de 30:1 a 1:1).
Quatre-vingt-cing fractions de 250 mL chacune ont été obtenues et regroupées, sur la base de
leur profil CCM, en cing principales fractions [A (650 mg), B (152), C (254 mg), D (855 mg)

et E (485 mg)], le tableau ci-contre présente les différentes séries.
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Tableau 39: Chromatogramme de la partition P'2

Eluant Fractions | Séries Observations
CHCl>/MeOH (30-1) 1-17 Mélange de composés + EGF8
CH2Cl2/MeOH (20-1) | 18-29 Mélange des composés + EGF9
CH.CI>/MeOH (10-1) | 30-51 Mélange des composeés

CH>Cl>/MeOH (5-1) 52-64 Mélange des composeés
CH2CI2/MeOH (1-1) 65-79 Mélange des composés
MeOH 80-85 Lavage

mm|O|O|wm| >

Les composes EGF8 (13.9 mg) et EGF9 (18.9 mg) ont été obtenus directement a partir
de la colonne principale dans les fractions A et B. La fraction E (485 mg) a été soumise a une
chromatographie sur colonne de gel de silice comme adsorbant et le systeme CH>Cl>/MeOH

comme gradient d’élution, pour donner le composé EGF10 (8 mg).(Schéma 4 et Schéma 5).

111.2.4. Activités biologique

111.2.4.1. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des composés purs et de 1’extrait méthanolique de la plante a
été réalisée selon la méthode de microdilution en milieu liquide (CLSI, 2017). Le Blue Alamar
a été utilisé pour révéler la croissance ou 1’absence de croissance des bactéries exposées a des
concentrations décroissantes de substances actives aprés incubation. Cette évaluation a consisté
a déterminer les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Concentrations Minimales
Bactéricides (CMB) par méthode de microdilution a 1’aide d’une microplaque de 96 puits.

Principe :

Cette méthode colorimétrique est basée sur la capacité¢ qu’ont les cellules viables a
métaboliser, par réduction la résazurine (forme oxydée de Blue Alamar) en résorufine (forme
réduite de Blue Alamar).

L’indicateur redox Blue Alamar sous forme oxydé (résazurine), de couleur bleue est
réduit en présence des cellules bactériennes en croissance en résorufine de coloration rose ou
rouge. Si par contre, la croissance des cellules bactériennes est completement inhibée, la
coloration bleue est maintenue (Lancaster et al., 1993).

Procédure :

Pour chaque échantillon a tester, une solution mere de 1’extrait méthanolique a été
préparée a une concentration de 15000 pg/mL, les composés purs et 1’antibiotique
(Levofloxacine) quant a eux ont été préparé a 1000 pg/mL. A partir de 100 pL de chaque
solution mere, une série de dilutions géométriques de raison 1/2 a été réalisée dans 100 pL de
bouillon contenu dans les cupules de la microplaque. La série de dilutions nous a permis

d’obtenir une gamme de concentrations allant de 7500 mg/mL jusqu’a 7,324 pg/mL pour
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’extrait de plante et 500 & 0,488 pg/mL pour les composés. 100 pL d’inoculum de charge 10°
UFC/mL ont été par la suite ensemencés. Les gammes finales de concentrations d’essais étaient
de 3750 a 3,662 pug/mL pour I’extrait de plante et 250 a 0,244 pg/mL pour les composés. Deux
témoins ont été ajoutés a la série, un témoin positif (bouillon Mueller Hinton et
microorganisme) et un témoin négatif (bouillon Mueller Hinton et solution d’extrait de plante).
Les tests ont été réalisés en triplicate et les microplaques incubées pendant 24h a 37°C.

Apreés incubation, le virage progressif du bleu violacé au rose rougeétre en présence du
Blue Alamar indiquait la croissance visible des bactéries, tandis que la persistance de la
coloration bleue violacé impliquait I’effet antibactérien des substances testées. La CMI a été
déterminée comme étant la plus petite concentration de substance testée ayant inhibée toute
croissance visible du germe.

Pour la détermination des CMB, 50 uL des puits de la troisieme colonne test dont
concentration CMI > ont été repiqués dans 150 pLL de milieu MHB et I’ensemble incubé a 37°C
pendant 24 heures, puis la croissance bactérienne a été mise en évidence par ajout de 40 pL
d’une solution de Blue Alamar dans chaque puit des trois colonnes tests. L’ensemble a été ré-
incubé a 37°C pendant une heure. La CMB a été définie comme la plus faible concentration en
extrait a laquelle aucune croissance visible du germe n’a été observée (CLSI, 2017).

Le rapport CMB/CMI a permis de déterminer le profil bactériologique de chaque
¢chantillon testé. L’effet bactéricide sera observé si le rapport CMB/CMI est inférieur a 4,
bactériostatique si CMB/CMI est compris entre 4 et 16, et tolérante vis-a-vis du microorganisme
mis en présence, si le rapport CMB/CMI est supérieur a 16 (Fauchére et al., 2002).

111.2.4.2. Evaluation de P’activité anti inflammatoire
I11.2.4.2.1.  Inhibition de la dénaturation des protéines

Cette technique est basée sur la capacité des substances bioactives a inhiber ou réduire
la dénaturation des protéines tissulaires, fonctionnelles et structurales induite par les chocs
thermiques qui augmentent, la vibration et la rotation de ces macromolécules avec pour
conséquence, I’augmentation de I’instabilité des liaisons faibles.

L'activité anti-inflammatoire de I'extrait, des composés isolés et du Diclofenac
(Référence) a été évaluée en utilisant la technique d'inhibition de la dénaturation des protéines
telle que décrite par Padmanabhan et collaborateurs (Padmanabhan et al., 2012). Le milieu
réactionnel est composé de 1’échantillon a tester dont les concentrations vont variées (50, 100,
200, 500 et 1000 pg/L), d’une solution aqueuse de BSA (Bovine Serum Albumin) 5% et d’une
solution de PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH=6.4). Les échantillons ont été incubés au 27 °C

pendant 15 minutes et puis, apres refroidissement, ils ont été chauffés au 70 °C pendant 10

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 167



minutes ; la turbidité a éte mesurée a 660 nm. L'expérience a été exécutée en triple. Le

pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculée comme suit :

(ABS Controle - ABS de l' échantillon)
ABS Controle

* 100

pourcentage d’'inhibition =

111.2.4.3. Action antiprotéinase

Cette méthode repose sur I’habilité des substances anti inflammatoires a inhiber ou
réduire D’activité catalytique des enzymes protéolytiques produites par les cellules
immunitaires au cours des mécanismes inflammatoires

Le test a été realisé selon la méthode modifiée de Sakat et collaborateurs (Sakat et al.,
2010). Le milieu réactionnel (2 ml) contenait 0.06 mg de trypsine, 1 mL de solution de HCI
(IM, pH 7.4 et 1mL d’échantillon a tester de concentration variable (100 — 500 pg/ml). Le
mélange a été incubé au 37 °C pendant 5 minutes ensuite on y a ajouté 1 ml de caséine a 0.8%,
I’incubation a été prolongée de 20 minutes puis, 2 ml d'acide perchlorique a 70% ont été ajoutés
pour arréter la réaction. La suspension nuageuse a été centrifugée et I'absorbance du surnageant
a été mesurée a 210 nm. L'expérience a été exécutée en triple. Le pourcentage d’inhibition de
I'action protéinase a eté calculée comme suit :

(ABS Controle - ABS de l'échantillon)
F3
ABS Controle
Mélange de la réaction a contenu de magnésium, 1 ml d'amortisseur de Tris HCI (1M,

100

pourcentage d’'inhibition =

pH 7.4) et échantillon d'essai de 1 ml des différentes concentrations (100 — 500 pg/ml). Le
mélange a été incubé au °C 37 pendant 5 minutes et alors 1 ml de 0.8% caséine (W/V) a été
ajouté. Le mélange a été incubé pendant des 20 minutes additionnelle. 2 ml d'acide
perchlorique de 70% ont été ajoutés pour arréter la réaction.

111.2.4.4. Evaluation des activités antioxydantes

111.2.4.5. Test de décoloration du radical cation ABTS

Cette methode est basée sur I’habilité a piéger le radical cation ABTS, par des
substances anti radicalaires, a travers leurs capacités a augmenter la durée de vie de I’anion
ABTS. Dans cette méthode, 1’oxydation du radical ABTS se traduit par une diminution de
I’absorbance a 734 nm due au changement de coloration de la solution qui passe du bleu clair
au jaune.

La méthode utilisée pour déterminer I'activité antioxydante des échantillons consiste a
suivre la vitesse de décoloration du radical cation ABTS™ comme décrit par Lien et
collaborateurs (Lien et al., 1999). L’ABTS (acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazolin-6-
sulfonique)) a été préparé en mélangeant 0.0384 g d’ABTS et 0.00662 g de persulfate de
potassium (K2S20g) avec 10 ml d'eau distillée. Le mélange a été incubé pendant 16 heures a la

température ambiante a 1’abris de la lumiere avant I'emploi. Pour I'analyse réelle, la solution
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d'’ABTS a éte diluée avec de I'éthanol et I'absorbance a été ajustée sur 0.700 (= 0.02) a 734 nm
et stable & 30°C (densité optique initiale). Dans un tube a essai, 3.0 ml de cette solution diluée
d'ABTS ont été ajouté dans 30 pL d’échantillon a différentes concentrations. Les tubes ont été
agités afin d’homogénéiser le mélange. La lecture de I'absorbance a été faite a 734 nm juste
aprés agitation. L'acide gallique a été utilisé comme antioxydant de référence aux mémes
concentrations que les échantillons. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule
suivante :

Abs controle — Abs échantillons/acide gallique
1(%)=( : / galliq )><100
Abs controle

Ou, Abs controle st I'absorbance du tube de référence et AbS schantillon/acide gallique €St

I'absorbance du tube des échantillons a tester.
111.2.4.6. Test du pouvoir réducteur : FRAP

* Principe

Il est basé sur la réduction du complexe ferrique tripyridyltriazine (Fe’*-TPTZ) au
complexe ferreux tripyridyltriazine (Fe**-TPTZ) en présence d’un antioxydant. L’intensité de
la coloration bleue traduit cette réduction dont I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde
maximale de 593 nm.

Fe (TPTZ)23*+ AH —————> Fe (TPTZ)22* + A° + H*

*Procédure : La détermination du pouvoir réducteur ferrique antioxydant a été évaluée
par la méthode décrit par (Benzie et Strain, 1999).1950 uL de solution de FRAP ont été pipetées
et introduites dans les tubes puis, 50 uL d’extrait ou de composé a différentes concentrations y
ont été ajoutés. Les tests ont été réalisés en triplicata, le mélange a été incubé pendant 30 min a
I’obscurité et la densité optique a été mesurée a 593 nm grace au spectrophotométre de type
brand Thermo-Fisher-Scientific: Evolution 300 UV-VIS. La solution de FRAP a été préparée
de la maniére suivante : 14,1mg de TPTZ ont été dilué dans 9ml de HCL a 40 mM ensuite, le
chlorure ferrique (FeCl,) a 20 mM et le tampon acetate 300 mM a PH 3,6 ont été respectivement
mélange a la proportion 1; 1; 10 pour former la solution de FRAP. Quant-aux extraits et aux
composes, différentes concentrations de ceux-ci ont été obtenus a partir d’une concentration
meére de 4mg/ml par une série de dilution avec de I’eau distillée et du méthanol 1/1; plusieurs
concentrations réelles des extraits et composes ont été obtenues dans 2 ml a savoir 0,1 mg/ml;
0,5 mg/ml; 0,025 mg/ml; 0,0125 mg/ml; 0,00625 mg/ml et 0,0031mg/ml.

*Expression des résultats du FRAP : La courbe de régression de la fonction
absorbance = f (c en mg/ml) de I’acide gallique permet d’exprimer I’équivalence des extraits
en mg/g d’acide gallique. La moyenne du rapport des équivalences des concentrations en acide
gallique sur des différentes concentrations des extraits et composés nous a permis de trouver
I’équivalence en mg d’acide gallique par g de matiere seche (EAG/g MS).

Thése de Doctorat/PhD en Chimie Organique Rédigée et soutenue par Wéyépé Lah Fidéle Castro 169



111.2.4.7. Evaluation des activites cytotoxiques

La cytotoxicité des échantillons a été testée sur les cellules MCF-7 (lignées de cellules
mammaires cancéreuses humaines) a 1’aide du test colorimétrique MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) comme indiqué précédemment par
Quassinti et collaborateur (Quassinti et al., 2013), ce test étant base sur l'activité d'une enzyme
mitochondriale, la succinate déshydrogénase.

En présence du substrat MTT de couleur jaune, les sels de tétrazolium du substrat sont
transformeés en cristaux insolubles de formazan de couleur violette grace a l'activité de la
succinate deshydrogénase.

L’intensité de cette coloration est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. La
quantité de sel formazan produite par les cellules a partir du MTT est mesurée par la
spectrophotométrie.

Les lignées cellulaires humaines mammaires cancéreuses (human breast carcinoma cell
line) (MCF-7) a été cultivée dans le milieu de Eagle modifi¢ par Dulbecco (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium : DMEM) avec 2 mM L-glutamine, 100 IU / mL pénicilline, 100 mg
/ mL streptomycine et supplémenté avec 10 % HI-FBS.

Le médicament anticancéreux cisplatin (0,01-50 pug / mL) a été utilisé comme témoin
positif. Les cellules ont été incubées pendant 72 h dans une atmosphere humidifiée de 5% de
CO a 37 °C. A lafin de Il'incubation, chaque puits a regu 10 pl de MTT (5 mg / mL dans PBS),
apres avoir €liminé le surnageant, les plaques ont été incubées pendant 4 h a 37 °C, les cristaux
de formazan formés sont solubilisés dans 100 pL de diméthylsulfoxyde DMSO apres
’aspiration du milieu.

Les plaques ont été agitées pendant environ 30 min, puis lues au spectrophotometre a 540
nm en utilisant un Titertek Multiskan microElisa (Labsystems, Helsinki, Finland).

Le nombre de cellules vivantes aprés 48 h d’incubation en présence ou non des
composés a tester ou de produits de référence est directement proportionnel a I’intensité de la
coloration violette mesurée. La cytotoxicité a été exprimée par la concentration inhibant la
croissance cellulaire de 50 % (1Cso) (qui est la concentration qui inhibe de moitié la prolifération
cellulaire globale). Les valeurs d’ICso ont été déterminées avec le logiciel GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, S. Diego, CA, USA).
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11.3. Caractéristique physico-chimique et spectroscopiques des composés

isolés

11.3.1. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés des

écorces de du tronc de

Boswellia dalzielii

BDE1: 3-O-p-D-glucopyranosyl-g-
sitostérol

Solide amorphe blanc

m/z=576 [M] ™"

Soluble dans le chloroforme

Test de Liebermann Burchard : positif

Formule brute : C3sHgoO6
RMN 3C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 14)

BDE2 : 7-hydroxy-4’-méthoxy-6-O-f-D-
glucopyranosylflavone
Solide amorphe jaune,

m/z=446 [M]*

Soluble dans le méthanol.

Formule brute C22H22010,

RMN 3C (100 MHz, DMSO dg) (voir Tableau 15)

BDES3 : a-D-glucopyranoside

Cristaux incolores.

Fond entre 148 et 150°C

m/z=181 [M+H]*

Test de molish : positif

Formule moléculaire brute CsH1206
RMN 'H (400 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 16)
RMN 3C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 16)

BDE4 : Gallate de méthyle
Solide jaune,

Fond entre 261 et 262°C
m/z=185 [M+H]*
Soluble dans le méthanol.

Test du chlorure ferrique : positif

HO

107

OH

OH

108

Me
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Formule brute CgHgOs
RMN H (400 MHz, DMSO dg) (voir Tableau 17)
RMN 3C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 17)

BDES : Acide Gallique
solide jaune

Fond entre 209 et 211°C
m/z=171[M+H]* o

Soluble dans le méthanol ; HO 1

OH

Test du Chlorure ferrique : positif 4

HO 56
Formule brute C7HsOs
RMN H (400 MHz, DMSO ds) (Tableau 18)

RMN C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 18)

OH

BDESG : 4'-méthoxy -3-O-g-D-glucopyranosyl-E- resvératrol

Poudre blanche

m/z=405[M+H]*

Solubles dans le méthanol.

Test du chlorure ferrique : positif

Formule brute C2:H240g

RMN H (400 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 19)
RMN 3C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 19)

BDE?7 : 4’-méthoxy -3-O- [2""-(O-rhamnopyranosyl)-xylopyranosyl]-(E)-resvératrol
Cristaux blancs

Fond entre 190 et 192°C

m/z=520[M+H]*

Solubles dans le méthanol ;

Test du chlorure ferrique : positif

Formule brute de C26H32011

RMN H (400 MHz, DMSO ds) (Tableau 20)
RMN 3C (100 MHz, DMSO dg) (voir Tableau 20)
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111.3.2. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés des

racines de Echinops gracilis

EGFL1 : Erythrinasinate

Cristaux blancs en forme d’aiguille,

Fond entre 78 et 80°C

m/z=603 [M+H]"

Soluble dans le chloroforme.

Test du chlorure ferrique : positif

Formule brute C3sHssO4

RMN H (500 MHz, CDCls) (voir Tableau 21)
RMN C (125 MHz, CDCls) (voir Tableau 21)
EGF2 : Vogélate

Cristaux blancs en forme d’aiguilles,

Fond entre 124 et 125°C

m/z=602 [M]*

Soluble dans le chloroforme

Test chlorure ferrique : positif

Formule brute CagHssOs

RMN H (500 MHz, CDCls) (voir Tableau 21)

RMN C (125 MHz, CDCls) (voir Tableau 21)

H;CO

OH

OH

112

111
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EGF3 : Acide férulique

Aiguilles incolores
Fond entre 210 et 212°C
m/z=194 [M]"

Solubles dans le DMSO (diméthylsulfoxide).

Formule brute C10H1004
RMN H (500 MHz, DMSO dg) (voir Tableau 22)
RMN 3C (125 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 22)

EGF4 : Acide p-coumarique

Aiguilles incolores
Fond entre 218 et 220°C

miz=164 [M]*

Solubles dans le DMSO (diméthylsulfoxide).
Formule brute CgHgO3

RMN *H (500 MHz, MeOD) (voir Tableau 22)
RMN C (125 MHz, MeOD) (voir Tableau 22)

EGF5 : Acide ursolique

Cristaux en aiguille de couleur blanche
Fond entre 237 et 240°C

m/z=457 [M+H]"*

Soluble dans le chloroforme.

Test de Liebermann-Burchard : postif

Formule brute C3oH4s03

RMN H (500 MHz, CDClIs) (voirTableau 23)
RMN 3C (125 MHz, CDCls) (voir Tableau 23)
EGF6 : Acide oléanolique

Cristaux en aiguille de couleur blanche
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30

Fond entre 301 et 303°C
m/z=456 [M]"

Soluble dans le chloroforme.

test de Liebermann-Burchard : postif

Formule brute C3oH4s03

RMN *H (500 MHz, CDCls) (voir Tableau 23)
RMN 3C (125 MHz, CDClIs) (voir Tableau 23)
EGF7 : Quercétine

Aiguille de couleur jaune,

Fond entre 313 et 315°C

m/z=302 [M]"

Soluble dans le DMSO.
Test de Shinoda : positif
Formule brute C15H1007.

RMN *H (500 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 24)

RMN C (125 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 24)

111.3.3. Caractéristiques physico-chimiques des composés isolés des
parties aériennes de Echinops gracilis

EGF8 : 7-O-(4"-féruloyl)-g-D-glucopyranosylapigénine

Solide amorphe jaune

m/z=607 [M-H]-

Soluble dans le MeOH,

Test de shinoda : positif

Formule moléculaire C31H28013 (calc. 607.1452),

Spectre UV : Amax 240 nm, 275 nm (log € = 1.48)

Spectre IR : 3350 cm™ (OH), 1638cm™ (carbonyle a,-insaturé), 1510 cm™ (aromatique).

RMN H (400 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 25)

RMN %2C (100 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 25)
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EGF9 : 7-O-(4""-trans-p-coumaroyl)-g-D-glucopyranosylapigénine

Solide amorphe jaune

m/z=579 [M+H] *

Soluble dans le MeOH,

Test de shinoda : positif

Formule moléculaire CaoH26012

RMN H (500 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 26)
RMN 3C (125 MHz, DMSO ds) (voir Tableau 26)

EGF10 : 7-O-p-D-glucopyranosylapigénine
Solide amorphe jaune
m/z=431 [M-H]"
Soluble dans le MeOH,
Test de shinoda : positif

Formule moléculaire C21H20010 HO

RMN !H (500 MHz, DMSO ds)
(voir Tableau 27)

RMN BC (125 MHz, DMSO de)
(voir Tableau 27)
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