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Introduction Générale:

Les plantes ont de tout temps été utilisées par les humains pour soulager peines, douleurs,
émotions et chagrins. Les plantes médicinales disposent de nombreuses vertus curatives, pouvant
servir de modéles pour l'industrie pharmaceutique. [ ]

Ce pendant, |'usage des plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problémes de santé, mais avant de pouvoir recommander |'usage de telle ou telle espéce pour une
maladie, il est nécessaire de valider I'usage traditionnel qui en est fait. En d'autres termes, il
convient d'évaluer scientifiquement I'activité pharmacologique de la plante médicinale retenue, et
appréciée s celle-ci confirme saréputation. De plus, il est impératif de vérifier également I'absence
de toxicité des plantes employees. L'usage de plantes médicinales locales, en réponse a des
problémes de santé peut étre percu comme une alternative aux médicaments, en particulier dans les
pays du sud ou ces médicaments sont souvent chers, peu accessibles et quelquefois contrefaits.

Dans ce contexte notre éude sattelée al'investigation phytochimique de Achillea ligustica
appartenant ala famille des composées (asteracées), et Ranunculus cotusifolius, plante médicinale
appartenant ala famille des ranunculacées, endémique pour lesiles Canaries, Maderes et Agores.

Le but de nos travaux éant de rechercher des molécules nouvelles & activité biologique potentielle

Le genre Achillée fait partiedela famille des composées (astéracées), compte environ 1200
genres et 2600 espéces présentes dans toutes les régions du monde a I'exception des pdleg] 1]

Les espéces de ce genre sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour les activités
analgésique, antipyrétique[ 3], antiallergique [ 4], anti-inflammatoire [ 5], antitumorales mais auss
anti-cancéreuses, antioxydant [ 6 ] et antihémorragique[ 7].

Les études chimiques des espéces du genre Achillée, ont montré leur richesse en terpénoides
[ 8], flavonoides[ 9, 10], et en lactones sesquiterpéniques [ ], ces composés sont répartis dans
toutes | es organes des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs...).

Le genre Ranunculus fait partie de la famille des renonculacées elle comprend 1500 espéces et 50
genres[ 2]

Préférant les régions humides, froides et méme glaciales, se sont des plantes d'altitude. Leurs études
phytochimiques ont montré la présence de nombreux composés bioactives, notamment toxiques.
Lestravaux effectués sur ce genre ont montré une diversité structurale trésimportante. En effet, la
plupart des grandes classes des substances naturelles : flavonoides, alcaloides, acides gras,
acylglycérides, stéroides, triterpenes ont été mise en évidence dans diverses espéeces.



Les travaux que nous avons effectués sur Achillea ligustica et Ranunculus cortusifolius dans ce
cadre sont reportés dans cette thése sous forme de quatre chapitres

Dans le chapitre un, sont reportées des éudes bibliographiques effectuées sur les deux genres et les
deux espéces séectionnés.

Dans le chapitre deux, nous reportons les résultats de notre anal yse de la littérature concernant les
métabolites secondaires d'une fagon générale.

Le chapitre trois est consacré anos travaux expérimentaux basés essentiellement sur |'extraction,
I'isolement et la purification par des méthodes chromatographiques diverses des composants des
extraits a ébullition de I'éthanol (Soxhlet) de deux espéces étudiées.

Le chapitre quatre renferme toutes les démarches suivies pour les déerminations structurales des
composés isolés. Ces études combinent les résultats d'anayse par spectroscopie d'absorption IR, par
SMIE abasse et haute résolution par RMN *H et RMN *C ,RMN 2D,(COSY ,HSQC, HMBC et
ROESY). L'ensemble des résultats de nos travaux est terminé par une conclusion générale.



CHAPITRE |

LeMateriel vegétal

étudié



[-1-La Famille des astér acées (composées).
[-1-1- Généralités:

Lafamille des astéracées ou composées est une des familles les plus importantes
du régne végétal, famille de plantes dicotylédones elle comprend pres de 13 000 especes
réparties en 1500 genres. Ce sont essentiellement des plantes herbacées méme sil existe des
arbres, des arbustes ou des lianes dans cette famille.

Son nom scientifique: asteraceae a été introduit par Martynov en (1820)
Le nom Compositae revient a Giseke des (1792)
|-1-2-Caractéristiques générales:

Les astéracées ont la caractéristique commune
d'avoir des fleurs réunies en capitules, c'est-a-dire serrées les uns a coté des autres, sans
pédoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou d'une tige et entourées d'une structure formée
par des bractées florales. Cette structure en forme de coupe ou de collecte est appelée un involucre.

Lafleur des astéracées est trés particuliére: les étamines sont soudées par leurs antheres
déhiscentes vers I'intérieur. Sous les stigmates sont situés des «brosses a pollen». La croissance
rapide du style permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le stigmate a traverse
le tube formé par les antheres, les stigmates se déplient et exposent leur face gluante au pollen. |1
faut penser qu'a ce moment-13, du nectar est secrété.

Lesfleurs des astéracées, appelées auss fleurons, se présentent sous deux formes:

- Deslanguettes, ou ligules, dans lesgquelles, les équivalents de pétales sont soudés,
généralement par cing, parfois par trois, reconnaissable seulement aux deux dents de la
languette, et ou un pétale prédomine.

- Destubesterminés par des lévres, imperceptibles ou souvrant plus ou moins largement
en cing lobes.

Dansle premier cas on parle de fleurons ligulés, dans |e second, de fleurons tubulés.
Le capitule peut présenter trois aspects différents:
- Fleurons tous ligulés (chicorée, pissenlit, laitue etc....)

- Fleurons tous tubulés (charbon, crise, centaurée etc....)



- Fleurons périphériques ligulés entourant un disque de fleurons tubulés (marguerite, aster,
sénecon etc....)

Lesfruits sont des akénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui
favorise ladispersion desgrains par le vent.

Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est nécessaire de récolter des
capitules défleuris, portant des fruits mdrs ou au moins déja bien formeés I'observation des bractées
del'involucre est également trésimportante] ] .

[-1-3- Les sous-famille des astér acées (composées):

Les composées sont divisés en trois sous-familles: les tubuliflores, lesradiées et les
liguliflores.

Les premiéres ont une inflorescence uniquement composée de fleurs tubuleuses réguliéres,
les secondes ont des fleurs tubuleuses réguliéres au centre (C'est ce qu'on appelle le disque) et des
fleurs tubuleuses irréguliéres ou ligulées tout autour en forme de couronne (c'est le rayon). Le calice
de chague fleur est trés réduit mais peut également étre absent ou transformé en une touffe de poils,
qui demeure autour de la graine et en facilite la dissémination.

[-1-4- Importance économique des composees:

Cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des plantes alimentaires:
laitues (Lactuca), endives, chicorée (cichorium), artichauds (Cynara), Salsifs (Tragopogon),
scorsoneres (Scerzonera), estragon (Artemisia )topinambour (Heliantus tuberosus)...

Le tournesol (Heliantus annuus) est cultivé pour son huile riche en acides gras insaturés et
ses tourteaux. Plusieurs especes de cette famille sont utilisées en pharmacie:

Le semen-contra (Artemisia cina Berg), I'Arnica (Arnica montana L), la camomille (Matricaria
chamoumilla L. et Anthemis nobilisL.) le pied- de- chat (Antennaria Dioica L. .Gaertn.), le
Tussilage (Tussilago farfaralL.)...[ ]

De nombreuses composées sont des plantes ornementales notamment celles des genres:
Chrysanthemum, Dahlia, Tanacetum, Rudbeckia, Zinnia, Cosmos, Callistephus, Calendula, ..etc. [

]

I-1-5-Les métabolites secondaires les plus cour ants chez les composées

La recherche bibliographique réalisée sur cet axe montre que lamajorité d'éudes
phytochymiques effectuées sur un nombre important d'especes de la famille des composées
souligne larichesse ains que ladiversité structurale de ces plantes en métabolites secondaires [

].

Parmi ces composés les plus importants sont des terpénes, des lactones sesquiterpéniques,
des alcaloides et des flavonoides.



I-1-5-a- Lesterpenes:

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représentés dans les
végeétaux. De structures tres diversifiéesils ont un intérét chimique considérable. 11s constituent le
principe odoriférant des végétaux. Cette odeur et due alalibération des molécules trés volatiles
contenant 10, 15, 20 atomes de carbones. Extraites ces molécules sont employées comme
condiments (girofle) ou comme parfum (rose, lavande). Ils ont un caractére commun du point de
vue structural. En effet, ils sont formés de I'assemblage d'un nombre d'unités penta carbonées

ramifiées dérivées du 2-methylbutadiene, appel ées unités isopréniques (CsHs) n. Ces squelettes

peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien former des anneaux. De ce fait une classification
rationnelle, basée sur ce nombre qu'ils renferment, est possible (tableau 1-1.)[ ] .

Tableau I-1: Classification desterpénes.

Monoterpenes Cio
Sesquiterpénes Cis
Diterpénes Cso
Sesterpénes C:s
triterpénes et stéroides Cso
Tetrater pénes Cso
polyterpénes (Cio)navec n>8

[-1-5-b- Leslactones sesquiter péniques:

Les lactones sesquiterpéniques constituent un groupe important de substances naturelles
danslafamille des composées| ], des études montrent que plus de 90% des lactones
sesguiterpéniques ont été isolées de cette famille[ ] et plus de 3000 structures sont connues| .

A ce groupe appartiennent "les principes amers " de nombreuses composées| ]. Suivant la
structuredu squelette sesquiterpénique on les devise en : guaianolides, germacranolides,
eudesmanolides, xanthanolides, pseudoguaianolides, @emanolides, séco-eudesmanolides,
éremofilanolides et bakkenolides. Les recherches ont montré que certaines lactones
sesquiterpéniques sont biologiquement actives et possédent des propriétés cytoxique[ ] , anti
microbienne[ ], anti fongique[ ], anti-inflammatoire[ ], anti parasitaire[ ], anti bactérienne |

]...

Les différents types de ces substances sont distribuées sur les différentes tribus de cette
grande famille suivant le tableau 1-2 [ ].



Tableau |: Distribution des différentstypes de sesquiter pénes lactones
qui exigent danslesdifférentstribusdela famille des

composées.
Tribu Nombredegenresdes | Typesdelactones présent
(nombredegenre) sesquiter pénes lactones
Eupatorieae 4 Germacranolides
(50) Elemanolides
Guaianolides
Ambrosanolides
Seco-Ambrosanolides
Vernonieae 4 Germacranolides
(50) Elemanolides
Guaianolides
Astereae 1 Germacranolides
(100) Guaianolides
Elemanolides
Inuleae 5 Guaianolides
(100) Xanthanolides
Ambrosanolides
Helenanolides
Seco-Eudesmanolides
Seco-Ambrosanolides
Germacranolides




Tableau | :Distribution des différentstypes delactones sesquiter péniques
qui existent dansles différentstribusdela famille des

composées.
Tribu Nombre degenres Typesde squelettes
(nombredegenre) contenant des lactones sesquiterpeniques
sesquiterpeniques
Heliantheae 24 Elemanolides
(250) Guaianolides
Eudesmanolides
Xantanolides
Ambrosanolides
Helenanolides
Seco-Eudesmanolides
Seco-Ambrosanolides
Seco-Helenanolides
Senecioneae Germacranolides
(50) Xanthanolides
Eremophilanolides
Helenanolides
Bakkenolides
Anthemideae 10 Germacranolides
(50) Elemanolides
Guaianolides
Helenanolides
Cadinanolides
Chrymoranolides
Arcototeae- 1 Guaianolides
Calenduleae
(50)




Cyanareae 8 Germacranolides
(50) Elemanolides
Guaianolides
Eudesmanolides
Mutisieae 1 Eudesmanolides
(55)
Lactuceae 7 Germanocranolides
(75) Eudesmanolides
Guaianolides

Cetableau I-2 montre que les types les plus abondants sont:
a- Lesguaianolides:

Lenoyau comporte un cycle pentagonale et un cycle heptagonale uni al'anneau lactonique,
a ce groupe gppartiennent les lactones génératrice d'azuléne telles que
L'achilline 1 (Achillea millefoliumL)[ ],lacynaropicrine 2 (Volutariacrupinoides)[ ],
Salograveolide B 3 (Centaurea solinitana)[ ], Cebelline N 4 (Centaurea bella)[ ]

1 Achilline 2 Cyanaropicrine

0
\

OH

3 Salograveolide B 4 Cebdline N

b- Lesgermacronolides:



Un cycle a 10 atomes est uni al'anneau lactonique. 11s sont largement distribuiés dansla
famille des composées|[ ],parmi ces nombreuses structures, on peut citer:
Lalartiopicrine 5 des feuilles de bardane,la cnicine 6 du charbon-beni(Cnicus benedicus L) [ ]et de
centaurea lippii [ ],Jasintenine7 de Achillea sintenisiif ] et Achillea micrantha
[ 1,11B,13-dihydrocnicine du Centaurea pullata| ].

HQ ;OH wO—0C—C—CHPH

CHs
CH,

N

Yo
5 Lartiopicrine 6 Cnicine

O cH,
OAC [
A o—¢C —C—|CH —CH,0H
OH
------ CHs
CHLOH
o

7Sintenine 8 11B,13-dihydrocnicine

c-Leseudesmanolides:

IIs sont formés du squelette 1,7-dimethyl,4-isopropyl-bicyclo[0,4,4] decane qui se déduit du
squelette germacrane par cyclisation formant deux cycles hexagonaux.

d-les démanolides:

Ce sont des séco-eudesmanolides2-3 ils dérivent par un réarrangement cope des
germacranes1(10)-4(5)diéneolides.
On peut citer:la melintensine 13 de Centaurea melitensis et Centaurea aspera[ ] 1a11,13-
dihydromelintensinel4 de Centaurea aspera| |.

X =CH : B-H ,a-CH



13 mdlitensine 14 11,13 dihydromédlitensine

|-1-5-c-L es alcaloides:

Les dcaloides sont des substances organiques d'origine naturelle, possédant au moins un
atome d'azote hétérocyclique. Généralement les alcaloides ont des propriétés trés basiques. Ce sont
des substances particulierement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques trés variée ains
que pour leur toxicité [ ], selon leur composition chimique et surtout leur structure moleculaire,
les alcaloides peuvent étre divisé en plusieurs groupes.

-Des phenylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique;

-Des dcaloides isoquinoléiques : morphine, éhylmorphine, codeine et papevérine contenues dans
['opium du pavot;

- Des acaoidesindoliques : ergométrine, ergotamine, ergotoxine de I'ergot des céréales;
-Des acaloides quinoléiques : tige feuillée de larue commune;

-Des alcaoides pyridiques et piperidiques : ricinine du ricin, trigoneline du fenugrec,la conine
(poison violent) de la cigué;

-Des acaloides des dérivés du tropane : la scopolamine et I' atropine de la belladone;
-Des acaloides stéroides : racine de veratre, douce-amere ou aconite (aconitine) par exemple.

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type (schémal,6). Indol (1), Quinoling(2),
Isoquinoling(3),Tropane(4), Pyriding(5), Quinoliziding(6), la morphing(7) et Solaniding(8)
(steroides) .



OH HO™
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Schéma |-6: Les principaux cycles azotés des dcaloides
[-1-5-d- Les Flavonoides:

Les flavonoides sont des substances appartenant & la famille des polyphénols. 1ls constituent
les pigments de la plupart des végétaux et interviennent dans la coloration des feuilles, des fleurs, et
des fruits. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont dues aux
anthocyanes et aux caroténes qui ne sont pas masqués par la chlorophylle.

A I'é&at naturel on trouve trés souvent les flavonoides sous formes d'héérosides, une ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont aors glycolysées (les oses étant le glucose le galactose,
lerhamnose, ou I'arabinose). la partie autre que |'ose est appelé aglycone.

Le nom de flavonoides vient du fait que ces molécules ont toutes une structure semblable a
celle de lamolécule de flavone (ou 2-phényl chromone):

@)

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes qui se différencient par le degré de
saturation de I'hétérocycle de I'aglycone, son oxydation et sa conformation spatiae:

- Lesflavonols



- Lesanthocyanidines (ou anthocyanidols)
- Lesflavanols

Les anthocyanidines peuvent étre obtenues soit a partir de flavonols (par réduction) ou par
oxydation des flavanols.

Favanols  (oxydation) Anthocyanidines (réduction)
_ 4—

Les flavonoides sont solubles dans I'eau chaude et les alcools

1)Lesflavonols: Rs- Rs

Ce sont des pigments jaunes présents notamment

dans la pelicule des raisins et dans les feuilles des H H | Kaempferol
vignes. Leur forme aglycone est trés stable .

OH H | Quercétine

OH OH

Myricétine

OCH; H |sorhamnétine

Forme aglycone des principaux
favonols.
2)Les anthocyanidines (ou anthocyanidols):

I1s constituent la partie aglycone des anthocyanes. Les anthocyanidines ont pour structure de base
I'ion flavylium

H H Péargonidine




Ils ont une structure commune polyhydroxylée, le OH H Cyanidine

tableau 1-x comporte laformule de six OCHg3 H Paconidine

anthocyanidine : OH OH Delphinidine

OCHs5; OCHj3; Malvidine

OH OCHs Pétunidine

Principaux Anthocyanidols.
3)Lesflavan-3-ols.
I1s ont également une structure polyhydroxylée, le tableau 1- ;;;reporte quelques éxemples

OH

H

O \)
W
a R
W

OH

Letableau | :quelques exemples de flava-3ols

3-OH R
3 H (+)Catéchine
o H (-)Epicatéchine
R OH (+)Gallocatéchine
o OH (-)Epigallocatéchine

4-Propriétés des flavonoides:

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiés dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-allergiques,
anti-cancéreuses,[ |



[-1-6-Le genre Achillea
[-1-6-1-Description du genre:

Le genre Achillea regroupe diverses plante de la famille des astéracées(ou composées) dont
la plus connue est I'achillée mille feuille(Achillea millefolium).Le nom du genre correspond au latin
Achillea,lui-méme emprunté au grec Akhileos,herbe d'Achille.

L'achillée est une plante medicinale dont les vertus lui ont valu son nom.
Le héros grec aurait guéri teléphe qu'il avait lui-méme blessé, al'aide de I'achillée mille feuille.
I-1-6-2-Caractéristiques du genre:

Plantes herbacées vivaces a fleurs alternes, comme pour toutes les composées, ce qu'on
appelle communément«fleur» est un capitule.

Les capitules des achillées sont formés d'un disque de fleurs tubul ées hermaphrodites entourées de
fleurs ligulées femelles. Les ligules, presque toujours blanches, sont assez courtes, le plus souvent a
trois dents.

Trés nombreux sur la plante,les capitules sont groupés en inflorescences appelées Carymbes.
Les fruits sont des akénes.
|-1-6-3-Principales especes:

-Achilleaageratum L.

- /I araa L.
- /I chamaemelifolia pourr.
-Achilleadistans Waldst.et Kit. ex wild.

- /l erbaratta All.



- /I filipendulena lam.
-Achillealigustica All.
- /I macrophylla L.

- /[ millefolium L.

- /I moschata Wulfen.

- /I nara L.
-/l nobilis L.
- /| odoraa L.

- /Il ptamica L.
- /I setacea  waldst et kit.
-Achilleatomentosa L.

|-1-6-4- Distribution et aire géographique:

Le genre Achillée(Achillea) est largement distribué en Europeen Asie du centre et de
I'ouest, au nord de I'Afrique,et au nord de I'Amerique

Lieux: sauvage, zone découverte, prairies, foréts claires, decombres, talus, berges, bord des fossés
et jardins,jusgu‘au 2500 m.

I-1-6-5-Caracter e chimique du genre Achillea:

D'apres I'étude bibliographique que nous avons menée, les travaux phytochimiques sur le
genre Achillée ont permis d'identifier plus d'une centaine de composés qui sont essentiellement des
terpénoideq ],des flavonoideq ],et des lactones sesquiterpéniqueq  ].Le tableau I-2 rassemble
un nombre d'espéces du genre Achillea et leur contenu lactones sesquiterpéniques ,les structures
respectives sont données dans le schéma |-X.

Tableau N°I-2:Quelques sesquiter péniques lactonesisol ées de différentes especes du genre
Achillea.

Nom deI'espéce Nom du composéisolé N° dela Réf
gructure

Ligustolide-A.

Ligustolide-B.
3-deshydroxy-iso-seco-tanapartholide.
8-hydroxy-3methoxy-iso-seco-
tanapartholide.

Alligustica(espéce | 2a-chloro-iso-seco-tanapartholide.
étudiée) 40,,100-Dihydroxy-1B,2B-epoxy-
5a,7aH-guaia11(13)-en-12,6a-olide.
Matricarin.

IWIN 2 =
T o

24

o 101 I

Désacetyl-matricarin.

I~




Alligustica (espéce
étudiée)

Artecdlin.
Iso-gpressin.

l© I

24

A.depressa

Apressin

10

25

A.santolina

Leucodin.

5-Hydroxyleucodin
3,9-diacetoxy,13-hydroxy-(10),4,7(11)-
germacratrien-12 6-olide.

11 1la
11 1lb

26

A.asplenifolia

8a-acétoxytannunolide.
8a-acétoxy-6-epi-tannunolide.
8a-angel oyloxytannunolideB

8a-angel oyloxy-6-epi-tannunolide B.
8a-angel oyloxy-11-epi-tannunolide C.

14a
14b
14c
14d

14e

8a-angel oyloxy-4a-methoxy-guaia
1(10),2-diene-12,60-0lide.
8a-angel oyloxy-4f3-methoxy-guai a
1(10),2-diene-12,60-0lide.
8-desaetyl-8-angelol-4-epi-matricin.

15a
15b

15c

27




Tableau N°I-2:Quelques sesquiter péniques lactones isolées de différentes especes du genre
Achillée.

Nom de|'espece Nom du composéisolé N° dela Réf
structure
13-acetoxy-3p-isovaleroyloxygermacra- 16a

1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olide.
13-acety-3p-(2-methyl butyroloxy)-
germacra-1(10)E,4E,7(11)-trien-12,60-
olide. 16b
13-hydroxy-3pisoval eroyloxygermacra-
1(10)E,4E,7(11)-trien-12,6a-olide.

A.asplenifolia 13-hydroxy-3p-(2-methylbutyroylxy)- 16
germacra-1(10)E,4E,7(11)-trien_12,6a- 16¢c
olide. 16d
3B-isova eroyloxy-8a-hydroxy- i7a

11(aH),13-dihydrocostunolide.
3B-(2-methylbutyroyloxy)-8a-hydroxy-

11(aH),13-dihydrocostunolide. 17 17b
8a-angeloyloxy-1a,20,40,50¢-diepoxy- 27
10B-hydroxy-6pH,7aH,118H-12,60.- 18
guaianolide.

Acollina 1B,43-Epoxy-6p,7a,11a-sdinan-6,12-
olide. 19

8a.-Angeloxy-2f,10p-dihydroxy-4p-
methoxymethyl-2,4-epoxy-6pH,7aH,113- | 20
1(5)-guaien-12,6a-olide.

8a-Angeloxy-2a,4a,10B-trihydroxy-
6pH,7aH,118H-1(5)-guaien-12,60-0lide. | 21
4-hydroxy-bisabol-1-one. 22




4-hydroxy-11-hydroperoxy-9-bisabolen-

1-one. 23
11, 13-dehydrodesacetylmatricarin.

24
3-oxa-achillicin 25
8a-tigloyloxy-11(3H),13-dihydro-10-epi-
tanaparthi n-aperoxide. 26
8a-isobutyryloxy-11(pH),13-dihydro-10-
epi-tanaparthin-a-peroxide. 27
8a-angeloxyartabsin. 28

28

153=

1b=

R=a -OH

R=p- OH

©)




Shéma.1: gructures chimiques de quelques lactones sesguiterpéniques isolés de différentes espéces
du genre Achillée.
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R1 R>
1la H H
11b OH H
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IIIIIIOR
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(14)

Fig.l.2: Structures chimiques de quelques sesguiterpénes

lactones isolés de différentes especes du genre

Achillée.

16

14a A" R=Ac,6aH
14b A*? R=Ac,68H
14c A* R=Ang,6aH
14d A R=Ang,6pH
14¢ A" R=Ang,6pH
R R
15a CH3 OCH3
15b OCHs CHs
15¢ OH CHs
R R
16a ival AC
16b 2MeBu AC
I6c ival H
16d 2MeBu H




17a

ival

17b

2MeBu

Fig.3:Structures chimiques de quelques sesquiterpénes

lactones de différentes espéces du genre Achillée.

19

20

2BOH

40-CH3

200OH

4B-CHs




?21a

2, 4B-diOH




IIIIIIOR IIIIIIOR

2=Tg,2a,4a-endoperoxide R=L Bu,2a,40-endoperoxide

26 27

schéma  :Structures chimiques de quelques lactones sesquiterpéniques

isolées de différentes espéces du genre Achillea.

I-1-6-6-Importance économique et thérapeutique du genre Achillae:

L'espéce,est utiliste dans de nombreux produits de phytothérapie en Europe, notamment
comme anti-inflammatoire, pour le soulagement des spasmes de la colique, comme tonique de
I'estomac et stimulant de la production de I'acide biliaire. En outre Achillea est utilisée contre le
rhume, les crampes, la fiévre, les troubles rénaux, le mal de dent et lesirritations cutanées. Achillea
est générdement reconnue inoffensive dans les boissons uniquement s le produit fini est exemptde
thujane. Selon certaines sources, Achillea est présente dans plus de 20 produits pharmaceutiques
commercialisés au Canada, et €elle est trés populaire dans les produits de phytothérapie
commercialisés en Europe.

On la considére comme une culture oléagineuse d'importance secondaire, mais la production
annuelle de cette huile est importante et peut atteindre 800 tonnes dont la valeur est estimée a 88
millions de dollars US.



Plus d'une centaine de composés chimiques ont été identifiés dans le genre Achillea. Ce sont
les lactones que renferment les huiles volatiles qui présentent le plus dintéré. Un dérivé
métabolique de lactone,l'azuléned déa été considéré comme le condituant principalement
responsable des propriétés anti-inflammatoires de Achillea .Toutefois la valeur médicinale de cette
plante pourrait ére due aux chamazuléne, et aux terpénoides tels le 1,8-Cinéole,le B-Caryophylléne,
le limonéne et le camphre,qui ont des effets anti-inflammatoires, antispasmodiques ou antioxydants.
La présence d'achilleine,un acaloide ayant des propriétés hémostatiques, pourrait expliquer son
usage traditionnel contre le saignement des plaies et des lésions. Récemment, l'andyse des
composés volatils des racines, des tiges, des feuilles et des fleurs de Achillea fillipendulina,de
A.tomentosa et de A.millefolium a mené a l'identification de plus de 125 composé. Tous lestissusde
la plante, peu importe I'espéce, renferment de |'a-pinéne, du B-pinene, du camphéne, du limonene,
du 1,8-cinéole et du p-cymene|[ ].

Les principaux constituants volétils de la partie aérienne de la plante sont I'a-pinene et le camphéne,
alors que les esters dominent dans les tissus de laracine.

Les congtituants monotepéniques comportent pour 56 a 99,3% des composés volatils des parties
aériennes, dors que les composés monoterpéniques représentent 40 & 63,2% des tissus de laracine.
[-1-6-7-Intérét biologique du genre Achillea:

La recherche bibliographique menée sur l'intérét biologique des espéces du genre Achillea
ligustica a montré que cette espéce est utiliste en médecine traditionnelle depuis I'ancien temps,
principalement comme anthelmintique,contre les douleurs gastriques et névralgiques,ains comme
un anti-inflammatoire des maladies de lapeau.[ ]

Elle a &¢é auss utilisée dans le cataplasme pour soulager I'entorse et les moisures d'insectes et a une
réputation pour stopper I'hémorragie] ].C est une plante qui n'est pas toxique elle a éé
traditionnellement additionnée aux gateaux.

Son extrait méthanolique a montré des activités pharmacologiques comme anti-inflammatoires [
].et antialergique.[ ]

|-2-Famille des Ranunculaceae(Ranunculacées):
[-2-1-Généralités.

Les ranonculacées ou ranunculacées sont une famille de plantes dicotylédones selon Watson et
Dallwitz, elle comprend 1500 espéces réparties en 50 genres parmi lesquelles:

* Aconitum ou Aconits

*Actaea ou Actées

Adonis ou Adonis

Anémone ou anémones, Nigélla ou nigdles, Pusatilla, Ranunculus,

Etc.



Ce sont des plantes herbacées (quelques arbustes et lianes), annuelles ou pérennes, rhizomateuses
ou tubéreuses, elles poussent dans les régions froides a tropicales, avec un maximum dans les
régions tempérées de I'némisphere nord [ ]

Classification classique:

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
ordrd Ranunculaces
Famille Ranuncul aceae

|-2-3-Espece Ranunculus cortusifolius:
[-2-3-1-Description de |'espéce :

Cette espéce et endémique aux iles Madére, Acores et Canaries, il est facile de I'identifier par
ses grandes et lumineuses fleurs jaunes, présentes de mars ajuin et pouvant atteindre 5 centimetres
de diamétre formant de grandes influorescences de corymbes. Ranunculus ou Renoncule comme
elle est appelée populairement, est une plante herbacée qui peut atteindre jusgu'a 1metre de
hauteur.

Cette plante coriace se développé ades dtitudes entre 700 et 1500 métreq| ]

Dans ce travail nous nous sommes intéressés dans un premier temps a l'espéce Ranunculus
cortusifolius dans le cadre d'un projet reliant notre laboratoire et I'Instituto de Productos Naturales y
AgrobiologialaLaguna (Tenerife)
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CAPITRE |

LES
METABOLITES
SECONDAIRES



I1-1-Introduction

Les métabolites secondaires sont souvent considérés comme n'étant pas essentielsalavie de la
plante [1]. IIs sont bio synthétisés & partir de métabolites primaires et jouent un rdle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement, contribuant ains ala survie de I'organisme dans
son écosystéme. Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands groupes
sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composés phénoliques. |ls présentent une
énorme val eur économique (en particulier pour I'industrie pharmaceutique et en cosmétique). Les
principales voies de biosynthése de ces composés sont souvent complexes peuvent étre schématisées,
comme reporté dans la schémal -1 2].

Hydrate de carbone

CO,+H-0 / glycolyse \ COMpOoSsEs

Shilamate Aromatiques
Acide pyruvique Azote

AcetylCoA ____ | acidesaminés

Acétate mal ‘onate/
acétate-

Acides gras
mévalonate
Polypeptides
Terpgnoi des
l Protéines alcaoides
Composés aromatiques stéroides acides nucléiques

Schéma | 1-1:Les principales voies de biosynthése impliquées dans la
production des métabolites secondaires des végétaux.



[I-2-Terpénoides:

Les terpenoides sont largement distribués dans la nature, principalement dans le royaume des
plantes. IIs peuvent étre considérés comme des dérivés des oligoméres de I'isopréne
CH,= CH—C|2H=CH2
CH3

I1s sont formés de I'assemblage d'un nombre entier d'unités penta carbonées ramifiées dérivées du
2-methylbutadiene, appelées unités isopréniques (CsHs) n. Ces squelettes peuvent étre arrangés de
fagon linéaire ou bien former des annaux. De ce fait |les terpénes sont classifiés comme suit:

-Monoterpénes, CioHss.
Sesquiterpenes, CysHoa.
-Diterpenes, CyoHsz.
-Triterpenes, CaoHas.
-Tetraterpénes, CaoHas.
-Polyterpénes, (CsHs) .

Les terpenoides sont trés abondant dans les huiles essentielles. 11s se composent d'un mélange
complexe de terpénes ou sesquiterpénes, alcools, aldénhydes, cétones, acides, et esters[3].

[1-2-1- Monoter pénes

Les monoterpénes se divisent en trois groupes:
Acyclique, monocyclique, et bicyclique.

[1-2-1-a- Les monoterpénesacycliques
Parmi les plus importants on trouve I'ociméne et le myrcéne.
CH3 CHZ

=

|
CH2 Ho

N sHC” CH,
HC H,

Ocimene Myrcene



Aldéhydes:
CHj
CHO

sHC CHs
Géraniale

Alcools:;

CH3
CH,OH

H

A

sHC CHs5
Géraniol

[1-2-1-b- Les Monoter pénes monocycliques:
Parmi les hydrocarbures importants on a

TCH,

18

9 I8 10
HsC——=CH,

CHs

CHs;

limonene a-terpinéne

Alcools;

CHs

OH
HsC CHs

a-Terpinéol

H3C

CHj

CH;
Menthol

3HC CHs

Nerd
CH,

OH
CHs;

sHC” CHs

Linalool

CH,

Hs CHs

B-terpinéne

CHj
OH

OH

Carvéol



Aldéhydes:

CHO CHO
HsC™=CHa HsC” CHs
Perillaldéhyde phellandral
Cétones:
O
O \O
H3C CH
° ° HC™  "CHs HsC™ S CH;,
Menthone Pipéritone Carvone
Oxides:
CHs3
CHs
0O
@0 |
I
H3C CHs
e CH
1,8-Cénole Ascaridde
[1-2-1-c- Lesmonoter pene bicycliques
Les monoterpenes bicycliques peuvent étre divisés en cing groupes:
Groupe Thujane:
CH3 CHa

CH3
§ |
sHC CHs

HC” “CHs sHC™  "CHs



a- Thujéene Thujone Sabinol

Groupe Carane:
CH3 CH3 CH3
O
5 =
2 )
‘ 7 TCH3
HsC CHs 3|_|CCH3 3HC
Car-3-ene Car-4-ene Carone
Groupe pinane:
CH3 CH 2 CH 20H
2
\ 3 \
6~ ~
v 4
5
a -pinéne B-pinéne Myrtenol
Groupe Camphane:
i
Camphre Borénole Camphéne
Groupe Fenchane:
CH3 CHj CH»
1 |
5 O OH
2 CH
5 CH 3 CH 3 3
Fenchone Alcool Fenchyl a-Fenchene

[1-2-2-L es Sesquiterpénes:



Le squelette de base de ces composes est constitué de 15 atomes de carbone, soit I'union de
trois unités isopréniques. Les sesquiterpénes sont des composeés insaturés et peuvent étre acycliques,
monocycliques, bicycliques et tricycliques.

a- Sesquiter penes acycliques

HsC_ CHs
CH3
T
OH
HC |
CH,
Nérolidol
b- Sesguiterpénes monocycliques
CH3 CHs
=
CH3 | CH3
Ha CH3 Hs CHs
a-Bisaboléne Zingiberene
c- Sesquiter pénes bicycliques
CHs CHs

/ CH
‘O CHs o~ 3

CH; O——CO
HsC~ “CHs

Caddene Santonine
d- Azulénes

Plusieurs huiles essentielles ont une couleur bleue ou violette, ou peuvent prendre des
couleurs pareilles apres deshydrogénation avec du sulphur, Selenium ou du palladium. Ces couleurs
sont caractéristiques de ce type de composes.



CHs

a@t
138 cn?sH
HaC o
0
Azuléne Artabsin

[1-2-3- Diterpenes:
Ce sont des hydrocarbures en CyHs,, résultant du couplage de quatre unités isopréniques, on les
rencontre dans les résines des plantes.

a- Diterpenesacycliques:
CHg= ClH—(CH2)3—C|2H—(CH2)3—C|2H—(CH2)3—C|2= CH—CH,0H
CH3 CH3 CHs3 CH3
Phytol
b- Diter pénes monocycliques:
HaC CH, CHs3 CHs3

CH,OH
X X AN AN

CHj

Vitamine A,

c- Diterpénesbicycliques

Sclareol

d -Diterpénestricycliques

Parmi cette large gamme de composes on peut citer I'acide abiétique et acide |évopimarique.



HsC  _COOH HeC_ ,COOH

H3C Hs

CHs CHs

CHs CHs
Acide abiétique acide lévopimarique

[1-2-4-Triter pénes:

Les triterpénes sont des composés en Cso. |ls sont trés répandus dans le royaume des plantes et
des animauix, ou ils se produisent al'état libre comme esters, ou comme glycosides. I1s peuvent étre
répartis en trois groupes : acycliques, tetracycliques; pentacycliques.

Les principaux produits triterpéniques sont:

a-Triterpénesacycliques:

Squaléne Ambréine

b- Triterpénestétracycliques

oH )7,
3H C CH 3 CH 3 CH 3

Lanostérol Angostérol



C- Triterpenes pentacycliques:

Les triterpénes sont largement répandus chez les plantes et le royaume des animaux ol on les
rencontre al'état libre, des esters ou comme des glycosides. |ls peuvent étre classés en trois groupes:
acycliques; tétracycliques; pentacycliques.

Groupe a-Amyrine:

cHy “CHs

a-Amyrine Acide ursolique

Groupe B-Amyrine

CHy “CHs

B -Amyrine acide oléanolique
Groupe lupéol:
CH;

J
3HC/ /

cHy “CHs

Bétuline

I1-2-5-Les stéroides



Abondant dans les végétaux et les animaux, ils ont en commun une structure chimique
comportant un sgquelette perhydrocyclopentanophénanthréne, (avec une numérotation UIPAC
spécifique.) (schémall-2.)

12
13 17

a0

Schéma. |1-2:noyau perhydrocyclopentanophénanthréne.

Ils comportent généralement des méthyles en C-1o et C-13 € souvent une chaine alkyle en C-17.
a et B sont des affixes spécifiques selon que le groupe substituant en dessous au dessus du plan de la
molécule projetée selon le schéma précédent.
Bien que n'étant pas des terpenes, ils sont bio génétiquement dérivés des terpénes.
Quelques exemples de stéroides sont donnés dans les schémas: 11-3, 11-4, et |1-5

Schéma | 1-3: Cyclopentano- Phénantréne schéma I1-4: Le cholestérol
OH

0
Schéma. 11-5: le cortisol.

I1-2-6-Les stérols;

Les stérols et stanols végétaux ont une structure trés comparable a celle du cholestérol.
Les stérols sont naturellement présents en petites quantités dans de nombreux fruits, légumes, fruits
secs, céréales, [égumineuses, huiles végétales et autres sources végétaes, ce sont des ééments
essentiel s des membranes cellulaires végétal es.
Les stanols sont présents & l'état de traces dans |le méme type d'aliment et résultent de I'hydrogénation
des phytostérols lors de leur transformation en produits a usage commercial.
Du point de vue structurdl, ils se caractérisent par la présence en position 3, en général de
stéréochimie 3 du noyau cyclopenténophénanthrénique, d'un hydroxyle libre, estérifié (glycosylés)
ou éstérifié (stérides: sansintéré pharmacologique connu) de deux méthyles en position 108, 13p et
d'une chalne carbonée en 17 (schémall-6 [ 4].



schéma 11-6: noyau gonane et ses chaines latér ales couramment rencontr ées.

De nombreux stérols sont insaturés, en Cs (souvent); simultanément en C.; et C.», (assez
souvent) et en C.; (parfois). Ils sont alors appelés stérols par opposition & leurs homologues satures,
les stanols.

Bio génétiquement les stérols proviennent de la polycyclisation selon divers modes du 2,3
époxysgualene, produit de I'oxydation enzymatique du squaléne, hydrocarbure a 30 atomes de
carbone. Aprés protonation, I'epoxysgual éne subit sous contréle enzymatique une tétraou
éventuellement une pentacyclisation, on obtient ainsi des intermédiaires réactionnels qui, selon les
auteurs, sont des carbocations de divers types ou les complexes enzymatiques correspondants.
Toujours sous I'action d'enzymes spécifiques ces carbocations subissent des transpositions diverses,
se terminant par la création d'une double liaison ala suite d'une perte d'un proton [5,6].

Le squaléne précurseur des autres phytostérols, soxyde en présence du NADPH et de 'oxygéne
moléculaire (O,) conduisant aux 2,3 oxydes de sgualéne, lequel sous|'action d'une squaléne cyclase
se transforme en cycloarténol, par |a suite des hydrogénations partielles créent une fonction alcool.
Tous les stérols sont issus de la démethyl ation progréssive du cycloarténol et de I'ouverture de son
cycle 9B-19-cyclopropanique [7]. La voie de synthese des stérols est reportée dans le schéma l1-7



0,+2(H) N H,0

Squaléne > 2-3-oxydosqualéne

Squalenecyclase
JHC. _CHs

HO

CHs Z H

CH3

Cycloarténol
CH,

AN

CH3

CHy

H Ergostérol

CHg

CH

HO
Zymostérol




CH3

CH

Démostérol

4 o
Choléstéro schéma |1-7: voie de synthése des stérols.

[1-3-Les composés phénoliques:

Ce sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires et chez les
algues. IIs comprennent un cycle aromatique porteur d'un ou plusieurs groupements hydroxyles. I1s
interviennent dans les interactions plante-plante (alléopathie, inhibition de la germination et de la
croissance) [8]. Certains flavonoides et surtout les tannins, astringeants, sont des antiappétants
protégeant les plantes de la prédation de nombreux animaux [9, 10]. Les polyphénols et les
flavonoides, sont des composes phénoliques présent dans les végétaux. Ils possedent des propriétés
antioxydantes, et peuvent contribuer aprévenir I'apparition de plusieurs maladies (cancers, maladies
cardiovasculaires et maladies liées aux vieillissements) en neutralisant les radicaux libres du corps
[11].

IIs se trouvent dans toutes les parties de la plante. Les polyphénols regroupent une multitude
de composeés et représentent un des groupes les plus importants distribués dans les végétaux. On peut
les classer en quatre familles: les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et les lignanes.

I1-3-1-Lestanins;

Les tanins sont des substances d'origine organique que I'on trouve pratiquement dans tous les
végétaux et dans toutes les parties (écorces, racines, feuilles, etc....) caractérisées par leur activité
astringente (sensation de dessechement de la bouche).

Les tanins dérivés del'acide gallique et d'autres acides phénoliques, ne sont pas exactement des
acides, maisilsrésultent de I'estérification, par ces acides, des fonctions alcooliques du glucose. Leur
structure chimique est trés variable, mais comporte toujours une partie polyphénolique. Ils sont
divisés en deux catégories: les tanins hydrolysables (groupe principalement responsable des effets
toxiques pouvant apparéitre lors de la consommation de certains plantes) et des tanins condensés (ils
ne traversent pas la barriére intestinale, ils sont donc moins toxiques que les tanins hydrolysables).
Leur intérét médicinal réside essentiellement dans leur caractére astringent: leur propriété de
coaguler les albumines des muqueuses et des tissus, en créant ainsi une couche de coagulation
isolante et protectrice, ayant pour effet de réduire I'irritabilité et la douleur, d'arréter les petits



saignements. Les décoctions et les autres préparations a base de drogues riches en tanins sont
employés le plus souvent extérieurement contre les inflammeations de la cavité buccale, les catarrhes,
la bronchite, les hémorragies locales, sur les brilures et les engelures, les plaies, les inflammations
dermiques, les hémorroides et la transpiration excessive [12, 13].

I1-3-2- Lesflavonoides;
Introduction:

Les flavonoides font partie d'un ensembl e trés diversifié de molécules polyphénoliques.
Ce sont des composes & quinze atomes de carbone. Du point de vue structural, les flavonoides se
repartissent en quinze familles de composés, dont les plus importantes sont:
Lesflavones, les flavonols, les flavanones, les flavanols, |es isoflavones, les isoflavanones, les
chalcones, les aurones, et les anthocyanes.
Ces diverses substances se rencontrent ala fois sous forme libre (aglycone) ou sous laforme de
glycosides.

Répartition:

Les composés flavoniques au sens strict, sont des pigments jaunes responsables de la
coloration de certaines fleurs [14]. A I'exception des algues, ces composes sont les constituants
caractéristiques du régne végétal chlorophyllien [15].

Abondants dans les plantes supérieures, particuliérement dans certaines familles comme les
polygonaceées, les rutacées,les [égumineuses, les ombelliféres et composées[16, 17], ils sont présents
dans les feuilles, lesfleurs, lesracines, le bois, I'écorce, le pollen, le nectar et lesgraines[17, 18],

mais ils peuvent également se trouver dans le regne animal c'est le cas des glandes & sécrétion
odoriférante du castor par exemple [19].0n les trouve dissoutes dans les vacuoles a I'état
d'hétérosides ou comme congtituants de plastes particuliers, les chromoplastes [20].

Structure et biosynthése des flavonoides:

Les flavonoides possédent un squelette de base & quinze atomes de carbone constitué de deux
cyclesen Cq (A et B) reliés par une chaine en C; (Schémall1-8) [21].

Schéma [1-8: Structure de base des flavonoides.

Leur biosynthése (Schéma 8) se fait & partir d'un précurseur commun. La4,2,4,6
tetrahydroxychalcone [22, 23]. Par I'action des enzymes, cette chalone de couleur jaune, est
métabolisée en différentes classe de flavonoides: flavanone (2),aurone (1) (jaune),2,3



dihydroflavonol (4), flavone (3) (ivoire),anthocyanidine(7) (rouge-bleu), flavonol (5) (jaune),
catéchine (6).....Des étapes ultérieures, surtout de glycosilation et d'acylation, aménent les
flavonoides alaforme définitive dans laquelle ils se trouvent in vivo [ 24]. La biosynthése de ces
composés est illustrée dans le schémal 11-9

Les composés de chagque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, methoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B
et lachaine en C; intermédiaire. A I'état naturel, on trouve tres souvent les flavonoides sous forme de
glycosides. Une ou plusieurs de leurs fonctions sont alors glycosylées. La partie du flavonoide autre
que le sucre est appelée aglycone.

Phénylal anine+4-coumaryl-CoA
1) phénylalanine anmonal yase(PAL)
2) chacone-synthase(CHS)

v
o
T

2,4, 6,4 tetrahydroxychalcon aurone 1
Chalcone-isomérase(CHI)

OH OH
OHIO ‘ OHIO ‘

OH O flavone- synthase OH
FIavanoneL 2 > flavone 3
OH
OH
H OH ] O. ‘
OH
flavone- oH 0
Flavononol 4 synthase  flavonol 5

l Dihydroflavononol 4-reductase (DFR)
OH
OH ‘ O, O

OH >

OH



Leucoathocyanidine catéchine 6

+
OH (0]
AN
90
OH
OH

Anthocyanidine 7 uridine flavonoides
3-0-glycosyltransféresa (UFGR)

Anthocyane
Schéma 11-9):schémaiillustrant la biosynthése des flavonoides.
Propriétés des flavonoides:

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois...

Certains flavonoides sont plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plutét dans
les parties externes des fruits, fleurs et feuilles. Les chalcones se trouvent |e plus fréquemment dans
les pétales des fleurs. Ce sont des pigments naturels au mémetitre que les chlorophylles (couleur
verte) et les caroténoides (nuances jaunes et orangées). Leur fonction principae est la pigmentation
des plantes (aspect esthétique, culminant dans les fleurs des végétaux supérieurs).

Les flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules du regne végétal capable de
produire une vaste gamme de couleurs, susceptibles de donner des teintes allant du jaune-orange au
bleu, en passant par le pourpre et le rouge. Les flavones, aurones et chal cones donnent plutét des
couleurs jaunes, beige voir blanche, ou participent aux nuances produites par les anthocynes et les
caroténoides.

Un des roles des couleurs chez les plantes est d'attirer les insectes et cela afin de déclencher la
fécondation, les charges de pollen de graines de fagon a en assurer la dissemination nécessaire ala
reproduction de |'espéce.

Si tous les flavonoides n'absorbent pas dans le domaine du visible, ils présentent tous une bande dans
['ultra-violet proche du visible. Certains insectes, telle que I'abeille, distinguent les fréguences de
radiations dans le domaine ultra-violet et visible et montrent des préférences pour certaines teintes.
C'est pourquoi la possibilité de changement de couleur est largement utilisée par les plantes pour
assurer lasurvie de I'espéce. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains
insectes par leur goQt désagréable, peuvent également jouer un role dans la protection de ces plantes.
Le monde animal est lui aussi trés concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la
chrysine (8), de laquircétine (9) de lagalangine (10) dans la propolis des abeilles (Schéma 9). Ces
insectes la fabrique a partir des secrétions des bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau,



I'aulne, I'épicéa, le sapin, le saule, I'orme, et lamodifier par leurs enzymes salivaires. Les abeilles
mettent instinctivement en cauvre les propriétés antifongiques et antibactériennes des polyphénols
pour aseptiser leur ruche et en colmater les fentes. Les propriétés cicatrisantes et anti-infectieuses de
la propolis éaient entre autres utilisées par les civilisations égyptiennes, romaines, grecques et incas.
De nosjours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine médicale ou on
leur reconnait des activités antivirales [25] anti-tumorales [26], anti-inflammatoires

[27, 28], antiallergiques [29], anticancéreuses [30, 31].

Par exemple, les proanthocyanidols présents dans le vin rouge, peu présent dans le vin blanc, ont une
activité protectrice contre l'infarctus du myocarde, et Sopposeraient aux processus de formation des
plaques athéromateuses dans nos arteres.

Schéma I1-10: structure de la chrysine (8), de la quircétine (9), de la galangine (10).
[1-3-3-Acidegras:

Les acides gras sont des acides carboxyliques caractérisés par une répétition de groupements
méthyléne CH, formant une chalne carbonée généralement constituée d'un nombre pair d'atomes de
carbone. C'est cette chalne carbonée qui confere aux acides gras leur caractére hydrophobe [32].La
classe des acides gras peut se diviser en 13 sous-classes dont |es principal es sont:

*Les acides gras et leurs dérivés: cette sous-classe tres riche comprend en premier lieu les acides
gras achaine linéaire (schémalll -11) de formule semi développée.

CHs— [CH,; -] —COOH avec n>1

Les acides gras & chaine linéaire sont des acides gras saturés dont dérivent les autres sous-classes,
notamment celle des acides gras insaturés (schémalll- 12).



*Les eicosanoides: ils sont formés apartir de I'acide 5Z, 82, 117, 14Z- eicosatetraénoique, plus
communément appelé acide arachidonique (schéma ll -13).
Cet acide possede 20 atomes de carbone et 4 insaturations (4 doubles liaisons).
Les eicosanoides les plus connus sont sans doute les prostaglandines (schéma | 1-14).

O

WOH

Schéma I1- 11:un acide gras a chaine linéaire: I'acide héxadécanoique
, 0U acide palmitique.

WOH

schéma 11-12:un acide gras insaturé I'acide 9Z octadécénoique
Ou acide oléque.

o) o)
OH
=
OH
Schéma |1-13:1'acide arachidonique schéma |1- 14:un eicosanoide:
Précurseur des eicosanoides. Laprostaglandine A ;.

[1-3-4:Acylglycérol:
Dans le milieu vivant les acides gras sont souvent a l'état estérifiés notamment par le glycérol.

Les acylglycérols, également appelé glycérides ou glycérolipides, sont des esters d'acides gras
et deglycérol. llsfont partie des lipides. La présence des trois groupements hydroxyles fait que:

Si c'est deux fonctions hydroxyles voisines du glycérol qui sont égterifiés, il sagit d'un a, B-
diglycéride, dans le cas ou les deux fonctions hydroxyles estérifiés sont en position 1 et 3 du
glycérol,il sagit d'un a, o' diglycéride (schémas 11- 15 et 11-16)
Différentstypesdeglycérides:
o]
a a
H2C—OH <”3 A.C—o—Cc—R
|
b bI|-|C—OH

a¢ H,C —OH a¢ H,C —OH



Schema 1- 15: B-monoglyceride. Schema 11-16: a-monoglyceride.

o) o)
a a
H,C—0—C —Ry H2C—O—8 _Rl
bHC—OH o bHc_o_(l:l_R2
|
aqHZC_O_C— R2 aqHzC—OH
Schema ll-17: a, o diglycéride. Schema ll- 18: a,f diglycéride.
o]

a
H.C—0—C — R,

Schéma I 1-19: Triglycéride.

*Monoacyglycérols (M onoglycérides):

Selon que lafonction hydroxyle OH du glycérol soit celle du milieu (sur le carbone )ou une
périphérique(sur le carbone a ou o), il Sagit respectivement d'un p-monoglycéride (schéma. I1- 15)
ou
d' un a-monoglycéride (schémall.-16).

*Diacylglycérols (diglycérides):

Lesschémas|i-1 7 et |1-1 8 présentent les deux types de glycerides.

Si les deux acides gras sont identiques (Ri= Ry), c'est un diglycéride homogéne. Dans le cas
contraire, il sagit d'un diglycéride hétérogéne.

*Triacylglycérols (triglycérides):

Lesschémas11-19 et 11-20 présentent un triglycéride. Si les trois acides gras sont identiques, il Sagit
d'un triglycéride homogéne. Sinon, c'est un triglycéride mixte.

Laformule semi développée des triacyl glycérols est:

Hz-O-CO-R;

CH-O-CO-R;

CH-O-CO-R;
Avec Ry, Ry, et Rs trois chaines alkyles.

Le schémall- 20 illustre un triglycéride homogéne pris en exemple:



Schéma20: tripalmitoylglycérol.

Il est & noter que les groupes hydroxyles OH libres du glycérol chez les mono et
diacylglycérols peuvent auss étre substituées par des sucres via une liaison glycosidique.
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CHAPITREII]

PARTIE
EXPERIMENTALE



[11-1:Etude bibliographique du genre Achillea

Les parties aériennes des especes du genre Achillea sont trés utilisées en médecine
traditionnelle [1-4], les especes de ce genre ont fait I'objet d'investigations phytochimiques qui ont

montré leur richesse en métabolites secondaires notamment les huiles essentielles [5-7], les
flavonoides[8-11] et les lactones sesquiterpéniques [12-15].

Dans le cadre de notre programme de recherche, nous avons choisi les plantes des astéracées [16-19],
Nous nous sommes intéressés a l'espece Achillea ligustica All.

[11-1-1:Etude chimique de Achillea ligustica All.
[11-1-2:Etude bibliographique:

L a recherche bibliographique que nous avons mené a montré que plusieurs études ont été
menées sur Achillea ligustica All., récoltés dans diverses régions d'Europe. Ces études concernent les
huiles essentielles [20-23], les flavonoides [24], les lactones sésquiterpéniques [25-26], des
pipéridines amides [27], des lignanes [ 28] et des activités biologiques de I'extrait méthanolique de
Cette espece [29].

[11-1-3:Description dela plante:

Plante vivace de 30-100 cm, a souche courte et peu rameuse. Tiges anguleuses. Feuilles des
rosettes et basilaires a 5-7 segments de chaque coté. Inflorescences en corymbe relativement 1&che.

Fleurons & corolle ne coiffant pas ou coiffant a peine I'ovaire ou I'akéne, €lle pousse dans les foréts
claires et aux bords des ruisseaux [30].

[11-1-4: Place dansla systématique:
Régne —» Plantae.

Embranchement _ , Magnoliophyta

Classe , Magnoliopsida
Sous-classe — » Adteridee
Ordre , Adtérde

Genre —  » Achillea

Espéces — » ligudtica.



[11-1-5: Extraction de Achillea ligustica All.

Les parties aériennes de Achillea ligustica All., ont été récoltées en période de floraison (juin)
dans larégion de Jijel. Aprés séchage al'abri des rayons solaires et de I'hnumidité, 224 g ont é&é
extrait dans un appareil de Soxhlet avec de I'éthanol pendant 48 heures, gpres concentration sous
vide a une température n'excédant pas 40 °C, un extrait de 72 g a été obtenu.

[11-1-5:Etude de I'extrait éthanolique de Achillea ligustica All.

Cette étude adébuté par larecherche de lameilleure phase stationnaire et du meilleur duant, qui
oriente versle gel de silice 60 (230-400 mesh, Merck), ainsi cet extrait (72 g) mélangé a un peu de
silice dans I'hexane, puis séché sous vide jusqu'a obtention d'une poudre homogéne. Cette poudre a
été déposee sur une colonne chromatographique préparée dans I'hexane.

L'élution débute avec le n-hexane dont la polarité sera augmentée par addition progressive de
I'acétate d'éthyle et du méthanol.

Des fractions de 400 ml sont recueillies et analysées par chromatographie sur couche mince.

Les plaques sont examinées sous UV (254 et 365 nm) puis révelées al'acide sulfurique (acide
acetique 80%, acide sulfurique 4% et eau 16%) et chauffées 4100 °C pendant 3 minutes.

Les pots présentant |la méme composition sont réunis donnant ains 21 fractions, les résultats de
I'opération sont groupés dans tableau 111-1-a.



Tableau I11-1-a: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne del'extrait brute
de Achillea ligustica.

N° dela Systeme d'élution % Poids
fraction n-hexane Acétate M éthanol (mg) Observations
d'éthyle

Fy 90 10 0 660 Mélange séparable
F, 90 10 0 100 Mélange séparable
Fs 85 15 0 90 M élange complexe
F4 80 20 0 98 M élange complexe
Fs 70 30 0 350 Mélange séparable
Fs 65 35 0 400 Mélange séparable
F; 50 50 0 340 Taches allongées
Fs 30 70 0 510 M élange complexe
Fo 0 100 0 370 M élange complexe
Fio 0 95 5 790 Mélange séparable
Fu1 0 90 10 500 M élange complexe
Fio 0 80 20 440 Tralnée

Fis 0 70 30 600 Tralinée

Fi4 0 60 40 250 M élange complexe
Fis 0 50 50 1500 M élange complexe
Fie 0 40 60 450 M élange complexe
Fi7 0 30 70 520 M élange complexe
Fis 0 20 80 1500 M élange complexe
Fig 0 10 20 9700 M élange complexe
Fao 0 5 95 640 M élange complexe
For 0 0 100 1320 M élange complexe

*Etudedelafraction Fi:

Lafraction F; (600 mg) éluée avec hexane : AcCOEt 9:10 a été rechromatographiée sur colonne
de gel de silice type 60 (230-400 mesh, Merck), avec comme systéme éluant le benzéne. Le
rassemblement final des fractions a été effectué sur la base d'analyses par C.C.M analytique. Le
résultat de la progression de cette colonne est illustré dans le tableau 111-1-b.



Tableau I11-1-b: Résultatsdel'étude de la fraction Fq.

Nomdela Systéme éluant Poids (mg) Observations
sous fraction

F1,1=Asf; Benzene 220 Mélange

F1 2=Asf, Benzéne 36,0 Mélange de plusieurs
produits

F1 3=Asf3 Benzéne 53,7 Méange séparable

F1, 4=Asfs Benzene 42,0 M éange complexe

F1,5=Asfs Benzéne 30,0 Couleur marron (trainée)

*Etude de la sousfraction Asfs (F1, 3):

Nous avons procédé pour cette sous fraction & une purification sur colonne de Sephadex LH-20
en utilisant comme éluant le systeme: Hexane : CH,Cl,: MeOH 2:2:1

Le résultat de cette opération est reporté dans le tableaull1-1-c

Tableau I11-1-c: Réaultat dela purification sur colonne de sephadex LH-20de la sousfraction

Asfs.

Poids:53,7mg poids de Sephadex ~ 2g
Produits Poids (mg) Observations
F1,31=Asf31 10,7 mg graisse
F1,32=Asf3 2 9,0 Produit pur
F1,33=Asf3 3 4,2 Mélange

*Etudedelafraction F»:

Lafraction F, (100 mg) est dissoute dans |'acétate d'éthyle, puis mélangée & une petite quantité
de gel de silice, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusgu'a obtention d'une poudre
homogéne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice (230-400 mesh, Merck )
préparée dans le systéme n-Hexane : ACOEt 9 : 1. Notons que le suivi de la séparation et le
rassemblement final des fractions, a été effectué sur la base d'analyses par C.C.M ana ytiques, celaa
permis de réunir 4 fractions. Le résultat de cette opération est présenté dans le tableau 111-1-d.



Tableau I11-1-d: Résultat du fractionnement sur colonne dela fraction F»
de Achillea ligustica.

Nomdefraction | Poids(mg) Qbservations
F2 1=BF1 10 ,0 Mélange
Fzy 2:BF2 12,9 Graisse
F, s=BF; 41,0 Produit assez pur
Fo, 4=BF4 38 M élange complexe

La sous fraction BF; a subit une purification sur une colonne de Sephadex LH-20 éuée par le
systeme Hexane : CH,Cl, : MeOH 2:2:1, apermisdisoler le produit pur BF;, 3 (21 mg)=B30.

*Etudedelafraction Fs:

Lafraction Fs (350 mg) éluée avec n-Hexane : AcCOEt 70 : 30, aété chromatographiée sur
colonne de gel de silice, utilisant comme systéme d'éution le n-Hexane : AcOEt en gradient de
polarité pour obtenir 3 sous fractions. Ces trois sous fractions ont été @ uées avec Hexane : AcOEt
80:20, 70:30 et 2:1 respectivement, donnent aprés purification sur plaques préparatives de gel de
silice développées dans le systéme CH,Cl, : Me,CO 40 : 1, adonné trois produits purs:

*Fs,1 (6 mQ) = Ez3 42
*Fs,2 (8mQ) = Egz 21
*Fs, 3 (7 mg) = E47
*Etudedelafraction Fg:

Lafraction Fe (400 mg) éluée par le systéme Hexane : ACOEt 65:35, a été chromatographiée
sur colonne de gel de silice avec comme systeme d'éution CHxCl; : Me,CO 20 :1, suivie d'une
purification sur plagues préparatives de gel de silice @uées par le systéme n-Hexane : AcOEt 4:1a
mené a l'isolement de deux produits purs:

Fe 1(555mg) e Fg2 (4 mg).
NB:Fs1=Fs7 € Fg2=Fua
*Etudedelafraction Fqo:

Lafraction F1o (790 mg) éuée avec e systeme AcOEt : MeOH 95 : 5 a subit en premier lieu,
une chromatographie sur colonne de gel de silice duée par le systéme CH,Cl, : MeOH 20:1, suivie
d'une purification sur plagues préparatives de gel de silice, développés par le systéme n-Hexane:
Et,O 2 : 3 menant atrois produits purs:

Fio,1 (7 mg) = J103-2.

Fi0,2 (10,1mg) = J103A;.



F10,3 (6 mg) = J103B

L'etude de Achillea ligustica All.a permis I'isolement, al'état pur et natif de 10 produits.

[11-2:Etude bibliographique du genre Ranunculus:

L 'étude bibliographique que nous avons mené sur le genre Ranunculus a montré que ce genre
renferme des esters d'acides éthyléniques [31] , des flavonoides diversement glycosylés[32-35] ,
triglycerides [36] , des acaloides [37] et |a protoanemonine [38].

[11-2-1:Etude chimique de Ranunculus cortusifolius:
[11-2-2:Etude bibliographique:

La recherche bibliographique que nous avons mené sur Ranunculus cortusifolius, espéce
endémique aux Tles Madéres, Canaries et Agores, amontré que cette plante n'afait I'objet d'aucune
étude phytochimique

[11-2-2:Description dela plante:

Plante herbacée vivace rhizomateuse, sa hauteur est de 50 &4 120cm, avec des feuilles cordées
de longueur 30cm, et de large 25cm, coriaces arrondies, lobées, plus au moins pubescentes, aux
marges dentelées. Les fleurs sont groupées en corymbes, de couleur jaune vif de diamétre 5 cm [39].

I11-2-3:distribution:

Elle pousse en Europe atlantique (Madéres, Canaries, Acores). Elle peut ére Cultivée, et pousse
dans des prairies entre 500 et 800m d'dtitude. Sa période de floraison Mai-Juin

[11-2-4:Classification classque:

Régne » Plantae
Sous-regne » Tracheobionta
Division , Magnoliophyta
Classe , M agnoliopsida
Sous-classe > Magnoliidae
Ordre » Ranunculales

Ranunculaceae

v

Famille




Genre — » Ranunculus

Espéce Cortusifolius
e ——

I11-2-5:Extraction de Ranunculus cortusifolius:

L'extraction des parties aériennes (feuilles et fleurs) de Ranunculus cortusifolius a été éffectuée
dans un appareil de Soxhlet, ou le matériel végétal transformeé en poudre est introduit avec de
I'éthanol pendant 72 heures. Aprés concentration sous vide, nous avons obtenu 83 g d'extrait sous
forme de sirop. Ce dernier a éé adsorbé sur du gel de silice, ensuite fractionné sur une grande
colonne (longueur :1m, diamétre : 6 cm )de gdl de silice (230-400 mesh, Merck ), I'élution a été
réalisée par I'hexane enrichi progressivement en acétate d'éthyle, avec introduction du méthanol vers
lafin.

Les potsrecueillis sont anal ysés par chromatographie sur couche mince.
L es pots présentant la méme composition sont réunis donnant ainsi 19 fractions.

Les potsrecueillis sont anal ysées par chromatographie sur couche mince (C.C.M).Les pots
présentant la méme composition sont réunis donnant ainsi 19 fractions.

I11-2-6:Fractionnement del'extrait:

Un premier fractionnement de I'extrait de Ranunculus cortusifolius (83g) a été réalisé par
chromatographie sur une colonne de gel de silice 60 (230-400 mesh, Merck), montée dans I'hexane.

L'extrait dissout dans I'acétone est mélangée a une petite quantité de gel de silice, I'ensemble est
s&ché sous vide, puis pulvérisé jusgu'a obtention d'une poudre homogéne. Cette poudre est déposee
sur la colonne préparée dans I'hexane. L'élution a été rédisée par de I'hexane enrichi progressivement
en acétate d'éthyle, avec introduction du méthanol. Les fractions sont regroupées suivant la
similitude de leur profil chromatographique sur plaques analytiques de gel de silice qui apres

dével oppement dans des cuves en verre avec les systémes adéquats, ont été visualisees alalumiére
du jour et sous lampe UV a254 et 365nm, puis révé ées al'acide sulfurique et chauffées pendant
3mn a100°C. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111-2-a



Tableau I11-2-a: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I'extrait
éhanolique(Soxhlet) de Ranunculus cortusifolius:

Nomdela Systeme d'dution % Poids de la fraction
fraction n-Hexane Acétate MeOH (mg)
d'éthyle

Fo 100 0 0 O(rien)
F 90 10 0 928,2
F, 90 10 0 134,5
Fs 85 15 0 676,2
F4 85 15 0 2439
Fs 85 15 0 281,8
Fs 85 15 0 2904
F 80 20 0 406,8
Fs 80 20 0 501,7
Fo 70 30 0 3171
Fio 60 40 0 304,3
Fu 50 50 0 2446
F1z 40 60 0 3198
Fis 30 70 0 1309,0
Fia 20 80 0 337,7
Fis 10 0 0 280,0
Fie 0 100 0 211,6
Fiz 0 70 30 15000,0
Fis 0 50 50 18500,0
Fig 0 0 100 14000,0

Seules les fractions les moins complexes et les plus abondantes ont éé éudiées.
*Etudedelafraction F;

Cette fraction chromatographiée sur colonne de Séphadex LH-20 duée par le syséme
n-Hexane : CH.Cl,: MeOH 2:2:1 adonnée troiscomposés: Fi,, Fip € Fic.

LaC.C.M de ces composés révele que:
*F1a (Jr-18-9) €st un produit pur dont le poids est de 7 mg.

*F1p et F1c sont des méanges trés complexes



*Etudedelafraction F3:

Lafraction F; a été recristallisée dans I' hexane additionné progressivement d'acéate. Aprés

filtration, séchage lent (al'air libre), des cristaux sous forme d'aiguilles blanches sont formés. Ces

cristaux insolubles dans le méthanol, sont purifiés par lavages successifs al'aide de ce solvant,
sechés puis pesés (8 mg). Dissout dans I'acétate d'éthyle et déposé sur une plaque analytique de gel
de silice, @uée par le systéme n-Hexane : ACOEt 2:8, ce produit reste sous forme d'un spot unique
sous lumiere UV (254 nm). Aprésrévélation al'acide sulfurique la plaque ne comporte que cette
tache d’ou un produit pur (Jfr-18-a) et chauffé pendant 3mn, la plague ne comporte que cette tache
d’ou un produit pur.

*Etude dela fraction Fs:

Cette fraction chromatographiée sur une colonne de Séphadex L H-20 éuée par le systéme
n-Hexane: CH,Cl,: MeOH 2 : 2: 1. apermisd'obtenir trois composés notés Fs 1, Fs» et Fs 3.
LaC.C.M de ses composés révéle que:
Fs 1 €t Fs, 3 sont des mélanges complexes.

Fs, 2 est un mélange dont la séparation sur plaques préparatives de gel de silice, @uées par le systéme
Hexane : ACOEt 7:3 amené a deux produits. Le résultat est reporté dans le tableau 111-2-b

Tableau I11-2-b:Résultats de la chromatographie sur couche mince de la fraction Fs, ».
Poids:30mg 2 plaques préparatives Eluant : Hexane : ACoEt 7:3

Bandes Composée Poids Observations
(mg)
1%¢ bande Fs, 22 8,0 Mélange visible

sous UV (366), couleur jaune
2°™ pande Fs 23 12,0 Produit pur




*Etudedelafraction A = Fo+F4

Lafraction A (378,4 mg) dissoute dans de |'acétate d'éthyle, est mélangée a une petite quantité
de gel de silice, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérise jusqu'a obtention d'une poudre
homogéne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice, préparée dans I'hexane, éluée
par le systéme n-hexane : acétate d'éthyle avec des polarités croissantes. Le suivi de la séparation et
le rassemblement final des fractions, a été effectué sur labase d'analyses par C.C.M analytique. Les
résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau I11-2-c.

Tableau I11-2-c : Résultatsde la séparation sur colonnedela fraction A.

Nomdela Systéme d'élution % Poids (mg) Observations
fraction n-Hexane AcOEt
A 95 5 9,8 M élange complexe
A, 95 5 19,2 Meélange séparable
Az 90 10 140,7 Mélange séparable
As 90 10 26,5 M éange complexe
As 90 10 19,7 M éange complexe

*Etude dela sousfraction Ao:

Nous avons soumis les 191,7 mg de cette sous fraction a une purification sur colonne de
Séphadex LH-20, éluée par le systéme n-Hexane : H,Cl, : MeOH 2:2:1.

Deux bandes notées A, 1 et A, 43 Ont été récupérées.
*A,, 1 est un mélange complexe.
* Az, 43 €st un produit pur dont le poids est de 77,3 mg.
N.B: Azsz=Fio4s.
*Etude dela sousfraction Agz:
Lasousfraction A3 (140,7 mg) a été chromatographiée sur une colonne de gdl de silice 60,

(230-400 mesh, Merck), avec comme systeme €luant n-Hexane : AcCOEt en gradient de polarité



Letableau I11-2-d: reporte les résultats de cette colonne, apres regroupement des pots
effectués, selon le résultat des tests chromatographiques sur plaques analytiques

Poids: 140,7 mg poidsdesilice: 4,2 g.
Nomdela Systéme d'élution % Poids (mg) Observations
fraction | n-Hexane | AcOEt
As 1 95 5 7,3 M onotache produit pur
Az 2 95 5 15,0 Coulleur marron (trainée)
As 3 90 10 50 Méange complexe (masse
faible)
Az 4 90 10 6,0 Méange complexe

*EtudedesfractionsFs et F7: (FA)

Testées par chromatographie anal ytique sur couche mince, les fractions Fs et F7 se sont avérées
de compositions trés similaires, aussi nous les avons réunies en une seule fraction Fa (697,2 mg)
cette derniére a été chromatographiée sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400mesh, Merck),
avec comme systeme éluant n-Hexane : acétate d'éthyle en gradient de polarité. Les résultats de cette
colonne sont récapitul és dans le tableau I11-2-e.

Tableau I11-2-e: Résultatsde la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction Fa.

Nomdela Systéme d'élution % Poids Observations
fraction - ACOEL (mg)
Hexane

Fia 20 10 50,0 M élange complexe
Fo.a 85 15 29,0 M élange de produits
Fa.a 80 20 15,0 Monotache (produit pur)
Fsn 75 25 20,0 M onotache (produit pur
Fs.a 70 30 60,0 M élange complexe

La purification de lafraction Fa (Fet+F7) a permis|'obtention de deux produits purs Fs.a de poids 15
mg et F4.a de poids 20 mg.

*Etude desfractions Fg, Fg et Fyo (B):

D'apres les résultats des tests anal ytiques sur plague C.C.M de gel de silice, les fractions Fg, Fo
et F1o se sont avérées de compositions similaires, aussi nous les avons réunies en une seule fraction
B.



Le mélange de cestrois fractions (1,12 g) est dépose sur une colonne de gel de silice (230-400 mesh,
Merck) (33,6 g) éluée par le systeme n-Hexane : acétate d'éthyle avec des polarités croissantes. Les
résultats de cette colonne sont récapitulés dans le tableau I11-2-f.

Tableau I11-2-f: Résultatsdela séparation sur colonne delaFraction B

Nomdela Systéme d'élution % Poids (mg) Observations
fraction o ACOEL
Hexane

B: 90 10 14,9 Méange

B- 90 10 13,0 M élange plusieurs produits
Bs 90 10 9,6 Mélange

B4 85 15 40,0 M élange séparable

Bs 80 20 128,5 M élange complexe

Be 80 20 28,3 Trainée

B~ 75 25 184 Trainée

Bs 75 25 82,6 M éange complexe

Bg 70 30 94,5 M élange complexe

B1o 70 30 83,8 M élange complexe

B1u1 65 35 17,1 M élange plusieurs produits
B 65 35 15,0 M élange plusieurs produits
Bis 60 40 20,3 M éange complexe

B4 60 40 A4 Méange séparable

Bis 50 50 57,0 M élange complexe

*|'éude de la sous fraction B4 sur plaques préparatives de gel de silice a donner les résultats illustrés
sur le tableau 111-2-g.

Tableau I11-2-g: Résultats de la chromatographie sur couche mince dela sousfraction B4

Poids: 40 mg 3 plagues préparatives  Eluant : Hexane: Et, O 3:1

Bandes Produits Poids (mg) Observations
1 bande Ba 1 5,0 Monotache, couleur marron
(produit pur)
2°™ phande Bs.2 5,8 Monotache

Cette opération a menée ala purification d'un produit pur B4, :=5,0 mg

*L'éude de la sousfraction B4 sur plaques préparétives de gel de silice adonné les résultatsillustrés
sur le tableau 111-2-h.

Tableau I11-2-h: Résultats de la chromatographie sur couche mince préparative de la sous
fraction Bia



Poids: 34,4 mg 3 plaques préparatives, eluant : n- Hexane : AcOEt 1:1

Bandes Produits Poids (mg) Observations
1% Bande Bi4,1 4.4 M onotache(produit pur)
2°™ Bande Bis, 2 35 Mélange

Cette opération a permis I'obtention d'un produit pur noté Bia, 1

*Etude desfractions Fis, F15, €t Fis:

Tegtées par chromatographie analytique sur couche mince, les fractions F14, Fi15 € F16 Se sont
avérées de compositions tres similaires, ainsi nous les avons réunies en une fraction C (829,3 mg).

Cette fraction, dissoute dans de I'acétate d'éthyle et du méthanol, est mélangée a une petite quantité
de gel de silice. L'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusgu'a obtention d'une poudre
homogéne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice (25 g) et éluée par le,
n-Hexane : ACOEt : Méhanol avec des polarités croissantes. Le suivi de la séparation et le
rassemblement final des fractions, a été effectué sur la base d'analyse par C.C.M analytique. Claa
permis de réunir 14 fractions. Les résultats de cette opération sont regroupés dans le tableau 111-2-i

Tableau I11-2-i : Résultats de la chromatographie sur colonne dela fraction C

Nomdela Systéme d'dution % Poids Observations
fraction n-Hexane AcOEt MeOH (mg)
Ci 75 25 0 6,4 M élange de produit
C 70 30 0 11,0 Mélange séparable
Cs 70 30 0 41 Méange complexe
Cy 60 40 0 27,0 Méange complexe
Cs 50 50 0 23,0 Mélange complexe
Cs 40 60 0 9,0 Mélange séparable
C; 30 70 0 146,7 Mélange complexe
Cs 20 80 0 85,0 Mélange complexe
Cy 0 100 0 191,3 Monotache produit assez
pur
Cuo 0 80 20 181,1 Semblable a Cy
Cu 0 80 20 734 Méange complexe
Ci 0 60 40 35,0 Mélange
Cis 0 50 50 14,7 Mélange séparable
Cus 0 30 70 63,6 Mélange complexe

Quoique le compose Cy al'état natif soit assez pur, son évolution sur le gel de slice 60, étant
asez difficile pour permettre une purification extréme. Ses spectres préliminaires montraient la
présence d'impuretés, auss aprés éude de son spectre IR qui montrait en particulier une bande
intense dans |a zone des vibrations de valence des fonctions hydroxyles (3417 cm™) et une bande



intense & (1763 cm') caractéristique d'une fonction lactone, auss nous avons procédé a son
acétylation.

*Acétylation dela fraction Co

Cette réaction aeu lieu dans le milieu pyridine en présence d'anhydride acétique sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 24 heures. Donnant ainsi le composé Cy acétylé.

*Colonnede purification dela fraction Cy Acétylée

Nous avons procédé directement & une purification sur colonne de gel de silice (60 PFysy
contenant du plétre, Merck) éluée par le systéme n-Hexane : ACOEt 1:1.Deux bandes notées Coac €t
Coac,1 ONt été récupérées.

- Coac €st un produit pur dont le poids est de 45 mg.
- Coac, 1 représente un mélange complexe dont le poids est de 6 mg.
*Etudedelafraction Cy:

Nous avons procédé aune C.C.M sur plaques préparatives de gel de silice, @uée par le systéme
Benzéne : ACOEt 85 :15. Cette opération a mené aun produit pur, mais en faible quantité. Pour ce
produit seuls les spectres RMN *H et COSY *H-'H ont pu étre enregistrés .La combinaison de leur
résultats n'a pas permis sa détermination structurale.

Tableau I11-2-j: Résultatsdela chromatographie sur couche mince dela fraction Cy:

Poidsi11lmg 2plaques Eluant: Benzéne : ACoEt (85 : 15)

Bandes Composés Poids (mg) Observations
1% bande C 1,2 Monotache (produit pur)
2°"™®pande Co1 5,0 M élange compléxe

*Etude desfractionsFi7 et Fis:p

Testées par chromatographie anal ytique sur couche mince, les fractions Fy7 et F1g Se sont
avérées de compositions similaires, aussi nous les avons réunies en une fraction D. Cette derniere a
été chromatographiée sur une colonne de gel de silice (230-400 mesh, Merck). Cette fraction D
(33,50) aété dissoute dans un minimum de dichlorométhane, est introduite al'aide d'une pipette sur
la colonne effectuée par du dichlorométhane avec addition progressive de |'acétate d'éthyle puis de
méthanol.

Des fractions de 25 ml sont recueillies et anal ysées par chromatographie analytique sur couche
mince. Les plaques sont examinées sous UV (254 et 365 nm), puis révél ées a l'acide sulfurique, et
chauffées a 100°C pendant 3 mn.



Les fractions présentant la méme composition sont réunies donnant ainsi 16 fractions. Les résultats
de cette opération sont regroupés dans le tableau 111-2-k.

Tableau I11-2-k: Résultats dela chromatographie sur colonne dela fraction D:

Nom de Systeme d'élution % Poids Observations
la CH,Cl, | AcOEt MeOH (mg)

fraction
D1 100 0 0 7,0 Mélange
D, 90 10 0 20,0 Mélange de plusieurs produits
D3 90 10 0 15,0 Mélange
D, 80 20 0 75 Mélange
Ds 80 20 0 10,7 Mélange complexe
De 80 20 0 23,9 Méange complexe
D, 70 30 0 12,0 M élange de produits
Dg 60 40 0 23,8 Mélange de produits
Do 50 50 0 37,2 Mélange de produits
D1 97,5 0 25 450 Mélange séparable
D11 96,5 0 35 196,0 Mélange complexe
D12 95 0 5 149,0 Mélange séparable
D13 83 0 17 356,0 Mélange séparable
D14 80 0 20 50,1 Mélange séparable
Dis 75 0 25 72,0 Méange complexe
D16 66,5 0 335 535,0 Mélange complexe

*Etude dela sousfraction Dqg:

La purification extréme de la sous fraction Do n'apas éé possible al'état natif, vu son
évolution difficile sur gel de silice 60. Ainsi apres étude de son spectre IR qui, en particulier montre,
la présence d'une bande large et intense a4v=3393 cm™ caractéristique de groupements hydroxyles
et ne montre, aucune bande dans la zone d'absorption relatives aux carbonyles d'esters, nous avons
procédé & son acétylation.

*Acétylation dela sous fraction Dyo:

Cette réaction a eu lieu dans le milieu pyridine en présence d'anhydride acétique sous agitation
magnétique a température ambiante pendant 24 heures.

Donnant ainsi le composeé D1 acétylé.



*Colonnede purification de la sous fraction Dijacétylée:

Nous avons procédé a une purification sur colonne de gel de silice (60 PF.s4 contenant du plétre,
Merck) duée par le systéme n-Hexane : acéate d'éthyle en gradient de polarité. Le tableau I11-2-|
montre les résultats de cette colonne aprés regroupement des lots selon les tests chromatographiques
sur couche mince.

Tableau I11-2-1:Résultats de la purification sur colonne de la sous fraction Do acétylé

Nomdela Systéme d'dution % Poids (mg) Observations
fraction
n-Hexane AcOEt

Dio, 1 70 30 7,0 Mélange de produits.
Do, 2 70 30 10,0 Méange

D10, 3 70 30 8,5 Méange

D10, 4 60 40 14,2 M élange complexe
Dio, 5 60 40 9,0 Méange

D10, 6 50 50 16,0 Mélange séparable
D10, 7 50 50 14,8 Mélange de produits.
Dio, s 50 50 8,7 Méange

D10, 9 50 50 53 Méange

D10, 10 50 50 39 Méange

Dio, 11 50 50 29 Méange

D10, 12 50 50 10,3 Mélange séparable
D10, 13 30 70 11,4 Mélange complexe.

*Etudedela sousfraction Dig 6

La purification de cette sous fraction a éé réalisée par chromatographie sur plagues préparatives
de gel de silice éluées par |e systéme Benzene : Acétate d'éhyle 3:1. Les résultats obtenus sont
reportés dans le tableau I11-2-m.



Tableau I11-2-m: Résultatsdela C.C.M dela sousfraction Dig,s:

Poids: 16 mg, 2 plaques praparatives, Eluant: Benzéne : AcOEt (3 :1)
Bandes Composés Poids (mg) Observations
1%¢ bande D10, 61 6,5 Monotache (produit pur)
2°™ bande D10, 62 25 Monotache, visible UV 366nm
3°™ bande Dio,63 50 Monotache (produit pur)

Ainsi la purification de D1o, 6 apermis|'isolement et la purification de deux produitsD1o, 6.1

€t D1g6 3.

Etudedelafraction Dyy:

Cette fraction a subit une séparation sur colonne de gel de silice, avec comme éluant :
CH.CI; : Acetone : MeOH en gradient de polarité. Le résultat de la progression de cette colonne est
illustré sur le tableau 111-2-n.

Tableau I111-2-n: Résultat de la séparation par chromatographie sur colonne delafraction Di,.

Poids:149mg poids de silicex5mg
Nom de lafraction Systéme éluant % Poids (mg) Observations
CH.Cl, | Acetone | MeOH

D11 10 80 10 7,0 M élange complexe
D12 2 10 80 10 9,0 Mélange
D123 10 80 10 6,0 Méange complexe
D12 4 5 80 15 40 Mélange
D125 5 80 15 10,0 Méange complexe
D126 0 80 20 17,6 Produit pur
D12 7 0 80 20 16,9 Produit pur




L'ensemble des produitsisolés al'éat pur et natif de Achillea ligutica All. est reporté dans le tableau
I11-2-0.

Tableau I11-2-0 : Produitsisolés de Achillea ligustica All.

Références Numéro Poids (mg)
A5f3, 22 1 9,0 mg
BF3’ 3=Bjyg 2 21,0 mg
E33’ 21 3 8,0 mg
E33’ 42 4 6,0 mg
E47 5 7,0mg
Faz 6 5,5 mg
Fi1a 7 4,0 mg
J103-2 8 7,0 mg
Jio3a1 9 10,1 mg
Jozs 10 6,0 mg

L'éude de la plante Ranunculus cortusifolius a permis I'isolement al'état pur et natif de 12 produits
et de deux produits purs et acétylés.

L'ensemble de ces produits est reporté dans le tableau I11-2-p.

Tableau I11-2-p: Produits isolés de Ranunculus cortusifolius

Références Numéro Poids (mg) Observations
/
J1‘r-18-q 1 7,0 /
Jfr-18-q 2 7,3 /
Jir-23 3 5,0 /
F12.43-Ao.43 4 77,3 /
Fs23 5 12,0 /
Fan 6 20,0 /
Bi41 7 4.4 /
Co 8 450 Acétylé
D10’ 6,3 9 5,0 ACé:ylé
Dio, 61 10 6,5 Structure en cours de
détermination
D126 11 17,6 Structure en coursde
détermination
D12, 7 12 16,9 Structure en coursde
détermination
Co 13 12 Faible quantité




Conclusion:

Au coursde notre travail éxpérimentale concernant |'investigation phytochimique de Achillea
ligustica All. et Ranunculus cortusifolius efféctuée essentiellement par éxtraction dans un appareil de
Soxhlet a ébullition de I'é&hanol, suivi de séparation sur colonne chromatographique et plaques
préparatives de gel de silice 60. Nous avonsisolés al'éat pur et natif 10 produits en quantité
suffisante pour la détermination des structures apartir de Achillea ligutica All.et de 12 produits purs
et de 2 produits acétylés de Ranunculus cortusifolius.
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Résultats

Et

Discussions



IV-1-1: Elucidation structurale du composé Asfz22: 1

Le spectre RMN *3C (spectre n° 1V-1-1-1) et les séquences DEPT 135et 90 montre 12
atomes de carbone dont 3 atomes de carbone quaternaires (hybridés sp®) parmi lequel 1C=0 &
0=171,3 ppm caractéristique d'un éster

*1 carbone quaternaire éthylénique a 6= 131,7 ppm
*1 carbone quaternaire a 6= 127,7 ppm

*1 CH éthylénique a 6= 127,4 ppm

*1 CH éthylénique & 6= 122,2 ppm

*1 CH, oxygené 6=60,3 ppm

*1 CH, a6=37,3 ppm

*1 CH;z adé=27,0 ppm

*1 CH3. 26=25,4 ppm

*1 CHsz a6= 23,7 ppm

*1 CHz adé= 17,4 ppm

Le spectre RMN *H (spectre n°lV-1-1-2) montre 2 CH éthyléniques sous forme de triplets qui ne
couplent pas entre eux a8=5,26 ppm et 5,01 ppm sur le spectre COSY *H-'H ( spectre n°IV-1-1-3),
un quadruplet d'intégration 2H a6 = 4,07 ppm correspondant au CH, oxygéné.

-Un signal d'intégration 2H & 6= 2,99 ppm attribuable & CH,.

-Un autre signd d'intégration 2H sous forme de multiplet a 6=2,66 ppm attribuable & un CH, non
oxygénée

-Trois signaux d'intégration 3H chacun attribuable a 3 CH; a6=1,71 ;1,62 et 1,51 ppm.



Spectre |V-1.1: Spectre RMNC13 (70MHz, CDI3; ppm) du composé 1



Spectre n°IV-1-1-2 : RMN 'H (400MHZ, , CDCL3; sppm) du composé 1

Tableau IV-1-1-2:Résultats de laRMN *H (5000MHz,CDCI3 ,5ppm) du composé 1

Déplacement chimique(ppm) I ntégration Multiplicité J(HZ) Attribution
5.26 1H t(J=7,Hz) H-6
5.01 1H t (J=6,5Hz) H-4
4.07 2H q -0 CHz- CH3
2.99 2H S H-2
2.66 2H m H-5
171 3H Slarge) CH3
1.62 3H Slarge) CH3
1.56 3H Slarge) CHs




Tableau IV-1-1-1: Résultats delaRMN ** C du composé 1

Carbone 3(ppm) DEPT 90 DEPT 135

1 171,2 - C
7 131,6 - C
3 127,7 - C
4 1274 CH CH
6 122,2 CH CH
-O CH,- CH;3 60,3 - CH,
2 374 - CH,
5 27,0 - CH,

CH3(O CH,- CHj3) 25,4 - CH;
9 23,7 - CH;
8 17 ,4 - CHs

Spectre n°lV-1-1-3:Spectre COSY (*H-'H) (400MHz, CDCL3; & ppm) du composé 1




IVV-1-2:Elucidation structurale du compose Bsg: 2

Les spectres RMN*3C et DEPT 135 (spectre n °lV-1-2-1) de ce composé montrent la présence de
15 atomes de carbones,ces données combinées a celles des spectres RMN'H (spectre n°lV-1-2-2 ),
de l'expérience HSQC (spectre n°lV-1-2-3 ) e de l'expérience HMBC (spectre n°lV-1-2-4)
permettent la répartition suivante:

-Deux carbones éthyléniques quaternaires a 6= 154,3 ppm et 6= 133,7 ppm.
-Un CH éthylénique &6=121,8 ppm.

-Un CH, éthylénique a 6= 105,9 ppm dont la valeur du déplacement chimique indique qu'il sagit de
ladouble liaison éxocyclique.

Dans la zone des carbones hybridés sp* on dénombre:
-Un carbone quaternaire oxygéné a 6= 73,0 ppm.
-TroisCH a6=49,5 ; 48,3 ppm €t 26,9 ppm.
-Quatre CH; a 6= 33,1 ppm ; 29,8 ppm ; 27,0 ppm et 25,5 ppm.
-TroisCH3;a6=23,7 ; 21,7 et 15,2 ppm

Un décompte de I'ensemble de ces noyaux méne alaformule brute partielle Cy5 Hyz O.



Spectres n °IV-1-2-1 : Spectres RMN*3C et DEPT 135 du composé 2



Dans cette structure, il n' y aqu'un seul atome de carbone oxygéné, vu la valeur de son déplacement
chimique il ne peut étre qu'hydroxylé, ce qui mene alaformule brute finale: Cis Hz4 O s0it

une molécule a4 insaturations.

Jusgu'a présent le nombre d'insaturations engagées est de 2 a savoir deux doubles liaisons dont une
éxocycligue. Cette observation méne au fait que cette molécule renferme un bicycle.

Sur le spectre COSY'H- H' (spectre n°lV-1-2-5), il apparéit clairement que les protons des deux
méthyles résonant sous forme de doublet chacun &= 0,78 ppm,(J=6,9Hz) 3c=15,2 ppm et = 0,90
ppm (J=7,0Hz), 8c=21,7 ppm;corrélent avec le proton apparaissant sous forme d'un multiplet a
6=1,98 ppm (8c=26,9ppm) formant ains un groupement isopropyle.

Sur le méme spectre, ce dernier proton montre une corrélation avec le proton apparaissant sous forme
d'un multiplet & 6=1,29 ppm (8c= 49,5 ppm) ceci est confirmé par le spectre HMBC qui montre en
effet des corrélations nettes entre I'atome de carbone de ce groupement et les protons des deux
méthyles de l'isopropyle.

Par ailleurs, et toujours sur le méme spectre ce dernier proton (64 =1,29 ppm) montre une corrélation
avec le proton apparaissant sous forme de doublet (J=8,3Hz; 3,5Hz) a 6=1,81 ppm (5c=48,3 ppm),
menant ainsi al'enchainement:

CHY “CHs

Toujours sur le spectre COSY'H- H* ce dernier proton (5= 1,81ppm) montre une corréation avec le
proton éthylénique lequel montre une corrélation a longue distance avec les protons du méthyle &
0=1,72 ppm (6c=23,7 ppm), prévoyant ains la position de ce groupement méhyle sur le carbone
quaternaire éhylénique a (6c=133,7 ppm). Cette derniere donnée est confirmée du spectre HMBC
qui montre des corrélations nettes entre le carbone du CH éthylénique (6c=121,8 ppm) et le carbone
quaternaire éthylénique (8c=133,7 ppm) et les protons du groupement méthyle.



Spectre n°lV-1-2-2: Spectre RMN'H (400MHz, CDCl3,, § ppm) du composé 2




Spectre n°IV-1-2-5 : Spectre COSY'*H-"H (400MHz, CDCI 3; & ppm) du composé 2

Par ailleurs le spectre HMBC montre des corrélations entre ce proton a 8=1,81 ppm et le carbone
quaternaire oxygéné a 6=73,0 ppm.Cette observation suppose une jonction entre ces deux noyaux qui
ne peuvent étre que les deux tétes de pont du bicycle.

Un réexamen du spectre HMBC et particuliérement les carbones formant la double liaison
intracyclique permettent d'observer une corréation entre ces deux atomes de carbones et les protons
du groupement CH, résonnant sous forme de multiplets recouvert par d'autres signaux a6=2,11 ppm
et 6=2,00ppm (8c=27,0 ppm) signifiant le voisinage de ce groupement et du carbone quaternaire
éthylénique porteur du méthyle.

Par allleurs, le carbone quaternaire de cette double liaison montre clairement en plus de ces
corrélations, une corréation avec les protons du groupement CH, résonnant sous forme de multiplets
a6= 1,96 ppm et 6=1,44 ppm (5c=29,8 ppm) sgnifiant lajonction de ces deux groupements CH,. Les
protons de ce dernier groupement CH, montrent des corréations nettes avec le carbone quaternaire
oxygené notamment Hydroxylé vu la présence d'un hydroxyle dans cette molécule, signifiant la
fermeture du premier cycle du bicycle

OH
Hny,
CH3 ] e
4 H
CHs~ CHs

Toujours sur le spectre HMBC, le carbone quaternaire hydroxylé, montre des corréations avec les
protons de la double liaison éxocyclique permettant de la placer sur le carbone en o du groupement
OH. Il ne reste plus a placer que deux groupements CH, restants. Comme on sattend & un autre
cycle, il suffit deles placer entre le carbone quaternaire de la double liaison éxocyclique et le carbone
porteur du groupement isopropyle. Ceci est vérifié par les corrélations observées entre le carbone du
groupement CH; & 6c=33,1ppm (dn =2,40 ppm, dt J=13,6; 3,2 et 64=2,00 ppm , m) et les deux
protons de la double liaison éxocyclique,et les corrélations observées sur le spectre COSY'H-"H entre
les protons de ce groupement CH, et ceux du groupement CH, résonant |'un sous forme d'un
multiplet & 6=1,67 ppm et |'autre sous forme d'un.

quadruplet de doublets a6=1,07 ppm (J=12,8Hz ; 3,8Hz), 6c=25,5 ppm.L'ensemble de ces données
14
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meéne alaformule plane reportée sur leschémalV-  SchémalV-1-2-1



La stéréochimie de C-1peut étre déduite de la valeur de la constante de couplage (13,6H2)relevée
dans le signal de H-2 axial. Cette vaeur signifie une interaction du type axiale-axiae entre H-2 et H-
1d'ou une orientation axiale ou § de H-1.

Cette orientation  est appuyée par lavaleur de la constante de couplage (8,3Hz) entre ce proton et le
proton H-8a, qui en conséquence doit avoir une orientation a.

Ces données sont en parfaite conformité avec celle du composé:

4a(2H)-Naphtalénol,1,2,3,5,6,8a-hexahydro- 7-méthyl-4-méthyléne-1-(1-méthyléthyl)-
(1a,4a0.,8a0)dans lequel |e groupement OH admet une orientation a. [2].

Spectre n°lV-1-2-4-a: Spectre HMBC du composé 2



Spectre n°lV-1-2-4-b : Spectre HM BC du compose 2

IV-1-3: Elucidation structurale du composé Esz21: 3

Le spectre de masse sous impact électronique et a haute résolution (spectre n° [V-1-3-1) montre un
pic moléculaire de masse exacte 234,1629 (33.72%) correspondant a une formule brute C;5 Hy, O
(calculée 234.1620) soit une molécule a5 insaturations.

La combinaison des données des spectres RMN *3C (spectre n° IV-1-3-2) RMN *H (spectre n°lV-1-
3-3),HSQC (spectre n° IV-1-3-4) et HMBC (spectre n° IV-1-3-5) permet de répartir lesl5 atomes de
carbone sous forme de:

Une fonction cétone non conjuguée a 6= 212,3 ppm.

-Un groupement adéhyde a 64=9,35ppm singulet, (6c=192,7 ppm).

-Quatre CH, sp® non oxygénés.

-Un CH éthylénique & 64=6,63 ppm résonant sous forme d'un doublet (J=5,4 Hz), (6C=158,6 ppm).

-3 CH sp® non oxygénés dont un formant un groupement isopropyle avec deux des trois méthyles
observés sur le spectre proton, résonant sous forme d'un doublet d'intégration 6H &6=0,94 ppm.

-Un carbone quaternaire a 6=59,6 ppm.



Spectre n° 1V-1-3-2 : Spectre RMN *C  (150M Hz, CDCl3; 8ppm) du composé 3

En tenant compte du nombre d'insaturations engagées (3), il apparait clairement que ce composé
renferme un daucene bicyclique.

Le proton éthylénique corrdle sur le spectre HMBC, avec le carbone aldéhydique, le carbone
quaternaire éthylénique corréle avec le proton adéhydique. Ces deux observations sont en faveur de
I'enchainement reporté dans le schémalV-1-3-1

N~ —
/C—C

SchémalV-1-3-1



Spectre n°lV-1-3-3 : Spectre RMN *H (400MHz, CDCi3; & ppm) du composé 3

Spectren® 1V-1-3-5: spectre HMBC (400M Hz, CDCL3; 6ppm) du composé 3



La position du proton éthylénique en position § du CO et non pas en a est appuyée par la corrélation
unique sur le spectre COSY *H-'H (spectre n° 1V-1-3-5) entre ce proton éhylénique et le proton du
groupement CH sp? résonant sous forme d'un multiplet partiellement recouvert par d'autre signaux a
o0n=2,52 ppm (6c=53,2 ppm).

Le carbone de ce groupement CH corréle sur le spectre HMBC avec les protons du CH; tertiaire a
0=1,25 ppm (8c=25,0 ppm) signifiant que le carbone de ce CH et le carbone porteur de ce
groupement CH3 délimitent la jonction des deux cycles de ce bicycle et que cette jonction ne
comporte qu'une liaison délimitée par le carbone quaternaire & 6=59,6 ppm et le CH a 5c=53,2 ppm.
Ceci est appuyé par par la corréation sur le spectre COSY *H-"H du proton de ce CH et le proton du
CH dont le signd apparait recouvert par d'autres signaux a 6=1,84 ppm (3c=55,4 ppm). Cette
attribution est vérifiée par la corrélation observée entre ce carbone et le proton éthylénique.

Toujours sur le spectre HMBC, ce carbone (6c=55,4 ppm) montre une corrélation nette avec les
protons des deux méthyles formant un groupement isopropyle précédemment signalés. La présence
de ce groupement isopropyle est amplement confirmée par le spectre SMIE qui admet comme pic de
base le signa m/z= 191Da correspondant & M-43. Les protons de ces deux groupements methyles
précédemment signalés a 6 =0,94 ppm (J=6,6Hz) correspondant sur le spectre HSQC aux atomes de
carbone a5=19,4 et 21,9 ppm.

Le fait que ces deux carbones soient différents signifie que ces 2 groupements CHs sont
diastéréotopiques et que I'éguivalence magnétique de leurs protons n'est que fortuite.

L'ensemble de toutes ces données permet d'écrire I'enchainement reporté sur le schémalV-1-3-2

CHgC

C c

cPo=c/ 0

cH HH [ N\

CHy \ “

3 CHj H
SchémaV-1-3-2

Sur le spectre HMBC, le carbone du groupement CH éthylénique montre des corrélations avec les
protons du groupement CH, apparaissant sous forme de multiplet & 6=2,53 et 2,73 ppm (6c=19,7
ppm), par contre le carbone quaternaire éthylénique montre des corréations avec les protons de ce
groupement CH, et ceux du CH, apparaissant également sous forme de multiplets a 6=2,76 et 2.
(6c=38,9 ppm). L'ensemble de ces protons montre des corrélations sur ce méme spectre avec le
carbone de la fonction cétone, lequel corréle avec les protons du méthyle a 6=1,32 ppm permettant
ains |'éablissement d'un cycle a7 chainons.



Spectre n® 1V-1-3-4:Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; 6ppm) du composé 3



Spectre n° 1V-1-3-5; Spectre COSY 'H-'H (400MHz, CDCI 3; 3ppm) du composé 3

Lalocalisation des atomes de carbone des deux groupements CH3 de I'isopropyle permet de localiser
le proton du CH de ce groupement & 6=1,66 ppm (6c=32,3 ppm), gréce a sa corrélation avec les
atomes de carbone de ces deux méthyles. Ce proton montre une corrélation avec le carbone du
groupement CH, a 6c=26,28 (64 =1,80 et 1,36 ppm) que I'on peut par conséquent placer en § par
rapport au carbone porteur de ce proton..

Sur le spectre COSY H-"H les protons de ce CH, corrélent avec ceux du CH, apparaissant sous forme
de multiplets & 6=2,20 et 1,40 ppm (8c=35,1 ppm).

Le carbone de ce groupement CH, montre une corrélation nette avec les protons du CH3 a 6=1.32
ppm signifiant la fermeture de ce cycle sur le carbone porteur de ce méthylesoit la formation d'un
cycle a5 chainons d'ou la structure plane reporté sur le schémalV-1-3-3

O

C

— o

H o

CHH g ™\
‘ CHs UHs H
SchémalV-1-3-3

L'analyse de nos résultats spectroscopiques et en particulier les déplacements chimiques sont en
parfait accord avec la structure: 2 -oxoisodauc-5-en-12-al [4] reporté dans le schémalV-1-3-4

SchémalV-1-3-4



IV-1-4 : Elucidation structurale du composé Ezz 342 (Fs1) @ 4

L'étude combinée des spectres RMN'H (spectre n°lV-1-3 -1), RMN*C (spectre n°lV-1-3-2)
,HSQC (spectre n°lV-1-3 -3), montre la présence de 10 atomes de carbone que nous pouvons répartir
comme suit:

*3CHj; tertiaires (singulets) a 64=0,87 ppm (3¢ =13,3 ppm) ; 64=0,88 ppm (dc =18,6 ppm) ;
01=0,89 ppm (3¢ =20,2 ppm).

*3CH, non oxygéneés:

-Le premier apparait & 64=1,90 ppm multiplet et 1,28 ppm, multiplet couvert par le signal d'un
autre proton (8¢ =25,9 ppm).

-Le second apparait a6=1,75 ppm multiplet et 1,28 ppm recouvert par le signal d'un des protons
du CH,, précédent (6c =28,3 ppm).

-Le troisiéme apparait sous forme de multiplets a0,96 ppm, et 2,29 ppm, (6c =39,0 ppm).
*2CH.
-Le premier non oxygéné donne un signal & 61=1,65 ppm (t, J=8,6Hz) 5c=45,1ppm.

-Le deuxiéme oxygéné d'aprés les valeurs des déplacements chimiques, donne un signd sous
forme d'un doublet large a 6=4,03 ppm (J=10Hz).
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Spectre n°lV-1-3 -1: Spectre RMN *H (400 MHz, CDCI3; 8ppm) du composé 4

Le carbone porteur de ce proton recouvert par les signaux du CDCI3 est aisément détecté a 6=77,2
ppm gréce au spectre de I'expérience HMBC .

Un recours au spectre de |'expérience HMBC (spectre n°lV-1-3-4) permet la localisation de deux
carbones quaternaires & 6=49,0 ppm et 48,0 ppm gréce aleur corréation avec les protons de certains
groupements hydrocarbonés précédemment signalés.

Un décompte des noyaux des groupements ains observés, mene a la formule brute partielle
Cio Hi7 O.

Les vaeurs des déplacements chimiques de I'ensembl e des carbones et le fait qu'un seul soit oxygéné
et hybridé sp3 impose la présence d'un hydroxyle dans cette molécule. Ceci meéne a la formule brute
totale C1o Hig O soit une molécule a deux insaturations.

D'aprés notre étude précédente cette molécule ne renferme aucune double liaison, ce qui oriente vers
un bicycle.

L'examen du spectre COSY 'H-'H (spectre n°lV-1-3- 5) montre des corrdations entre le proton du
CH oxygeéné et ceux du CH, a 84=2,29 et 0,96 ppm lesquels corrélent avec le proton du groupement
CH &6=1,65 ppm. Ce proton corréle & son tour avec les protons du groupement CH, 46=1,28 et 1,75

ppm.

Ces derniers noyaux corrélent avec ceux du groupement CH; a6=1,90 ppm et 1,28 ppm.
L'ensemble de ces données mene a |'enchai nement:
OH

|
CH—CH;,—CH—CHy;—CH,—C—

/

C



Spectre n°lV-1-3 -2: Spectre COSY *H-'H (400MHz, CDCI 3; & ppm) du composé 3

Un retour vers le spectre HMBC permet de confirmer cet enchainement et montre en particulier une
corrélation entre le carbone du CH oxygéné et les protons du CH, & 6=1,90 et 1,28 ppm, suggérant
aing la jonction de ce CH et un des deux carbones quaternaires. Le carbone de ce CH oxygéné
corréle égdement avec les protons du méthyle a 6=0,87 ppm,ce qui suppose la substitution du
carbone quaternaire voisin de ce groupement par ce groupement méthyle.

Ce carbone quaternaire ne peut étre lié qu'au deuxiéme carbone quaternaire lequel est obligatoirement
porteur des deux méthyle restants et est relié au carbone du groupement CH a 8=45,1ppm (6u= 1,65

ppm )

Ceci est d'ailleurs vérifié par la corrélation entre le proton de ce groupement et le carbone quaternaire
a6=49,0 ppm.Ces données ménent a la structure plane reportée dans le schéma [V-1-3-1

8(:|-|3

1
2H
6 OH

4
SchémalV-1-3-1

Nos données spectroscopiques reportés dans le tableau 1V-1-3-1 sont en parfait accord avec celles de
lalittérature correspondant au bornéol [3] dont la structure est reportée dans le schéma  1V-1-3-1.

D'aprés la valeur des constantes de couplage relevées dans le signal de H-2 (dI, J =10,0 Hz), il
apparait clairement que H-2 admet une orientation axiale, en conséguence, le groupement OH admet
une orientation équatoriae. Cette molécule est commune pour le genre Achillea.



Spectre n°lV-1-3-2 : Spectre RMN*3C (100MHz, CDCI 3;  ppm) du composé 4

Spectren°lV-1-3 -3-a: Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; éppm) du compose 4



Spectre n°lV-1-3 -3-b : Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; éppm) du compose 4

Spectren°lV-1-3 -4 : Spectre HMBC (400M Hz, CDCI 3; 5ppm) du composé 4



Spectre n°1V-1-3 -5:gpectre COSY (400MHz, CDCI 3; ppm) du compose 4

Tableau IV-1-3-a: Données de la RMN'H (400 MHz, CDCI3,5 ppm).

6 (ppm) Intégration Multiplicitél (Hz) Attribution
4.03 1H dl (10,0) H->
2.29 1H m H-3
1.90 1H m H-6
1.75 1H m H-5
1.65 1H tl (8,6) H-4
1.28 1H m H-5
1.28 1H m H-s5
0.96 1H m H-3
0.89 3H s CHs.o
0.88 3H s CHs.10
0.87 3H s CHss




Tableau IV-1-3-b: Données de laRMN*C (100 MHz, CDClI3, & ppm).

S(ppm) | 133 | 186|202 | 259 | 283 | 390 | 451 | 480 | 490 | 771

C C-s C-o | Co C-6 C-s C-3 C4 | Cov C-1 C-2

IV-1-5:Elucidation structurale du composé E47:5

L'examen du spectre RMN "H (spectre n° 1V-1-5-1) montre un signa d'intégration 2H sous forme
d'un triplet & 6=3,64 ppm prévoyant un enchainement O-CH,-CH>—, voisin d'un autre CH; judtifié
par la présence d'un multiplet d'intégration 2H & 6=1,57 ppm, ce spectre montre également un signal
intense d'intégration 54H, prévoyant un enchainement de 27 unités CH..

Ce spectre montre par ailleurs un triplet d'intégration 3H & 6=0,88 ppm, attribuable au CH;z d'une
cheine linéaire que I'on peut représenter sous la forme —O-CH,— CHz— ( CHy) 26 — CH>—CHas,et un
singulet qui disparait aprés addition de D,O attribuable par conséguent a un groupement hydroxyle
d'ou lastructure:

CH3CH2- (CH2)26-CH; — CH>-OH wnit le tridecan-1-ol ou triacontanol [ ]. Ce résultat est
confirmé par le spectre RMN *3C qui montre en particulier la présence d'un CH, oxygéné & 5=63,03
ppm,un groupement CHz a6=22,67 ppm, 3 CH, a6=32,80 ; 31,91 et 25,72 ppm et un ensemblede
CH, centré a 29,68 ppm.



Spectre n°lV-1-5 -1 : Spectre RMN'H (400MHZ, CDCI 3; ppm) du composé 5

L'examen du spectre de masse sous impact électronique (spectre 1V-1-5-2) confirme ce résultat,
notamment la présence de la chaine linéaire par les signaux am/z=420 Da correspondant a[M-Hy]

*m/z=392 correspondant a[420-CH,= CHj] * ;
*m/z=364 correspondant a[392 - CH,= CHj] *;

m/z=336correspondant a[364- CH,= CH]", et.....

Ceci en matiere de réarrangement de |'ion obtenu aprés perte de H,O.

Les ruptures de cet ion ont mené aux ionsam/z=55; 69 ; 83 ; 97 ; 111 ; 125; 139 ; 153 ; 167 ; 181 ;
195 , comme attendu pour ce type de produit..



Spectren°lV-1-5 -2 : Spectre SMIE du composeé 5
IV-1-6:Elucidation structurale du composé F4.7:6

Le spectre de masse SMIE du composeé 6 donne une masse de I'ion moléculaire a m/z=414 (78,31%)
correspondant & la formule brute Cy9Hs00, soit un composé a cing insaturations. Ces données nous
ont incité a réaliser le test de LIEBERMANN & BURCHARD relatif a la mise en évidence des
stérols et des triterpénes. En effet, gprés addition de CHCI; et d'une méme quantité d'anhydride
aceétique & quelques milligrammes de ce produit, une bonne agitation et addition de quelques gouttes
d'acide sulfurique concentré, le mélange au début incolore a viré brutalement au vert attestant la
présence d'un stérol.

Ce spectre montre également la présence d'un ion & m/z=396 (30,12%) correspondant au départ par
réarrangement d'une molécule d'eau confirmant la présence d'un groupement hydroxyle dans la
molécule. Cet ion se fragmente & son tour pour donner un pic am/z=381 (21,69 %) correspondant au
départ d'un radical méhyle, ce qui est largement attendu pour les stérols.

Lastructure stérol est appuyée par le signal am/z=273 (26,51%) correspondant a la perte de la chaine
latérale (CioH21) par I'ion moléculaire connue pour les stérols.

Cette rupture est suivie par la perte d'une molécule d'eau, confirmant la présence de la fonction alcool
sur la partie polycyclique.

Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations de ce stérol sont résumeées dans le tableau
IV-1-6-1.



Spectren® 1V-1-6-1: Spectre SMIE du composé 6

Tableau IV-1-6-a: Données du SMIE du composé 6

[M-CoHol]' [ [M-18-15] [M-18]" IM-15]" | [M]” | Fragment
273 381 39 399 414 mz
26,51 21,69 30,12 27,71 7831 | Int.Rel.(%)

L'examen du spectre RMN *H de ce produit (spectre n° IV-1-6-2) enregistré dans CDCls montre:

*Un doublet large a 6=5,35 ppm d'intégration 1H correspondant au proton éthyl énique connu avec la
numérotation H-6.

*Un multiplet d'intégration 1H &6=3,53 ppm correspondant & un proton sur un carbone oxygéne,
notamment le H-3 d'un stérol.

*Un singulet a 6=0,68 ppm d'intégration 3H attribuable au méthyle 18.

*Deux doublets et un triplet superposés d'intégration 9H centrés a 6=0,86 ppm correspondant a deux
méthyles isopropyliques qui sont diastéréotopiques et par conséquent magnétiqguement non
équivalents et au méthyle du groupement éthyle respectivement.

Le tableau IV-1-6-2, rassemble les données de laRMN H de ce COMpOSsE.



Tableau IV-1-6-2: données RMN 'H du composé 6

Déplacement chimique d(ppm) | Intégration | MultiplicitéJ( Hz) Attribution

5,35 1H s large H-6

3,53 1H m H-3

2,25 2H dl (6,5) H-4

0,68 3H s CHs5-18
0,82 3H d(6,8) CHz-27
0,85 3H d (7,0) CH3-26
0,86 3H t (7,0) CHs-29
0,94 3H d(7,0) CHs-21
1,01 3H S CHs-19

Spectre n® 1V-1-6-2:spectre RMN *H (300M Hz, CDCL3; ppm) du composé 6

Le spectre RMN 3C et les séquences DEPT 135 et 90 (spectre n°lV-1-6-3) confirment la présence de
la double liaison trisubstituée par les signaux a 6= 140,8 ppm, relatif & un carbone éthylénique
quaternaire (C-5) et &= 121,7 ppm relatif aun CH oxygéné a 6= 71,7 ppm relatif au carbone portant
la fonction alcool (C-3). Les valeurs des déplacements chimiques sont caractéristiques des positions
attribuées .



Spectre n° 1V-1-6-3: Spectre RMN **C (50MHz, CDCl3,5 ppm) du compose 6

L'ensemble de ces données comparé aux résultats de lalittérature [27] ainsi que la co-
chromatographie avec un échantillon authentique mene au -Sitostérol, d’ou la structure reportée
dansle schémalV-1-6-1

28 929

B-Sitostérol
SchémalV-1-6-1

Il faut signaler que cet échantillon est contamine par du stigmastérol reconnai ssable par les signaux
sous forme de doublets de doublets 6 = 5,15 (J=15,1 ; 8,4Hz) et 2 = 5,01 (J=15,1 ; 8,4Hz)
correspondant aux protons de ladouble liaison trans C-22 - C-23



IV-1-7: Elucidation structurale du composé Fiya: 7

Le spectre de masse a haute résolution (spectre n°lV-1-7-1), donne une masse exacte pour le pic
moléculaire a m/z=166,0999(14,46%) correspondant a la formule brute CioH140;
(calculée=166,0994) soit un compose a4 insaturations.

Spectre n°lV-1-7-1: Spectre SMHR du composé 7

L'examen du spectre RMN*3C (spectre n°lV-1-7-2), montre la présence de dix signaux confirmant les
données de la masse a haute résolution. Ces signaux peuvent étre répartis comme suit:

-3 carbones quater naires dont:
-Un CO caractéristique d'une y - lactone o,  saturée &6=177,1ppm.
-Un éthylénique a6=134,5 ppm.
-Un carbone hybridé sp® non oxygéné & 6=35,2 ppm.

-3 groupements CH dont:

*Un éthylénique a6=133,0 ppm.



*Un CH hybridé sp® oxygéné 4 5=78,3 ppm, lavaleur de son déplacement chimique indique qu'l
correspond au point de fermeture de lalactone.

*Un CH hybridé sp® non oxygéné & 5=48,8 ppm.
-Un groupement CH»
a6=33,7ppm.
03 groupements méthyles

a6=28,2; 274 et 21,1 ppm

Spectre n°1V-1-7-2: Spectre RMN*C (100MHz, CDCI 3; ppm) du composé 7

En matiére d'insaturations et jusqu'a présent, ce composé renferme une double liaison délimitée par
un CH et un carbone quaternaire et un carbonyle de lactone ce qui méne atrois insaturations. Comme
cette molécule doit en contenir quatre, cela suppose la présence d'un cycle supplémentaire dans cette
molécule.

La combinaison des données des spectres RMN™C (spectre n°lV-1-7-1), HSQC spectre n°lV-1-7-2),
RMN'H spectre n°lV-1-7-3) et spectre COSY *H-'H (spectre n°lV-1-7-4), montre:

-Une corrdation longue sur le spectre COSY*H-'H entre le proton éthylénique et les protons du
CHs a 6=1,79 ppm (d, J=1,5Hz), 6C=21,1ppm, signifiant la substitution du carbone quaternaire
éthylénique par ce méthyle, ceci est appuyé par la valeur du déplacement chimique des protons de ce



méthyle. Ce proton éthylénique montre également un couplage longue distance avec le proton du
groupement CH de fermeture de la lactone, ce qui suppose lajonction du carbone porteur de ce noyau
au carbone quaternaire éthylénique.

Par alleurs, le proton de ce groupement CH correle sur le spectre COSY avec le proton du
groupement CH, a8=2,39 ppm (m) et 8= 2,18 ppm (dl; J=10,6 Hz ) suppose |leur enchainement.

Spectre n°1V-1-7-4 : Spectre COSY *H-'H (400MHz, CDCI 3; 3ppm) du composé 7

Sur le spectre HMBC les deux protons de ce CH, corrélent avec le carbone a 6¢c =48,8 ppm, lequel
corréle également avec le proton de fermeture de lalactone.

Ce carbone montre également des corréations avec les protons des méthyles a4 6=1,13 ppm (3c=28,2
ppm) et 1,12 ppm (6c=27,4 ppm), lesquels corrélent avec le carbone quaternaire a $=35,2 ppm, ceci
d'une part, d'autre part, ce carbone montre une corrélation avec le proton éthylénique, orientant ainsi
vers la présence d'un carbone quaternaire diméthyles entre ce groupement CH et le CH éthylénique, et
par conséquent la fermeture du cycle attendu. Ainsi la jonction lactone serait une 6 lactone dont le
C=0 est directement relié & ce groupement CH. L'ensemble de ces données méne a la structure plane
reportée dans le schéma lV-1-7-1

V
O/

SchémalV -1-7-1



Un réexamen des valeurs des déplacements chimiques,des constantes de couplages et leurs
comparaisons avec les résultats de la littérature] 8 Jtant vers la structure du filifolide A. Dont la
structure et donnée au schémallV -1-7-2

Filifolide A

SchémalV -1-7-2

Tableau IV-1-7-1 : données RMN*H (400M Hz,CDCl3,5ppm)

Déplacement chimique 6 (ppm) Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
5,15 1H d(1.3) H-3
4,47 1H dl (48) H-1
2,40 1H m H-5

H-7
2,39 2H di (10,6)
2,18 1H dl (10,6 i
] ( 3 ) H_8
1,79 3H s H-O
1,13 3H S H-10
1,12 3H S

Tableau IV-1-7-2:Données dela RMN*C (100MHz,CDCls,5ppm)

Sppm) [ 21,1 | 27,4 | 282 [ 337 [ 352 [ 488 | 782 | 1330 | 1345] 1771

C C-8 C-9 C-10 | C-7 C4 C-5 C-1 C-3 C-2 C-6




IV-1-8: Elucidation structurale du composé Fio, 1. j 103-2: 8

Ce compos2 de couleur jaune & l'cdl nu donne une fluorescence violette sous la lumiére de wood
(A=365nm) caractéristique d'une flavone ou d'une flavonol 3—OR. Son spectre de masse sous impact
électronique a haute résolution montre une masse exacte a 344.0876 correspondant a une formule
brute CigHi0; dont la masse calculée est de 344.0896, orientant vers une molécule a 11
insaturations,en accord avec une structure flavonique.

Par ailleurs, cette formule brute (CisH1607) indique la présence de trois groupements méthoxyles et
deux groupements hydroxyles sur le squelette flavonique. Le spectre SMIE (spectre n°lV-1-8-1) de
ce composé montre un pic moléculaire & 344 (100%) confirmant ces données et montre également un
ion m/z=329 Da confirmant la présence de groupement méthoxyles sur cette molécule.

Spectren°lV-1-8-1 : spectre SMIE du compose 8

Le spectre RMN 'H de ce composé (spectre n°lV-1-8-2) montre un singulet dintégration 1H a
6=12,94 ppm, caractéristique d'un OH en C-5 d'un flavonoide. Un systéme AB d'intégration 2H pour
chague signal & 6=8,07 ppm et 6=7,02 ppm (J=8,5H2) caractéristique d'un noyau parasubstitué. Ces
protons sont par conséquent attribuables a H-2' et H-6" et H-3' et H-5' respectivement. Ce spectre
montre également un signal d'intégration 1H a 6=6,55 ppm attribuable & H-6 ou H-8 ou H-3.

Trois singulets d'intégration 3H chacun &6=4,05; 3,90 et 6=3,86 ppm attribuables &3 méthoxyles
confirmant ainsi les données de la spectrométrie de masse.



Spectre n°lV-1-8-2 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl; 8ppm) du composé 8

L'examen du spectre de I'expérience HMBC (spectre n°lV-1-8-3) optimisé & une constante de
couplage de 8Hz montre une corréation entre le proton de I'hydroxyle en C-5 et le carbone
quaternaire non oxygéné a

$=105,9 ppm permettant ainsi son attribution a C-10.
Ce proton corréle également avec deux autres atomes de carbones tous deux quaternaires oxygéenés.

L'un &6=129,7 ppm attribuable & C-6.Ce carbone corrdant aux protons du méthoxyle &6=4,05 ppm
(6¢=60,7 ppm) et par conséguent méthoxylé.

L'autre atome de carbone &46=151,6 ppm est attribuable a C-5.

-L'attribution de C-6 permet d'attribuer le singulet a 5=6,6 ppm a H-8 gréce a la corrélation observée
entre ces deux noyaux menant ains a une structure de type flavonol 3-OR.

Toujours sur le méme spectre I'attribution de H-8 confirme celle de C-10 et permet de localiser C-9 et
C-7 46=152,0 et 155,9 ppm respectivement.

Par ailleurs, les corrélations observées entre H-3' et H-5',H-6" et H-2' permettent de locdiser C-4' a
6=161,5 ppm .Ce noyau corrélant avec les protons du méthoxyles a 6=3,90ppm (6¢c=55,2 ppm) et par
conséquent méthoxylé.

Ce spectre montre également une corrélation entre les protons du méthoxylé a 6=3,86 ppm (5¢=59,9
ppm), et le carbone &6=138,2 ppm attribuable a C-3.



Lalocalisation de C-1' 46=122,5 ppm est déduite de sa corrélation avec les protons H-3'et H-5', celle
de C-2 (6c=158,9 ppm)est déduite de sa corrélation avec H-2' et H-6'.

Le signa a6=179,0 ppm est attribuable a C-4 (carbonyle doublement conjugué C-4).

Spectre 1V-1-8-3 : Spectre HMBC du compose 8



Spectre 1V-1-8-4 : Spectre RMN **C du composé 8

L'ensemble de ces données mene a I'hydroxylation de C-7et la structure est reportée dans le schéma
IV-1-8-1

Cette molécule est connue sous le nom de santine [8] ou 5,7-dihydroxy 4', 6,3-triméthoxyflavone.

OCH;

SchémalV-1-8-1

Les données RMN *H et RMN *3C sont reportés dans les tableaux (1V-1-8-1), (1V-1-8-2)
respectivement



Tableau n° (1V-1-8-1) : données de laRMN *H du composé 8

Déplacement chimique (ppm) Intégration Multiplicité (J Hz) attribution
12,94 1H S OH-5
8,07 2H d (8,5 H2) H-2', H-6'
7,02 2H d (8,5 H?) H-3', H-5'
6,55 1H S H-8
4,05 3H S 6-OCH3
3,90 3H S 4-OCHj3
3,86 3H S 3-OCH3

Tableau n° (1V-1-8-b): données de laRMN *C du composé 8

Déplacement chimique 8(ppm) Attribution HMBC (*°C -H)
159,0 C-2 H-2', H-6'
1332 C3 OCH5(C-3)
179,0 C-4
151,6 C-5 OH-5
1297 C6 OH-5, OCHy(C-6)
155,9 C-7
92,8 C-8
152,0 C-9
105,9 C-10 OH-5
1225 c-1 H-3', H-5'
129,9 c-2
113,8 C-3
161,5 c-4
113,8 C-5'

129,7 C-6'

59,9 OCH3(C-3)
55,2 OCHa(C-4)
60,7 OCH(C-6)

IV-1-9:Elucidation structurale du composé Jiozaz: 9

Le compose 9 a été obtenu sous forme de cristaux. Son spectre HR-EI-M S (spectre n° 1V-1-9-1)
montre une masse exacte pour le pic moléculaire a m/z 372,0988 (cac. 372,0976) et m/z 374,0932
(calc. 374,09 46). Ce spectre montre également les signaux am/z 337,1299 [M-CI]* (calc. 337,1287),
319,1173 [M-Cl-H,0]" (calc. 319,1182), 301,1062 [M-Cl-2H,0]" (cal. 301.1076), 296,0616 (cal.
296.0629) et 294,0669 (cal. 294,0659) [M-CH;CO,H-H,0]™, suggérant que ce composé renferme
deux groupements hydroxyles et un groupement acétate et confirmant la présence de I’atome de Chlore.
Son spectre RMN 'H (spectre n° 1V-1-9-2) montre deux signaux caractéristi ques de protons d’un groupement
exomethyl ene formant un couplage allylique et conjugués avec | e carbonyle d’une lactone sesquiterpénique a
.6,21(d,J=35Hz, H-13a) et 541 (d, J = 3,2 Hz, H-13b). Dans |e spectre COSY 'H-'H
(spectre n® 1V-1-9-3), les corrélations de H-13a and H-13b ménent al’attributionde H-7a 3,54,



qui, asontour ménea H-6 & 4,21 dont le signal apparait sousforme d’un doublet de doublets (J
=11,0; 9,9 Hz). Sur le spectre HSQC (spectre n° 1V-1-9-4), ce proton corréle avec le carbone & ¢
81,3 ; indiquant une lactone sesquiterpénique fermée en C-6. Les corréations de H-6 dans le spectre
COSY H-'H permettent I’attribution de H-5a . 3,13 résonant sous forme d’un doublet (J=11,0
Hz). Lamultiplicité de H-5 est en faveur d’un C-4 tétrasubstitué. Un ré-examen du spectre RMN 'H
confirme la présence du groupement acétate en montrant unsingulet de 3Ha 2,16 ( ¢ 21,3tiré
du spectre HSQC), ce spectre montre également la présence de deux autres groupements méthyles.
Un de ces deux méthyles ( ¢ 18,0, . 1,74) corréle avec H-5 dans |e spectre relatif al’expérience
HMBC (spectre n° 1V-1-9-5) (Figure 1) ne peut étre que C-15; tandisque l’autre ( ¢ 23,5, . 1,51)
ne peut par conséquent étre que C-14. Dans le méme (HMBC), les protons de C-15 corrélent avec C-
romateur en graphite. Les intensités des taches réparties par plans de réseau réciproque ont été mesurées
avec le programme COLLECT (Bruker AXS BV ,1997-2004), puis indexées et traitées avec le programme Denzo
SMN et enfin mises a la méme échelle avec le programme HKL 2000 [ ] (Otwinowski et Minor,1997).
L'essentiel des données cristallines, des conditions d'enregistrement et des parameétres d'affinement est
rassemblé dans le tableau IV-1-9-1. La structure cristalline a été résolue par les méthodes directes avec le
progra5, avec I’aome de carbone quaternairea ¢ 67,4 qui peut étre attribué a C-4 et avec |I’atome de
caboneduCHa ¢ .. . 3,62) permettant son attribution a C-3. Un retour vers le spectre COSY
H-1H, particulierement, les corrélations de H-7, menent al’attribution du multipleta | . ietdu
doublet large (J=15.6 Hz) & 1,96aH-8 et H-8  respectivement ( ¢ 31,9). Dansle méme
spectre, ces deux protons montrent des corrélations avec le proton correspondant au doublet de
doublets (J=7,3;1,7Hz) & _5.09 suggérant son attribution & H-9. La valeur du déplacement de H-
9 indique que le groupement acétate est placé sur C-9 ( ¢ 74,6). Cette substitution est appuyeée par la
présence d’une corrélation observée sur le spectre HMBC entre H-9 et I’atome de carbone du
carbonyled ¢ 169,9 attribué au groupement acétate (C-1") gréce & sa corrélation avec les protons du
groupement méhylea 2,16 (CHs-2’). Ce spectre montre également des corréations entre H-13a,
H-13b et le carbonea ¢ 169,9. Cette observation indique que C-12 et C-1’ ont le méme
déplacement chimique et confirme la présence de 17 atomes de carbone dans cette structure. Par
ailleurs, ce spectre (HMBC) montre des corrélations entre H-8 et les protons du CHs-14 avec le
carbone quaternaire hydroxyléa ¢ 77,5 qui peut étre attribué a C-10. L’hydroxylation de C-10
appuyée par la corrélation observée entre lui et le proton du groupement hydroxylea . . Cette
hypothése est confirmée par |a corrélation entre le proton del’hydroxyle et C-9. Toujours sur le
méme spectre (HMBC), H-3 et les protons du CHs-14 corrélent avec the carbone quaternaire &

c . ..Qui nepeut étre attribué qu’a C-1. Cet atome de carbone doit étre hydroxylé vu la valeur de
son déplacement chimique et sa corrélation avec le proton du groupement hydroxylea  4,10. Ce
spectre (HMBC) montre également des corrélations entre C-5, C-4, C-3, C-1 et le proton du singulet
larged 14,14 ( 61,6), permettant son attribution & H-2. Ces observations suggérent un sgquelette de
type guaianolide pour cette lactone sesquiterpénique. La formule moléculaire C,7H,;,0,Cl du
composé 9 indique la présence de 7 insaturations, qui, goutée aux valeurs des déplacements
chimiques de C-3 et C-4, suggérent une fonction époxide dans ces positions. Par conséquent, I’atome
de chlore, doit étre en C-2.

La stéréochimie de C-5, C-6, C-7 et C-9 découlent des valeurs des constantes de couplage suggérant
une disposition trans pour H-5, H-6 et H-7 et une orientation-  pour H-9. La stéréochimie de C-1, C-
2, C-3, C-4 et C-10 est déduite du spectre 2D ROESY 'H-H. En effet, les interactions ROESY H-
5/H-3, H-5/CH3-15, suggérent une configuration 3 , 4 -epoxy, par contre the interactions ROESY
de H-9/0OH-1, H-7/OH-10, et CH3-14/H-2 indiquent une orientation pour OH-1, une orientation-



pour OH-10, et une orientation-  pour I’atome de chlore. Ainsi le composé 9 est identifié comme : as
2 -chloro-9 -acetoxy-1 ,10 -dihydroxy-3 ,4 -epoxy-5 ,7 -H-guaia-11(13)-en-12,6 -olide.
Ce produit est nouveau, nous I’avons appelé : Algérianolide.

La structure moléculaire et la configuration relative du compose 9 (algérianolide) ont été également
établies par une analyse de diffraction de rayons X (schéma 2). Les données de diffraction ont éé
collectées a température ambiante a l'aide d'un diffractométre Kappa CCD de type Bruker-Nonius en
utilisant un rayonnement issu d'une anti-cathode en molybdene Mo (A =0,71073 A) monochromatisé
avec un monoch mme SIR 2004 [ ](Burla,2005) puis affinée avec le programme SHELX-97 [ ]
(Sheldrick,1997) en combinant et moyennant I'intensité des paires de Friedel. Mise a part les atomes
H, les autres atomes ont été affinés avec les facteurs d'agitation thermique anisotropes par moindres
carrés avec matrices complétes sur F2. Tous les atomes H ont été positionnés de fagon géométrique et
ceux du groupement méthyle ont été affinés en conservant larigidité du groupe.

Lesatomes H des groupes méthyles ont éé affinés avec Ui, (H) = 1,5 Ugq (C) alors que les autres
atomes H ont été affinés avec Uis, (H) = 1,2 Ug, (C).

Algerianolide (9): Cristaux incolores. mp 215°, [a]*°p= + 42,35° (¢ 0,85 CHCl3), *H NMR (400 MHz,
CDCls): . . 1(1H, d, J= 3,5 Hz, H-134), 5,41 (1H, d, J = 3,2 Hz, H-13b), 5,09 (1H, dd, J = 7,3;
1,7 Hz, H-9), . 1(1H,dd, J=11,0;99 Hz H-6), 1 (1H, brs, H-2), 3,62 (1H, brs, H-3), 3,54
(1H, m, H-7), 3,13 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-5), 2,21 (1H, m, H-8 _1,96 (1H, brd, J = 15.6 Hz, H-

8 1 . .s CHs15),1,51(3H, s, CHs-14), 2,16 (3H, s, CHs-2’), 4,10 (1H, s, OH-1), 2,33 (1H, s,
OH-10); *C NMR (100 MHz, CDCl3):  169,9 (C-12 & C-1°), 138,5 (C-11), 119,4 (C-13), 84,5 (C-
1), 81,3 (C-6), 77,5 (C-10, recouvert par le signal du solvant, attribué gréce au spectre de I’expérience
HMBC), 74,6 (C-9), 67,4 (C-4), 63,7 (C-3), 61,6 (C-2), 46,4 (C-5), 41,6 (C-7), 31,9 (C-8), 23,5 (C-
14), 18,0 (C-15), 21,3 (C-2’); HREIM S m/z 374,0932 (calc. pour C17H207*'Cl, 374,0946), 372,0988
(calc. pour Ci7H2107%Cl, 372,0976). EIMS mVz 337 [M-CI]* (0,5), 319 [337-H20]* (6,9), 296 [M-
CH3COzH-HQ]" (0,4), 294 [M-CH3COH-H,0]" (1,2), 277 [337- CH3CO,H]" (4.6), 271 [M-
CH3CO,H-CO-CHz]" (1,8), 269 [M-CH3CO;H-CO-CH3]" (5,5), 259 [277- H,O]" (7,7), 250 (7,5),
243 (1,9), 241 (3,7), 231 (5,5), 217 (6,3), 216 (4,9), 215 (4,4), 191 (3,4), 189 (4,0), 183 (5,9), 165

(7,9), 161 (7,0), 151 (6,8), 137 (15,7), 111 (100).



Algérianolide




HMEC
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Figure 1: Corréations HMBC les plus importantes du composé 9 (Algérianolide)



Figure 2: Vue de la molécule, montant le schéma de numérotation des atomes

Displacement elipsoids are plotted at the 50% probability level.



Tableau 1V-2-: Données cristallographiques et affinement de structure du composé 9
Ces données ont été deposes au centre des données cristallographiques de Cambridge

(deposit number CCDC 655386). Data Acquisition - the Cambridge Crystallographic Data Centre
deposit@ccdc.cam.ac.uk  http://www.ccdc.cam.ac.uk/deposit

Telephone: (44) 01223 762910 Facsmile: (44) 01223 336033

Postal Address: CCDC, 12 Union Road, CAMBRIDGE CB2 1EZ, UK

Composé 9
Formule empirique Ci7H, Cl Oy
Masse malaria M 372.79
Température (°K) 293(2)
Longueur d’onde: (A) 0.71073
Systeme Crigtalin Monoclinic
Groupe d’espace P21

Paramétres cristallins

a(A) 5.9050(10)
b (A) 15.5380(10)
c(A) 10.1160(10)
b () 104.774(12)
VolumeV (A3) 897.5(2)
Unitésformulaires par maille Z 2
Densité calculée Dc (g.cm®) 1.380
Coefficient d’absorption m(Mo-Ka) (mm™) 0.248
Tailledu Cristal (mm) 0.45x 0.20 x 0.08
Intervalle angulaire pour q (°) 21-287

Intervalle des indices

-TERET,-20EKE21;-13£1£13


http://www.ccdc.cam.ac.uk/deposit
mailto:deposit@ccdc.cam.ac.uk

Nombre de Reflections 15100/ 4334
Rint (facteur de reliabilité) 0.055
Correction d’absorption aucune

Methode d’affinement Par moindres carrés avec matrice
compléte sur F?

Données /contraintes/paramétres 4334/0/229

R finaux indices [I > 2s(1)] R=0.052; wR2=0.1428; S=1.13
Schémas de pondértion, w  1/[s2(Fo2)+(0.0804P)2], P=( Fo2+2

Fc2)/3

Maximum déplacement / erreur 0.00/0.00

Parametre de Flack 0.04(7)

Plus gramds pics et trou dans la Fourier 0.35/-0.42

difféence (e A®)
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Etalement : RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) du composé 9
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COSY *H-'H spectrum (CDCls, 400 MHz) of compound 1




".I . .; EX] T
A
.
._1 .
= | |
% =

(EE

HMBC experiment spectrum (CDCl3, 400 MHz) of compound 1
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HMBC experiment spectrum (CDCl;, 400 MHz) of compound 1: Expansion
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HMBC experiment spectrum (CDCl;, 400 MHz) of compound 1: Expansion
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HMBC experiment spectrum (CDCl;, 400 MHz) of compound 1: Expansion







ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1
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ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1: Expansion
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ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1: expansion
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Le composé Algérianolide a éé obtenu comme un cristal incolore . Son spectre de masse sous
impact éectronique et & haute résolution montre des pics a m/z = 372,0988 (calculée =372,0976) et
m/z = 374,0932 (calculée =374,0946), correspondant a la formule moléculaire C17 H21 O7 Cl. Ce
spectre montre également des signaux am/z = 337,1299 [ M-Cl ]+ ( caculée =337,1287) , 319,1173
[ M-CI-H20 ]+ ( calculée = 319,1182), 301,1062 [ M-CI-2H20 ]+ ( ¢ alculée =301,1076 ), 296,0616
(calculée =296,0629 )et 294,0669 (cd culée =294,0659 ) [ M-CH3CO2H-H20]+,cequi suggére que
ce composé contient deux groupements hydroxyles, un groupement acétete et confirme la présence s
de I'atome de Cl dans ce composé.

L'examen du spectre RMN *H montre deux doublets & =6,21ppm (J=3,5Hz) et =5,41ppm (J=3,2
Hz) caractéristique d'une double liaison éxocyclique conjuguée avec une fonction carbonyle relative a
une lactone sesquiterpénique.

Ces signaux sont attribuables a H-13, et H-13;, respectivement. Le couplage ayant lieu avec H-7 a
longue distance étant un couplage alylique avec H-7:

H
N

AN

O

La localisation de H-13, et H-13, permet gréce au spectre COSY 'H-'H (spectre n°lV-1-9-1)
I'attribution de H-7 &46=3,54 ppm sous forme de multiplet.

Toujours sur le méme spectre H-7 montre trois autres corrélations:



- La premiére avec un proton dont le signal apparait sous forme de doublet de doublet a
0=4,21ppm (J=11,0 ; 9,9H2), d'apres sa multiplicité et son déplacement chimique. Ce noyau ne
peut ére que H-6

Spectre n° 1V-1-9-1 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3, & ppm) du composé 9



Spectre n°lV-1-9-2 : Spectre COSY 'H-'H (500 MHz, CDCl3 6 ppm ) du composé 9

Sur le spectre HSQC (spectre n°lV-1-9-2), H-6 corréle avec le carbone a 6=81,3 ppm (C-6), le
déplacement chimique de ce carbone est caractéristique du carbone de fermeture d'une lactone
sesguiterpénique. Cette données oriente vers un 6-12 olide.

-Les deux autres taches de corréations concernent deux protons portés par le méme atome de
carbone (5.=31,9 ppm), les signaux de ces deux protons qui peuvent étre que H-8; et H-8,
apparaissent sous forme d'un multiplet & 5=2.21ppm et sous et sous forme d'un doublet large 46=1,96
ppm (J=15,6 Hz) respectivement

La présence de ces protons en C-8 confirme bien la fermeture de lalactone en C-6.

L'attribution des protons en C-8 mene a celui de H-9 gréce a leurs taches de corrélations
COSY 'H-H.

Le signal relatif & ce noyau apparait sous forme d'un doublet de doublet & 6=5,09 ppm (J=7,3 ; 1,7
Hz).Lavaleur du déplacement chimique de ce noyau suppose une oxygénation en C-9.

Ce substituent oxygéné ne peut-étre que le groupement Acétate.

L'examen du spectre HSQC (spectre n° [V-1-9-3) permet de localiser C-9 a6=74,55 ppm



Spectren® 1V-1-9-3: Spectre HSQC (500 MHz, CDCl3 ppm) du composé 9

Spectren® 1V-1-9-3: Spectre RMN *C (500 MHz, CDCl3, § ppm) du composé 9



Sur le spectre COSY 'H-'H, H-9 ne montre aucune corrélation, cela suppose que C-10 est
quaternaire.

Un réexamen du spectre COSY *H-'H et I'attribution de H-6 méne alalocalisation de H-5 sous forme
d'un doublet a 6=3,13 ppm(J=11,1Hz) ,5.5 =46,1 ppm,la multiplicité de H-5 oriente vers un C-4
quaternaire.

Un retour vers le spectre RMN *H montre en plus du méthyle du groupement acétate 5, =2,16 ppm
(6c.=21,3), la présence des deux autres méthyles qui ne peuvent étre que sur les atomes de carbone C-
14 et C-5 du squelette sesquiterpénique.

Vu que cette molécule ne comporte que 17 atomes de carbones, ceci est vérifié par I'examen du
spectre HMBC (Spectre n° 1V-1-9-4) qui montre en particulier une corrélation entre C-9 et les
protons du méthyles a 6=1,51 ppm permettant ainsi leurs attribution a la position C-14 (5.=23,5 ppm
)

Par ailleurs le carbone C-5 montre une tache de corrélation avec les protons du méthyle 4 6 =1,74
ppm permettant aing leurs attribution ala position C-5 (6.=18,0 ppm).

Les protons du C-15 montrent deux taches de corréations:
-Lapremiere avec un C-H a6.=63,7 ppm (6 4 =3,62ppm) attribuable a C-3.
-La deuxieme avec un carbone quaternaire &5.=67,4 ppm attribuable a C-4.

Le méme spectre montre également des taches de corrélations entre les protons H-14, H-8 équatoriale
et un carbone quaternaire recouvert par les signaux du CDCl3 a6 = 77, 2 ppm  attribuable & C-10.

D'aprés son déplacement chimique, ce carbone est notamment hydroxylé, ceci est vérifié par les
corrélations observées entre le proton de I'hydroxyle &6 =2,32 ppm et cet atome de carbone ains que
le carbone C-9.

Ce spectre montre également une tache de corrélation entre H-3 et le carbone quaternaire a 6 =84,5
ppm attribuable & C-1, vu son déplacement chimique,il est oxygéné notamment hydroxylé,en effet ce
carbone montre une tache de corrdation avec le proton du groupement hydroxyle a & =4,14 ppm
supposant sa substitution par ce groupement.

Toujours sur le spectre HMBC, le C-5, C-4 et C-1 corrélent avec le méme proton dont le signal
apparait sous forme d'un singulet large &6 =4,14 ppm ce proton ne peut étre attribué qu'a H-2.

Par ailleurs le fait que C-5 et C-1 corrdent avec un méme noyau suppose une jonction C-5—C-1
orientant ainsi vers un sgquel ette sesquiterpénique du type guaianolide.



Spectren® 1V-1-9-4: spectre HMBC (500 MHz, CDCl3, & ppm) du compose 9



Tableau IV-1-9-a : Résultats de laRMN * H du composé 9

3 (ppm) Intégration Multiplicité (J H2) Attribution
6,21 1H d (3,5 Hiza
5,41 1H d(3,2) Haso
5,09 1H dd (7,3 ;1,7) H-9
421 1H dd(110;9,9) H-6
4,14 2H m H-2
3,54 1H m H-7
3,13 1H d (11,2) H-5
2,21 1H m H-8B
1,96 1H d (15,6) H-8a
2.16 3H S -OCOCH;
1,74 3H S CHs-14
151 3H S CHs-15

Tableau IV-1-9- : Résultats du RMN **C du composé 9
Carbone d(ppm) HSQC
1 84,5 C
2 61,6 CH,
3 63,7 CH:>
4 67,4 C
5 46,4 CH
6 81,3 CH
7 67,4 CH
8 31,9 CH,
9 74,5 CH
10 77,2 C
11 138,5 C
12 169,9 C
13 119,3 CH,
14 235 CHs
15 18,0 CHs;
16 18,5 C
17 21,3 CHs;

La structure moléculaire et la configuration relative du compose ont été aussi établis par une analyse
de diffraction de rayons X ( schéma 2 ).Les données de diffraction ont été collectées atempérature

ambiante al'aide d'un diffractometre Kappa CCD de type Brucker-Nonius en utilisant un
rayonnement issu d'une anti-cathode en molybdene Mo (A =071073 ) monochromatisé avec un

monochromateur en graphite. Les intensités des taches réparties par plans de réseau réciproque ont

été mesurées avec le programme COLLECT (Brucker AXS BV ,1997-2004 ), puis indexées et

traitées avec le programme Denzo SMN et enfin mises ala méme échelle avec e programme HKL

2000




( Otwinowski et Minor,1997 ).L'essentiel des données cristallines, des conditions d'enrégistrement et
des paramétres d'affinement est rassemblé dans le tableau-1.La structure crigtaline a été résolue par
les méthodes directes avec le programme SIR 2004 ( Burla, 2005 ) puis affinée avec le programme
SHEL X-97 ( Sheldrick,1997 ) en combinant et moyennant I'intensité des paires de Friedel. Mise a
part les atomes H, les autres atomes ont été affinés avec les facteurs d'agitation thermique anisotropes
par moindres carrés avec matrices complétes sur F2. Tous les atomes H ont été positionnés de fagon
géométrique et ceux du groupement methyle ont été affinés en conservant larigidité du groupe.

Les atomes H des groupes méthyles ont été affinés avec Uiso (H) = 1,5 Uéqg (C) alorsque les autres
atomes H ont été affinésavec Uiso (H ) =1,2Uéq (C).

Algerianolide (1) : crigtal incolore, mp215°, [ a 120 D =+ 42,35 ( ¢ 0,85 CHCI 3 ),RMN H ( 400
MHz,CDCI3) : 6 =6,21 ( 1H,d, J= 3,5 Hz, H-13a),5,41 (1H, d, = 3,2 Hz ,H-13b ), 5,09 ( 1H , dd,
J=7.3;17Hz,H-9),4,21 (1H,dd, J=11,0; 99 Hz, H-6), 4,14 ( 1H, slarge, H-2), 3,62 ( 1H,s
large, H-3), 3,54 (1H, m, H-7), 3,13 (1H, d, J= 11,0 Hz, H-5), 2,21 ( 1H, m, H-8B ), ( 1H,d large,
J=15,6 Hz, H-8a. ), 1,74 (3H, s, CH3-15), 1,51 ( 3H, s, CH3-14), 2,16 ( 3H, s, CH3-2"), 4,10 ( 1H,
s, OH-1),2,33( 1H, s, OH-10) ; RMN C13 (100 MHz, CDCI3) : 6 =169,9 (C-12 et C-1'), 138,5
(C-11),1194 (C-13),84,5(C-1),81,3(C-6), 77,5 ( C-10 caché par le signal du solvant,attribué
par le spectre de I'experience HMBC), 74,6 (C-9), 67,4 (C-4),63,7(C-3),61,6 (C-2),46,4 (C-5
),41,6(C-7),31,9(C-8),235(C-14),18,0( C-15),21,3( C-2') ; SMHREI m/z= 374,0932
(calculée pour C17H2107CI37, 374,0946 ), 372,0988 ( caculée pour C17H2107CI35, 372,0976 ).

SMIE miz = 337 [M-Cl ]+ (0,5), 319[ 337-H20 ] + (6,9 ), 296 [ M-CH3CO2H-H20 ]+ ( 0,4),

294 [M-CH3CO2H-H20]+ ( 1,2), 277 [ 337-CH3CO2H ] + (4,6), 271 [ M-CH3CO2H-CO-CH3] +

(1,8),269 [ M-CH3CO2H-CO-CH3] + (5,5), 259 [ 277-H20] + (7,7) , 250 ( 7,5), 243 (1,9), 241
(37),231(55),217(6,3),216 (4,9),215(4,4),191 (3,4), 189 (4,0),183(5,9), 165 (7,9),

161 (7,0), 151 (6,8), 137 (15,7), 111 (100).

Compose 9
Formule empirique C17H21 Cl O7
M asse molaire M 372,79
Température (K ) 293(2)
Longueur donde A (A°) 0,71073

Systéme crigtallin Monoclinique



Groupe d'espace P21

Paramétres cristallins

a(A°) 5,9050 ( 10)

b (A°) 15,5380 (10)

c(A°) 10,1160 (10)

B(°) 104,774 (11)

VolumeV (A°3) 8975(2)

Unités formulaires par maille Z 2

Densité calculée Dc (g. cm-3) 1,380

Coefficient d'absorption p (Mo-Ka ) (mm-1) 0,248

Taille du cristal ( mm) 0,45 x 0,20 x 0,08

Intervalle angulaire pour e 2,1-28,7

Intervalles desindices -7<h <7;-20<K <21;-13<1<13
Nombre de refléctions 15100/ 4334

Rint ( facteur dereliabilité) 0,055

Correction d'asorption Aucune

M éthode d'affinement Pour moindres carrés avec matrice compléte sur F2
Données/ contraintes/ parametres 4334/0/229

Rfinaux (1>20(1)) R=0,052;wR2=0,1428; S=1,13

Schémas de pondération , w 1/[ o 2 (Fo2) + (0,0804P)2 ], P=(Fo2 +2Fc2) /3



Maximum déplacement / Erreur 0,00/0,00
Paramétre de Flack 0,04(7)
Plus grand pics et trou dans la fourier difference( e. A°-3) 0,35/-0,42

Tableau 1: donnéesdu crigal et structurederefinement du composé 9

IV-1-10:Elucidation structurale du compose Jigss: 10

Le spectre SMIE du composé 10 donne un pic am/z=180 Da, correspondant au pic moléculaire et ala
formule brute Cyp Hi2 O3,

L'examen simultané des spectres de RMN *H (spectre n°IV-1-10-1), RMN “*C (spectre n°IV-1-10-2)
et HSQC (spectre n°1V-1-10-3) montrent :

- un systéme AB caractéristique d'un noyau aromatique para subgtitué & 6=7,93 ppm, 3.=130,2 ppm
et 6 =6,94 ppm 6.,=113,9 ppm (J=9,9Hz),

- un singulet d'intégration 2H & & =4,65 ppm 5.=75,2 ppm correspondant & un CH, Hybridé sp°
oxygéné

-et deux singulets d'intégration 3H chacun & 6=3,88 ppm,3.=55,5 ppm et 6 =3,50ppm , 5.=59,4 ppm
attribuable & 2-OCHs

Un décompte de I'ensemble de ces noyaux suggere la présence d'un groupe carbonyle dans cette
molécule



Spectre n°lV-1-10-1: Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3 & ppm) du composé 10



Spectre n°lV-1-10-2: Spectre RMN **C (125 MHz, CDCl; ppm) du composé 10

L'examen du spectre HMBC (spectre n°lV-1-10-4) montre en effet, une corrélation entre les protons
du CH; et le carbone d'un carbonyle a 6=195 ppm qui montre & son tour une corréation avec les
protons du doublet du noyau aromatique a 6=7,93 ppm.

Ces observations goutées a la valeur du déplacement chimique de ce carbonyle suggére la présence
d'un CO de cétone entre le noyau aromatique et le groupement CH, oxygéné qui ne peut par
conséquent étre que méthoxylé vu la présence de 2 méthoxyles dans cette molécule. Ceci est
dailleurs verifié par la présence d'une corrélation sur le spectre HMBC entre les protons du
méthoxyle a6=3,50 ppm et le carbone du groupement CHs.

Toujours sur le méme spectre les protons du OCH3 & 6=3,88 ppm montrent une corrélation avec un
carbone quaternaire & 6=165 ppm lequel corrde avec les protons du noyau aromatique a6=7,93 ppm
suggérant ainsi la substitution de ce noyau par le groupement OCHg, I'ensemble de ces données mene
ala4', a- diméthoxyacétophénone, dont la structure est reportée dans le schéma 1V-1-10-1

%Ie

Schéma IV-1-10-1: 4, o'-iméthoxyacétophénone



Spectre n°lV-1-10-3:Spectre HSQC (500 MHz, CDCl; ppm), du composé 10



Spectre n°lV-1-10-4: Spectre HMBC (500 MHz, CDCl3 ppm) du composé 10

Ces données spectrales sont conformes a ceux de lalittérature [11] et sont reportées dans le tableau
IV-1-10-1 et IV-1-10-2.

Tableau 1V-1-10-1: Résultats delaRMN * H du composé 10

Déplacement chimique Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
(Pppm)
7,93 2H d (9,9 H-2' et H-6'
6,94 2H d (9,9 H-3' et H-5'
4,65 2H S H-2
3,88 3H d (7,6) OCHs-a
3.50 3H d (8,5 OCH; -4'

Tableau 1V-1-10-2 : Résultats du RMN **C du composé 10

Carbone 3 (ppm)
1 195
4 165,0
2' 130.2
6' 130,2
5 113.9
3 113,9
2 75.2

OCH; -4' 59.4

OCH;3-a 55.5

IV-2-1-: Elucidation structurale du compose Ji-18-q

Le spectre RMN'H de ce composé (spectre n° 1V-2-1-1) montre des sighaux caractéristiques
d'une entité de type glycérol monoestérifié notamment:

Deux doublets de doublets d'intégration 1H chacun & 6= 4,21 ppm (J=11,7 ; 4,7 Hz) et 6=4,16 ppm
(11,7 ; 6,0H 2

Un multiplet d'intégration 1H a 6= 3,94 ppm
Deux doublets de doublets 46=3,69ppm (J=11,5; 4,0 Hz) et 6= 3,59 ppm (J=11,5; 5,8 Hz)

Ces signaux sont attribuables aux CH,-1, CH-2, et CH,-3 du glycérol respectivement vu le
déplacement chimique du CH»-1, I'estérification a lieu sur I'hydroxyle de ce groupement ceci



est appuyé par le fait que les 2H relatifs aux deux groupements CH, sont magnétiquement
non équivalents.

La partie acide de ce glycéride est de type chaine linéaire saturée.

En effet, ce spectre montre la présence d'un signal sous forme d'un triplet & 6= 2,35 ppm (J=7,4Hz)
attribuable au CH,-2 de la chaine de I'acide, un triplet & 6= 0,88 ppm (J=6,5 Hz) attribuable au CHs
terminal de la chaine et un ensemble de CH; résonnant dans l'intervalle [1,1 - 1,7 ppm]

Spectren® IV-2-1-1: Spectre RMN'H (400 MHz, CDCl3 8ppm) du composé 11

Ces données sont confirmées par le spectre RMN **C (spectre n°lV-2-1-2) qui montre un signal &
0=174,1ppm attribuable au carbonyle de ce glycéride, un CH a 6=70, ppm attribuable au CH-2 du
glycérol.

Deux CH, a 8=64,9 e 63,1 ppm attribuables aux deux CH, du glycérol, un CHz a 6=13,9 ppm
attribuable au méthyle terminal de la chaine de I'acide gras, et un ensemble de CH, dans l'intervalle
[22,5-37,9] dont le CH,-2 de la chaine de I'acide et celui a5=37,9 ppm



Spectre n°lV-2-1-2: Spectre *C (100 MHz, CDCls, ppm) du composé 11

Le nombre de groupements CH, de la chaine de l'acide peut étre évalué par I'étude du spectre de
masse (spectre n°lV-2-1-3) qui montre en particulier I'ion a m/z=323 correspondant a la formule
brute Cs Haz ....et qui représente en fait le R” de I'ester. Cet ion se réarrange avec perte de 3X28
pour donner Iion & m'z=239, Correspondant & C17 Hss qui se réarrange a son tour pour donner I'ion a
m/z=211.

Lalongueur de cette chaine est confirmée par I'ion am/z=412 correspondant a1'ion moléculaire apres
réarrangement avec perte de H,C=0 de la partie glycérique, ce qui méne & une formule brute totale de
C27 Hsa Og.

La partie glycérol mono estérifiée est aisement détectable sur le spectre de masse notamment par le

signal a m/z=134 correspondant au réarrangement de Mac LAFFERTY avec transfert de H™ vers le
carbonyle menant aing al'ion :

+

O/l_|

CH2—C —O—CH,—CH—CH,0H

OH

Cet ion se réarrange a son tour en perdant deux molécules de H,O pour donner I'ion & m/z=98
(91,30%) confirmant aing la monoésterification du glycérol.

L'étude du spectre RMN **C et ses séquences DEPT confirme ces données et donne :

-3 signaux caractéristiques de I'entité glycérol as =70,0 ppm (C-2) ; 64,9 ppm(C-1) ; 63,1 ppm(C-3)
-8 =174,1 ppm (C-1') ; 37,9 ppm (C-2') ; 33,9 ppm (C-3))

-[28,9 - 31,0] ppm (C-4'-C-21")



-8 =24,7(C-22) ppm ; 22,5 ppm (C-23') ; 13,9 ppm (C-24")

Ainsi la molécule concernée est : Glycérol-1-Tetracosanoate]12] dont la structure est reportée dans
leschémalV-2-1-1

0
(CH2)22 ” CH,
CHy™ SC—0"" " CcH—CH,0H
OH
SchémallV-2-1-1

Spectre n°lV-2-1-3 : Spectre SMIE du composé 11

Les données spectrales relatives a ce composé sont reportées dans les tableaux 1V-2-1-1 et 1V-2-1-2

Tableau IV-2-1-1: Résultats du RMN *H du composé 11

| Déplacement chimique 3(ppm) | Integration | Multiplicité J(H2) || Attribution |




421 1H dd (11,7:; 47 H-1a
4.16 1H dd (11,7;6,0) H-1b
3.94 1H m H-2
3.69 1H dd (11,5; 4,0) H-3a
3.59 1H dd (11,5;5,8) H-3b
2.35 2H t(7,4) H-2'
1,63 2H m H-23'
1,1-1,7 40H massif H-3'-H-22'

0,88 3H t (6,5) CH3-24'

Tableau IV-2-1-b:Résultats du RMN **C du composé 11

Carbone 3 (ppm)
1 1741
2 70,0
3 64,3
4 63,1
2' 379
3 339
[4' -211 [28,9 - 31,0]
22' 247
23 225
24 13,9

IV-2-2: Elucidation structurale du composé Jsr.1g.a.: 12

Le spectre RMN 3C (spectre n° 1V-2-2-1) et les séquences DEPT (IV-2-2-2) montrent:

-2 signaux a6=198,0 et 197,3 ppm correspondant & deux fonctions cétones conjuguées

-4 signaux correspondants a un carbone éthylénique quaternaire a 6=158,9 ppm et 3 CH
éthyléniques a6=143,3 ;133,5 ; et 126,7 ppm.Ces 4 atomes de carbone éhyléniques ne peuvent étre

que ceux formant les deux doubles liaisons conjuguées avec les deux fonctions cétones.




Spectre n°lV-2-2-1:spectre RMN 3C et les séquences DEPT (100 MHz CDCls, ppm) du composél2

L'éude du spectre proton relatif & ce compose combinée aux données du spectre relatif a l'expérience
HSQC (spectre n° 1V-2-2-2) et celles de |'expérience COSY'H-'H (spectre n° IV-2-2-3) montrent
que:

-Les deux groupements CH éthyléniques ont une stéréochimie trans aisément déterminée gréce a la
constante de couplage entre les deux protons. En effet, I'un deux résone sous forme d'un doublet &
$=6,20 ppm (J=15,8 Hz ) §.=133,5 ppm,|'autre résone sous forme d'un doublet de doublets a 5=6,69
ppm (J=15,8 Hz et 9,5 H2) 5.=143,4 ppm pour ce dernier proton,le deuxieme couplage résulte d'une
interaction avec le CH sp® résonant sous forme d'un doublet & 5=2,73 ppm(J=9,5 Hz ) 8:=55,2 ppm.

Par alleurs, I'&tude du spectre relatif a I'expérience HMBC (spectre n° 1V-2-2-4) montrent des
corrélations nettes entre:

-Le proton & 6=6,20 ppm et le carbone du carbonyle a 6=197,3 ppm et le carbone du méthyle a
0c=27,4 ppm. (6=2,31 ppm) ces données ménent a I'enchainement:



Spectren® [V-2-2-3: spectre COSY *H-'H (400MHz,CDCl3 5ppm) du composé 12

Spectre n° 1V-2-2-4: spectre HMBC du composé 12

L e spectre proton montre également:



-2singulets relatifs a 2CH3z @ 6=1,03 ppm (8 =27,1 ppm) et 6=1,10 ppm (6.=27,7 ppm),sur le spectre
HMBC les protons de ces méthyles corrélent avec le carbone quaternaire a 6=37,9 ppm signifiant que
ces deux groupements sont portés par ce noyau . Les protons de ces méthyles corrdlent également
avec le carbone du groupement CH a 6=55,2 ppm, signifiant que le carbone quaternaire est voisin de
ce CH.

Un retour vers le spectre proton permet de localiser un systeme AB & 6=2,38 ppm et 6=2,18 ppm
(J=16,6 Hz ; (6.=47,1ppm).Les protons de ce systéme AB donnent sur le spectre HMBC des les
corrélations d'un groupement CH2 avec le carbone quaternaire précédemment cité prévoyant ains la
jonction de ce carbone quaternaire avec ce groupement CH, .

Toujours sur le spectre HMBC les noyaux du systéme AB corrélent avec le carbone du carbonyle a
6=198,0 ppm, prévoyant ains la jonction du carbonyle au groupement CH,.Comme d'aprés la valeur
de son déplacement chimique la fonction cétone doit étre conjuguée, il convient alors de placer la
double liaison en a de ce carbonyle. Cette double liaison doit étre déterminée par un groupement CH
et un carbone quaternaire.

Toujours sur le spectre HMBC les deux carbones de cette double liaison montrent des corréations
avec le proton a 6=2,73 ppm et corrdent égdement avec les protons du méthyle a 6=1,92
ppm(3.=23,3 ppm) imposant ains la substitution de cette double liaison par le groupement CH;3 et
prévoyant par conséquent la présence du carbone éthylénique quaternaire en o de ce CH.Le proton
éthylénique serait par conséguent en o du CO.

L'ensemble de ces analyses spectrales méne ala structure plane reporté dans le schéma V1-2-2-1

H
o CH3H
CH ~ C/<O
i CH;L_' H CHs
Schéma VI-2-2-1

La stéréochimie de la double liaison a é&é définie( E ) d' apres les valeurs de la constante de couplage
(Jn7-1s=15,8Hz) par contre celle du carbone C-6 est déerminée d'apres I'étude du spectre
NOESY (spectre n° VI-2-2-5)qui montre en particulier une corrélation entre H-6 et les deux CH3 11et
12,d'aprés le déplacement chimique de ces 2 CHj3 il est possible d'attribuer celui a 6=1,03 ppm au
méthyle pseudo axiale et I'autre & (6=1,10 ppm) au CH3 pseudo équatoriale.

Cette corrélation NOESY des deux groupements CH; avec H-6 signifie une orientation pseudo
équatoriale de H-6 et par conséquent une orientation pseudo axiale pour la chaine.

Cette hypothése est vérifiée par les corrélations observées entre les noyaux du systéme AB et les
protons des 2 CHs;. En effet I'examen du modéle moléculaire permet d'attribuer le signal a 6=2,18
ppm au H-2 pseudo équatoriale d'une part a cause de sa corrélation avec les deux groupements CHs
et d'autre part a cause de sa position par rapport a la zone postivante du cone d'anisotropie de la
double liaison du carbonyle ce qui abaisse relativement son déplacement chimique. Par contre le
signal &46=2,38 ppm sera attribué a H-2 pseudo axide. Ce dernier noyau montre une corréation avec



le méthyle pseudo équatoriale (6=1,0 ppm) confirmant ces attributions. Par ailleurs, ce spectre montre
une corrélation entre le proton éhylénique H-7et H-2 pseudo axide confirmant ains |'orientation
pseudo axiale de la chaine latérale. L'ensemble de ces données méne & une configuration( 6R,7
E)donnant ains la 3-oxo-a-ionone[13,14]dont la structure est reportée dans le schéma [V-2-2-1

S CH;
10

Schema lV-2-2-1: 3-0x0o-a-ionone

L'ensemble des données spectroscopiques relatives a cette molécule est reporté dans les tableaux V-
2-2-1 et IV-2-2-2:

Tableau IV-2-2-1: Résultats du RMN '"H du composé 12

Attribution Multiplicité Intégration Déplacement chimique 3(ppm)
(JH2)

H-7 dd(15,8) 1H 6,69
H-8 d(15,8) 1H 6,20
H- 4 S 1H 6,01
H-6(pseudo éguatoriae) d(9,5) 1H 2,73
H-2(pseudo axiale) d(16,6) 1H 2,38
H3-10 s 3H 2,31
H-2(pseudo éguatoriae) d(16,6) 1H 2,18
H3-13 s 3H 1,92
H311(pseudo S 3H 1,10
équatoriale) S 3H 1,03
H3-12(pseudo axiale)

Tableau 1V-2-2-b: Résultats du RMN **C du composé 12




3(ppm) Carbone
198,0 3
197,3 9
158,9 5
143,3 7
133,5 8
126,7 4
55,2 6
471 2
379 1
27,7 11
27,4 10
271 12
23,3 13

IV-2-3:Elucidation structurale du compose Jsr-23: 13

Le spectre SMIEHR (spectre n° 1V-2-3-1) de cette molécule montre un pic moléculaire a
m/z=192,0412 correspondant a une formule brute Cyo Hg O4 (Masse calcul ée 192,0423) prévoyant un
compose a 7 insaturations.

Ce spectre montre un réarrangement de I'ion moléculaire avec perte de CO (m/z=164,0486, Cy Hg O3,
calculée ( 164.0473) prévoyant la présence d'au moins un CO dans la molécule.



Spectren® 1V-2-3-1:gpectre SMIEHR du composé 13

Le spectre RMN *3C (spectre n° 1V-2-3-2) montre la présence de 5 signaux que |'on peut répartir
gréce aux séquences DEPT en:

*Un CH, a6,=23,7 ppm.

*2CH éthyléniques 456=120,0 ppm et 153,0 ppm.

* 1carbone quaternaire hybridé sp® et oxygéné a8=90,1ppm.

*1carbone quaternaire relatif & un carbonyle de lactone a,f insaturée a 5.=170,6 ppm

Le fait que ce spectre ne présente que 5 signaux signifie une symétrie dans cette molécule. D'aprés
ces données le carbone quaternaire a 3 =90,1ppm ne peut étre que le carbone de fermeture de la
lactone



Spectren® 1V-2-3-2: spectre RMN *3C (100 MHz,CDCl3 5ppm) du composé 13

Sur le spectre HMBC (spectre n° 1V-2-3-3) le carbone du carbonyle montre une corrélation avec les
deux protons éthyléniques lesquels montrent une corrélation avec le carbone de fermeture de la
lactone ce qui indique uney - lactone et confirme le fait quelle soit o, insaturée.

Le carbone quaternaire a 5=90,1 ppm corréle avec les protons relatifs au signal du systéme AA'BB”
centré a 6=2,44 ppm prévoyant ains un enchainement C-CH,- CH,.Comme cette molécule est
symétrique on sattend a ce que les deux groupements CH, soient reliés a deux carbones quaternaires
identiques. En matiére d'insaturation:.

0 S

vue la symétrie de cette molécule les deux cycles lactoniques et leurs insaturations consomment 6
insaturations.Cette observation impose une jonction carbone quaternaire- carbone quaternaire.



Spectre n° 1V-2-3-3 :spectre HMBC (400 MHz,CDCl3 § ppm) du composé 13

L'ensemble de ces données est en parfait accord avec ceux de la littérature [15]relatifs a I'anémonine
dont la structure est reportée dans le schéma 1V-2-3-1.

hiagih e

Schéma lV-2-3-1: Anémonine

Les données spectroscopiques sont reportées dans le tableau 1V-2-3-1

Tableau 1V-2-3-1: Résultats du RMN **C du composé 13

Carbone o(ppm)
1 170,6
2 153,0
3 120,0
4 90,1
55 237

Cette molécule a étéisolée de Drymariadiandra| ]et Pulsatilla alpina sous éspéce apifolia[ |



IV-2-4:Elucidation structurale du composé F-12-43 : 14

Le spectre SMIE de ce composé montre un pic moléculare @ mz=876 Da correspondant & une
formule brute Cs; Hgg Op .

L'examen simultané des spectres protons (Spectre n°lV-2-4-1) et HSQC montrent des signaux
caractéristiques d'un glycérol notamment 1 CH résonant sous forme de multiplet a 6=5,28ppm

(6.=68,6 ppm), prévoyant une éstérification de la fonction hydroxyle du groupement CH du glycérol
et2

Multiplets d'intégration 2H chacun relatif au 4 protons des 2 groupements CH, du glycérol formant
un systéme ABX avec le proton du CH, a 6=4,29 ppm (dd, J=11,9 ; 4,3) et 4,14 ppm (dd, J=11,9 ;
6,0)

3.=61,8 ppm), d'aprés le déplacement chimique de ces 4 noyaux, il apparait que les deux hydroxyles

attachés a ces deux groupements sont également éstérifiés, ce qui prévoit un triglycéride.

Spectre n°lV-2-4-1: spectre RMN *H (400 MHz,CDCl3 8ppm) du composé F-12.43



En effet I'examen du spectre rdatif a I'expérience HMBC ( Spectre n°lV-2-4-2 ) de ce compose
montre des corrélations nettes entre les protons de ces groupements CH; et CH et les trois carbonyles
a6=173,0; 172,9 ; 172,5 ppm, respectivement.

L'examen simultané des spectres RMN 'H ,RMN °C, HSQC (spectre n°lV-2-4-2),HMBC et
SMIE,montrent que les parties acides de ce triglycéride sont de types acide gras dont les chaines
renferment 18 atomes de carbone chacune. La premiére chaine renferme 1 CH; résonant sous forme
d'untriplet 26=0,97 ppm voisin d'un CH, résonant sous forme d'un multiplet partiellement recouvert
par d'autres signaux a 6=2,05 ppm,les signaux relatifs a ce groupement CH, corrélent sur le spectre
COSY ( spectre n°lV-2-4-3) avec un proton éthylénique dont le signal est recouvert par d'autres
signaux d'intégration 13 H a6=>5,32 ppm prévoyant |'enchainementCH;-CH, .CH=CH-.

Ces CH éthyléniques corrélent avec d'autres groupements CH, notamment pour cette chaine avec le
CH,, résonant sous forme de triplet 46=2,76 ppm (3.=25,3 ppm) (J=8Hz).



Spectre n°lV-2-4-2 :spectre RMN™C et ses séquences DEPTdU composé F-1.43



Spectre n°lV-2-4-3 :spectre HSQC (400 MHz,CDCl3 ppm) du composé 14

Ces données ajoutées a celle du spectre SMIE qui montre en particulier le signal a nVz=599
correspondant & la perte de cet acide par réarrangement de[ M +H] [ ],sont en faveur d'une chaine
correspondant a l'acide linolénique ou acide 9,12,15 octadécatriéonique (9z,12z,15z), dont la
structure est reportée dansle schéma lV-2-4-1 ] .

(CHy) Et
Ho N\ — —

SchémalV-2-4 -1

Les chalnes des deux autres acides sembles identiques vu la similarité des valeurs des déplacements
chimiques de leurs noyaux respectifs. On observe en effet une tres légére différence de déplacement
chimique entre les méthyles terminaux de ces chaines (2 triplets a 6=0,88 ppm et 6 =0,87 ppm).Par
ailleurs, le spectre COSY montre une corréation entre ces méthyles et 2 groupements CH, dont les
signaux recouverts par ceux d'autres CH, apparaissent &6=1,30 ppm.La valeur de leur déplacement
chimique appuyée par le spectre COSY qui ne montre aucune corrdation entre ces noyaux et les
protons éthyléniques, suggérent |'enchainement :

18CH3- Y"CH,-1°CH,- pour ces deux chaines, ce qui suppose I'absence de la double liaison C;s-Ce par
rapport ala chaine précédente.



Les signaux des autres noyaux restent & peu prés au méme déplacement chimique,signifiant
seulement la réduction de la liaison Cis5-Cis par rapport a l'acide linolénique, ce qui méne a l'acide
linoléique soit:

L'acide 9,12-octadecadiénoique(9z,12z)dont la structure est reportée dans le schéma 1 V-2-4-2.

(CHy) Et
Ho,C N\ — —

SchémalV-2-4 -2

Ces données sont confirmées par ceux du spectre de masse qui montre en particulier le pic an/z=597
Correspondant ala perte de I'acide linoléique par réarrangement de[ M+H ] [ ]

L'emplacement de ces trois chaines sur le glycérol doit se faire de fagon a ce que le carbone du CH du
glycérol doit étre chiral du fait que les protons de CH, du glycérol sont diastéréotopiques compléte
(vu qu'ils résonnent sous forme de systéme ABX) et non A2X, ce qui mene a placer en position les

deux chaines en position C-1 et C-2 menant au 1,2dilinoléoyl-3-linoléinoyl-glycérol ou triglycéride
LLLn [17] dont la structure est reportée dans le schéma [V-2-4-3

CH5CH, /(CH2)7 o)
— c

Schéma IV-2-4-3 : 1,2dilinoléoyl-3-linoléinoyl-glycérol ou triglycérideLLLn



IV-2-6: Elucidation structurale du Composé F5,2,3: 15

Le spectre RMN * H de ce composé est parfaitement identique a celui de F4-7 décrit
précédemment dans Achillea pour le B-sitostérol, légérement contaminé par du stigmastérol.

Spectre IV-2-5-1 : Spectre RMN'H (400MHz, CDCI3, 8ppm) du composé 15

IVV-2-6:Elucidation structurale du Compose Fs.a: 16

Le spectre de masse de ce composé montre un pic moléculaire a m/z=398 orientant vers la formule
brute C,gH460, soit une molécule comportant 6 insaturations. L'examen du spectre RMN IH (spectre
n°lV-2-6-1) notamment I'étalement de la zone entre 0,5 et 1,05 ppm montre la présence du quatre
meéthyles secondaires et deux méthyles tertiaires a $=1,01 ; 0,91 ; 0,83 ; 0,81 ; 0,79 et 0,54 ppm et
caractéristiques des méthyles 21, 25, 27, 28, 19 et 18 d'un stérol du type érgostérol [ ].

Vu le nombre de protons il apparait clairement qu'il sagit de I'érgostérol dihydrogené, autrement dit
une des trois doubles liaisons de I'érgostérol est saturée. En effet, le spectre RMN **C (spectre n°IV-
2-6-2) montre clairement la présence de seulement trois CH éhyléniques a 6=135,7 ; 131,9 ;
117,5ppm.Cette observation oriente vers le maintien de la double liaison C-2,- C-23 et la saturation de
ladoubleliaison C-5- C-¢ ou ladouble liaison C-7- C-g.



Spectren°lV-2-6-2 : Spectre RMN **C (125MHz, CDCI3, ppm) du composé 16



Spectren® 1V-2-6-2 : Spectre RMN * H ((500 MHz, CDCI3, ppm) du composé 16

L'examen du spectre COSY'H-'H (spectre n°lV-2-6-3) permet la localisation de H-y grace & sa
corrélation avec le CHs.»;,ce méme spectre montre une corrélation entre H-, et 1'un des protons
éthyléniques a 6=5,19 (dd, J=15,5 ; 6,9Hz)confirmant ains le maintien de la double liaison
C-22- C-23.

Connaissant H-3 multiplet & 3=3,59 ppm,il est aisé toujours, grace au spectre COSY 'H-'H d'attribuer
H-4 et H-4' multiplet centré a6=1,80 ppm.

Ces noyaux montrent une corrélation avec le proton éthyléniques a 6=5,15 ppm qui ne peut étre que
H-6. Cette corrélation correspondant & un couplage longue distance (*J) entre H-4, H-4'et H-6 rendu

possible par la présence de la double liaison qui par conséguent doit se trouver entre C-5- C-6.Ces
données sont appuyées par le spectre relatif a I'expérience HMBC qui montre en particulier une
corrélation entre les protons du CH; -21 et le CH éthylénique a 6=135,7 ppm permettant son
attribution au C-22 par allleurs, la corrélation entre les protons du CHs-25 et le carbone éthylénique a
6=131,9 ppm permet |'atribution de ce dernier a C-23

Spectre n°lV-2-6-3 : Spectre COSY *H-H (500 MHz, CDCI3, ppm) du composé 16



Le maintien de la double liaison de la chaine latérale et confirmé par le spectre de masse qui montre
en particulier la présence & m/z=273 correspondant & la perte du radical Cy Hi7 composant cette
chaine latérale.

Cet ion (m/z=273) subit par la suite deux réarrangements,le premier avec perte de H, menant a l'ion
m/z=271, le second avec perte de H,O menant & 1'ion m/z=255. L'apparition de cet ion confirme bien
la présence de la fonction hydroxyle dans la partie tétra cyclique. Ainsi cette molécule correspond au
7-dihydr oérgostérol représenté sur le schéma lV-2-6-1

Schéma |V-2-6-1: 7-dihydr oér gostérol
La stéréochimie des centres chiraux est déduite par rapport aux données de la littérature [18].

Les données relatives aux éudes spectroscopiques sont reportées dans le tableau n° 1V-2-6-1

Tableau n° 1V-2-6-1: Résultats du RMNH du composé 16

Déplacement chimique (ppm) Intégration Multiplicité Attribution
5,19 1H dd (1,5; 6,9) H-22
5,15 1H m H-6
3,59 1H m H-3
1,80 2H m H-4, H-4
1,01 3H s CH3(21)
0,91 3H S CHs(25)
0,83 3H S CH3(27)
0,81 3H S CH3(28)
0,79 3H S CH3(19)
0,54 3H S CHs(18)

IV-2-7: Elucidation structurale du Composé By41: 17

Le spectre RMN 'H (spectre n° 1V-2-7-1) de ce produit notamment |la zone des CHj et la zone entre
6 et 6,5 ppm montre des signaux orientant vers une structure apparentée a l'ergostérol cette hypothéese
est appuyée par les spectres °C (spectre n° 1V-2-7-2) et les spectres relatif aux 'expériences DEPT,
HSQC (spectre n® 1V-2-7-3), et HMBC qui montrent en particulier les signaux:



*1 CH a6=66,3 ppm attribuable & C-3 (64=3,97 ppm).
*2 CH éthyléniques a8.=130,7 (64 =6,44 ppm ; m) &t a5.,=135,5 ppm (64=6,21 ppm ; m).
*2 carbones quaternaires oxygénés a 6.=82,2 et 8.=79,5 ppm.

L'ensemble de ces quatre atomes de carbone ainsi que la valeur de leur déplacement chimique sont
caractéristiques des atomes de carbone:

C-6, -C-7, C-8, -C-5 respectivement , une structure apparentée au préoxyde d'érgostérol[19].

Spectren® 1V-2-7-2: Spectre RMN **C (500 MHz,CDCI 3,ppm) du Composé 17



Spectren® 1V-2-7-1 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCI3, ppm) du Composé 17

Ces observations sont confirmées par la corrélation sur le spectre relatif al'expérience HMBC, entre
les 2 carbones quaternaires oxygénés et les 2 protons éthyléniques. Par ailleurs, ni le spectre °C | ni
le spectre RMN 'H ne montrent d'autres signaux appartenant a cette molécule dans la zone
éthylénique,ce qui suggére l'absence d'autres doubles liaisons dans cette structure et méne par
conséguent a une chaine latérale saturée.

L'ensemble de ces données est appuyée par le spectre de masse sous impact éectronique
(spectre n° IV-2-7-4)  qui montre en particulier un signal & m/z=429 correspondant a M*°-1],un
signa a m/z=412 correspondant a [ M™-18] et confirmant la présence de I'hydroxyle dans cette
molécule.

Le pic intense am/z=368 Da correspondant a la perte d'une molécule de H,O, et une molécule
d'éthyléne confirme bien la structure proposée.

L'ensemble de cette &ude méne ala structure du 22-dihydr opéroxyde d'er gostér ol

(schéma [V-2-7-1).



Schéma |V-2-7-: 22-dihydr opér oxyde d'érgostérol

Il est a noté que cet échantillon renferme également d'apres des signaux caractéristiques, du
stigmastérol et du péroxyde d'ergostérol.




Spectre n° 1V-2-7-3 : Spectre SMIE du compose 17
IV-2-8:Elucidation structurale du composé Cq: 18

Le spectre IR (spectre n°lV-2-8-1) de cette molécule montre une bande de vibration de valence
relative a une fonction hydroxyle a 3419cm?, et une bande de vibration de vaence a 1766 cm,
caractéristique d'un carbonyle lactonique. Apres acétylation le spectre IR de I'échantillon résultant
montre en plus de la bande au carbonyle de la lactone une bande & 1743 cm’™, attribuable au
carbonyle de la fonction acétate introduite. donnée est appuyée par la bande relative au groupement
hydroxyle, ce qui suggére la présence d'une fonction acool dans cette molécule al'état natif.



Spectre n°lV-2-8-1:Spectre IR du compose Cy al'état natif



Spectre n°lV-2-8-1:Spectre IR du composé Co acétylé

Le spectre de masse (spectre n°lV-2-8-2) & haute résolution de I'échantillon apres acétylation montre
une masse exacte de I'ion [M+H]"anm/z=159,0671(1,63%)correspondant alaformule brute C; Hy; Oy
(masse calculée 159,0657). L'obtention de I'ion correspondant a la molécule protonnée est commun
aux lactones. Par ailleurs, ce spectre montre un pic a m/z=117,0558(1,39%) correspondant a un
réarrangement avec éimination de céténe et formation de I'alcool correspondant (masse calculée
117,0552) pour laformule brute Cs Hg O3 La fonction hydroxyle résultante est confirmée par le pic a
m/z=99,0439(2,45%) correspondant ala perte d'une molécule de H, O (masse cal culée 99,0446 pour
laformule brute Cs H; O2,

L'ion correspondant a la lactone hydroxylée et protonée (117,0558) se réarrange également avec
perte d'une molécule de CH3;OH en donnant I'ion & m/z=85,0283 (100%) masse cdculée 85,0290
pour laformule brute Cs Hs O,

La perte de la molécule de CH3;OH signifie la présence d'un groupement CH,OHdans cette lactone.
Toutes ces données sont confirmées par le spectre de masse de I'échantillon natif, qui aprés
protonation donne I'ion & m/z=117 suivi de la perte d'une molécule de H, O donnant I'ion & m/z=99 et
qui se réarrange également en perdant une molécule de CHzOH pour donner I'ion a m/z=85 dont le
signal congtitue le pic de base.



Spectre n°lV-2-8-2 : Spectre SMHR du composeé 18

L'examen du spectre RMN *3C (spectre n°lV-2-8-3) et ses séquences DEPT 135, et 90 confirme la
présence de la fonction lactone par le signal d'un carbonyle quaternaire a 6=178,5 ppm,et confirme
également la présence du groupement CH, hydroxyle a 6=63,8 ppm,et montre en plus un groupement
CH oxygéné a 6=81,2 ppm et qui ne peut correspondre d'aprés lavaleur de son déplacement chimique
qu'au CH de la fermeture de la fonction lactone. Ces spectres montrent également deux groupements
CH> sp® non oxygénés & 6=28,6 et 23,1 ppm. L'ensemble de ces données ainsi que le spectre de masse
a haute résolution meéne a la formule brute Cs Hg O3 pour le composé natif non protoné soit une
molécule comportant deux insaturations,ce qui suppose le cycle et le carbonyle de la lactone.



Spectre n°lV-2-8-3: Spectre RMN™ C et ses séquences DEPT du composé 18

L'examen simultané des spectres HSQC (spectre n°lV-2-8-4), COSY (spectre n°lV-2-8-5) et proton
(spectre n°lV-2-8-6) montrent:

*L'enchai nement—lcl—O—CH—CHz—OH gréce ala corrélation entre le proton relatif au multiplet a
0=4,57 (86:=81,2 ppm) et les deux doublets de doublets & 0=3,77( J=12,5; 3,0 Hz) et 6=3,58
(J=125; 4,8 Hz) (6:=63,8 ppm)



. Spectre n°lV-2-8-4: Spectre COSY ' H-'H du composé 18

*L'enchainement CH- CH,. CH,- grace aux corrélations observées entre le CH préalablement décrit
et les protons du CH; résonant sous forme de multiplets a6=2,21 ppm et 6=2,05 ppm ( 6:=23,1 ppm)
et les corrélations entre les protons de ce dernier CH, et les protons du CH; resonant sous forme de
multiplet centréa 6=2,51ppm et 5.=28,6 ppm .Pear ailleurs, le spectre HM BC montre une corrélation
nette entre ces derniers protons et le carbone du carbonyle de la lactone signifiant leur jonction. Ces
données ménent a la structure plane reportée dans le schéma | V-2-8-1

CHr—CH,

*
OH/CH2/< }O
0

Schéma |V-2-8-1:gructure plane du y-Hydr oxyméthyl- y-Butyrolactone



. Spectre n°lV-2-8-5: Spectre HSQC (500 MHz,CDCl3, 6ppm) du composé 18

Spectre n°lV-2-8-6: Spectre HMBC (500 MHz CDCl3, & ppm) du composé 18



Spectre n°lV-2-8-7: Spectre RMN *H (500 MHz,CDCl3 & ppm) du composé 18

Cette molécule est connue dans la littérature avec les deux configurations (R) et (S) du carbone
asymétrique y, mais uniquement par des procédures synthétiques .Afin de déterminer la stéréochimie
du centre chird, nous avons eu recours al'évaluation du pouvoir rotatoire spécifique de I'énantiomére
gue nous avons isolé. Calculé dans le chloroforme & une concentration de 3,9 g/l, sous un faisceau a
lalongueur d'onde de 589 nm (raie D du sodium), la valeur est de +42,3.

Cette vaeur correspond ala configuration absolue (S) du centre asymétriquey [ ].
Soit lay-hydroxyméthyl y-butyrolactone.

Cette molécule est connue uniquement par des procédures synthétiques, qui ont permis |'obtention
des deux énantiomeres,

la(-R) y-hydroxyméthyl- y-butyrolactone.[ 20,21].Elle est par conséguent nouvelle comme produit
naturel.

I\V-2-9: Elucidation structurale du compose D63

Le spectre IR de ce composé (spectre n°lV-2-9-1) a I'éat natif avant purification montre une bande
indiquant la présence de groupements hydroxyles, ce spectre ne montre par contre pas de bandes de
vibration relatives a des fonctions carbonyles.



La séparation et la purification ultime de ce composé ont été impossibles a I'état natif, auss nous
avons eu recours a |'acétylation de ce compose. En effet, apres une réaction d'acétylation prolongée
(24 heures d'agitation a température ambiante dans le milieu pyridine en présence d'anhydride
acétique) la purification de ce composé sur plaques préparatives de gel de silice a é&¢é aisée.

Le spectre IR du composé apres acétylation (spectre n°lV-2-9-2) montre en effet, la disparition des
bandes larges relatives aux vibrations de valence des groupements hydroxyles et I'apparition de deux
bandes intenses & 1753 et 1217cm™ caractéristiques des vibrations de valences de groupements
carbonyles et de groupements ether d'acétates.

Spectre n°lV-2-9-1": Spectre IR du compose D1 3 (aprés acétylation)

Le spectre de masse a haute résolution (spectre n°lV-2-9-3), montre une masse exacte du pic
moléculaire & m/'z=568,1785 correspondant a la formule brute CysH3,014 (calculée 568,1792), soit
une molécule comportant 11 insaturations.

Ce spectre montre également des signaux a m'z=526,1730, calculée 526,1686 pour Cp4H30013, relatif
a un réarrangement avec perte de céténe orientant ainsi vers la présence d'un groupe acétate, la perte
de céténe se poursuit gréce notamment al'apparition des signaux am/z=484,1601, caculée 484,1581
pour CyH2s012); Mz=442,1457, calculée 442,1475 pour CyH26011, montrant ainsi la présence d'au
moins 3 groupements acétates et informant sur la présence d'au moins 3 groupements hydroxyles
dans le composé natif.
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Spectre n°lV-2-9-2: spectre SMIE du composé Diog3 -

L'examen du spectre proton du compose acétylé révéle la présence de 6 groupements CHj
caractéristiques des groupements acétates a 6=2,34; 2.33 ; 2,15 ; 2,08 ; 2,05 et 1,99 ppm orientant
ains vers la présence de 6 groupements acétates dans le composé acétylé et par conséquent 6
groupements hydroxyles dans le compose natif.

Ce spectre proton montre également:

- Un singulet large d'intégration 2H a 6=7,14 ppm porté, d’apres le spectre HSQC (spectre n°lV-2-9-
4) par les atomes de carbone a 6c=123,2 et 6c=127,2 ppm et un singulet large d'intégration 1H a
6=7,09 ppm porté I’atome de carbone & 5c=123,8 ppm. Ces noyaux sont caractéristiques de protons
aromatiques en position méta.

Ce spectre montre également:

-Un doublet d'intégration 1H & 6=4,54 ppm (J=8,0Hz) caractéristique du proton anomérique d'un
sucre. Sur le spectre HSQC ce proton corréle avec I'atome de carbone & 6=100,7 ppm indiquant une
jonction O-sucre de la génine. Les signaux relatifs a ce substituant glycosyle peuvent étre attribués
grace ala combinaison des études des spectres COSY *H-'H et HSQC. Ains la corrélation observée
entre le proton anomérique de ce glycosyle et le noyau résonant a 5=5,05 ppm (6.=71,9 ppm) sous
forme d'un doublet de doublets (J=9,6 ; 8,0 Hz) permet son attribution & H-2 du sucre que nous
notons H-2"".

OAc
\cO (0] (0]

AcO OAc
OAc OAc




Spectre n°1V-2-9-3: spectre RMN *H (500 MHzCDCl3, 6 ppm) du composé 19

Les valeurs des congtantes de couplage évaluées dans ce signal reflétent deux interactions de type
axid-axial indiquant une jonction du type B du glycosyle et une orientation axiale de H-2’’ excluant
alors le manose et le rhamnose de cette subgtitution.

La localisation de H-2’ méne a I'attribution de H-3"* & 6=5,24 ppm sous forme d'un triplet (J=9,6
Hz). La valeur de cette constante de couplage indiquant une intéraction du type axial-axia signifie
une orientation axiale de H-4"’ excluant alors le galactosyle comme substituant et oriente par
conséquent vers un glucosyle. Les signaux relatifs au groupement CH, apparaissant sous forme de
deux doublets de doublets a 6=4,32 ppm (J=12,3 ; 4,8 Hz) et a 6=4,20 ppm (J=12,3 ; 2,4 Hz) sont
attribuables & H-6"a et H-6"b respectivement de ce glucosyle. Ces deux noyaux ainsi que H-4>" dont
lalocadisation (triplet & 6=5,14 ppm ; J=9,6 Hz), a été aisée gréce a sa corrdation avec H-3", correlent
avec le noyau dont le signal apparait sous forme d’un multiplet & 6=3,73 ppm, superpose avec le
signal d'un autre proton, qui ne peut étre attribué qu’aH-5".

Spectre n°1V-2-9-3: spectre COSY 'H-'H (500 MHz,CDCl3 & ppm) du composé 19



Spectre n°lV-2-9-4 : Spectre HSQC (500 MHz,CDCl3, & (ppm) du composé 19

Lanature du sucre est également confirmée par la multiplicité du signal H-4".

Ces études spectrales révéent également la présence de deux groupements CH, vicinaux formant un
systéme ABMX & 6=2,95 et 2,93 (5.=35,3 ppm) ; 4,18 et 3,74 ppm (5.=70,0 ppm). La valeur du
déplacement chimique des protons et du carbone de ce dernier groupement suggerent son
oxygenation.

L'éude du spectre relatif a I'expérience HMBC révele une corrélation entre les protons du
groupement CH, a 6=2,95 et 2,93 ppm et les carbones du noyau aromatique a 6.=127,2 ppm €t le
carbone a 6.=123,2 ppm signifiant d'une part que ce groupement CH, est directement attaché au
noyau aromatique, d'autre part que les deux protons a 6=7,14 ppm sont en position ortho et ortho
prime par rapport ala chaine CH,-CH,-O-.

Par ailleurs ce spectre montre une corrélation nette:

Entre le proton anomérique et le carbone du groupement CH,-O- signifiant I'enchainement
-CH2-CH,-O- glucosyle dans cette structure.

Ains en tenant compte de la multiplicité des signaux des protons du noyau aromatique, il est
parfaitement envisageable de placer le troiséme H du noyau aromatique en position para par rapport
alachaine. _

L'ensemble de ces données mene a la structure du composé nétif reportée dans

le schéma lV-2-9-1.
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Schéma | V-2-9-1:2-(3,5-dihydroxyphényl)-1-O-f-glucopyranosyl é&thane.

Ce produit est nouveau en tant que produit naturel, il est connu uniquement en des procédures
synthétiques [22].

Ce compose et ses dérivés similaires sont utilisée comme substance médicinale antioxydante [ ].

Les données spectroscopiques relatives au composé acétylé sont reportées dans latableau 1V-2-9-1.

Tableau 1V-2-9-1 : Données spectroscopiques relatives au compose 19 acétylé.

Position | Hd (ppm) J(Hz2) C d(ppm)

1 4,18 m 70,0
3,74 m

2 2,95 m 353
2,93 m

r 454d (8,0 1374

2 7,14 sl 123,2*

3 141,5**

4 7,09 sl 123,8

5 141,5**

6’ 7,14 sl 127,2*

1” 4,54 d (8,0) 100,7

27 5,05dd (9,6;8,0) 712

3” 5,24 1 (9,6) 72,9

4” 5,14t (9,6) 68,5

5” 3,73 m 71,9

6” 4,32 dd (12,3 ; 4,8) 62,0
4,20dd (12,3 ; 2,4)

*Ces noyaux peuvent étre échangés
**\/aleurs déduites du spectre HMBC




Ainsi, nos travaux sur Ranunculus cortusifolius (Ranunculaceae), une espéce qui n’a jamais fait
I’objet d’études phytochimiques auparavant, ont permis la détermination structurale de neufs
composés dont 7 al’état natif et deux acétylés. Parmi ces composes, deux sont nouveau en tant que
substances naturelles. Il faut signaler, que les structures des produits purifiés et non actuellement
déterminées sont en cours d’établissement.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons reporté, les éablissements de structures de 19 produits dont 10 isolés de
Achillea ligustica, parmi lesquels une lactone sesquiterpénique nouvelle, ces résultats ont fait I’objet
d’une publication internationale. Les 9 autres produits ont été isolés de Ranunculus cortusifolius, ces
résultats feront I’objet d’une publication, actuellement en cours de rédaction.

Au cours de ces travaux d’établissement de structure, nous avons eu recours aux techniques
spectroscopiques les plus sophistiquées, notamment les expériences de RMN multi impulsionnelle et
bidimensionnelle et les modes d’ionisation douce de la spectrométrie de masse a haute et basse
résolution.
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CONCLUSION

GENERALE



L'homme a, de tout temps, utilise ou tenté d'utiliser pour se soigner les produits a sa disposition
dans la nature. L'intérét des produits naturels comme principes actifs ou sources d'inspiration pour la
conception de nouveaux meédicaments découle de leur réle de médiateurs de communication
chimique dans le vivant. Si les antibiotiques constituent & ce point de vue des exemples immédiats,de
nombreux métabolites secondaires naturels se montrent dignes d'intérét.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux différents métabolites secondaires issus de deux
plantes différentes. L'une appartenant a la famille des composées du genre Achillea [l'autre a la
famille des renonculacées du genre Ranunculus

Aprés extraction adcoolique des parties aériennes des deux plantes, nous avons soumis I'extrait
brut obtenu aux différentes méthodes chromatographiques qui ont permis |'obtentions des 10 produits
apartir de Achillea ligustica All. et 12 produits & partir de Ranunculus cortusifolus

Pour I'éablissement des structures des composés isolés, nous avons fait appe aux différentes
techniques physico-chimiques notamment:

La spectroscopie RMN'H, la RMN™C et leurs séquences bidimensionnelles, ains que la
spectrométrie de masse & haute résolution au mode |.E et FAB et par diffraction de RX

Aing, I'éude phytochimique de I'extrait brut menée sur Achilléa ligustica a permis l'isolement de
10 produits qui sont :

* (E)-ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadiénoate

*4a (2H) — Naphtalénol,1,2,3,5,6,8a hexahydro-7-methyl-4-methyléne-1-(1-
methylethyl),(1a,4a0,8a0)

*10-Oxo-isodauc-3-éne-15al
*Bornéole

*Tridecan-1-ol



* R-sitostérol

*Filifolide A

*5, 7dihydroxy 4',6,3- trimethoxyl flavone

* *Une lactone sesquiterpénique nouvelle & qui nous avons donné le nom Algerianolide
*4'-a-diméthoxyacétophénone

L'éude phytochimique de I'extrait de Ranunculus Cortusifolius,a permis l'isolement et la
détermination structurales de 12 produits al'état netif et 2 apres acétylation:

Les 12 produits a I'éat natif

*Glycéryl-1-tétracosanoate

*3-Oxo-a-ionone

* Anémonine

*1,2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol

* R-sitostérol

*7-dihydroérgostérol

*22-dihydropéroxyl d'ergostérol

*(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone

*2-(3, 5-dihydroxyphényl)-1-O- R-glucopyranosylethane

NB : Les produits restants sont en cours de détermination de structure
Les 2 apres acétylation:

(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone acétate
2-(3',5'-dihydroxyphenyl) -1-O —- glucopyranosylethane acétate

Les résultats obtenus montrent que I'espéce Achilléa Ligustica est riche en composés terpéniques

Ces métabolites soulignent des propriétés biologiques remarquables qui sont signalées dans des
travaux scientifiques publiés dans la littérature.

Ce travail apporte une nouveauté a ce genre qui réside dans le fait que c'est la premiére fois qu'une
lactone sesquiterpénique portant un atome de clore en C-2 et isolé de ce genre

Il est important de sgnaler que ces deux acétylés et leurs correspondants hydroxylés sont nouveaux
autant que produits naturels.



Résumé:

En Afrique et par tout dans le monde, les médicaments traditionnels a base de plantes sont utilisés
pour traiter les maladies chroniques et aigues,dans les zones rurales et urbaines. L'intérét pour les
thérapeutiques traditionnelles n'est pas nouveau,mais il sest accrue ces derniers années du fait des
progrés introduits notamment grace aux nouveles stratégies incluant des displines nouvelles telles
que : I'ethonopharmacologie les criblages biologiques robotisés et I'acces aux bases de données
bibliographique, et du renouveau d'intérét pour les ressources renouvelables et pour la médecine
traditionnelle.

Dans ce travail, notre intérét sest porté sur l'isolement de métabolites secondaires a la recherche de
nouvelles molécules susceptibles d'étre bio actives.

En ce qui concerne le choix des espéces & éudiés ,notre critére principa a été I'endémisme et le fait
que I'Algérie soit une des régions les plus stratégiques et les plus privilégiées en matiére de flore et de
connaissance de la médecine traditionnelle . De ce fait nous avons sélectionné deux espéeces :

-Achilléa ligustica, espéce trés utilisé dans nos régions montagneuses sur les blessures les plaies
ouvertes et les douleurs gastriques et

- Ranunculus cortusifolius, une espéce endémique des iles Canaries,Maderes et Acores est utilisé
dans la médecines traditionnelle de ces régions

Aprés extraction des parties aériennes de ces deux espéces suivie d'une séparation et purification, ce
travail a mené & |'obtention al'état pur de 22 composés dont 19 ont été identifiés par la combinaison
des données spectroscopiques notamment: laRMN'H,la RMN3C et les séquences bidimensionnelles
(COSY (*H-'H),HSQC,HMBC et ROESY), par diffraction de RX ainsi que la spectrométrie de masse
HRIE" et HRFAB", ces composés sont :

*.(E)-ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadienoate

*4a (2H) — Naphtalénol,1,2,3,5,6,8a hexahydro- 7-methyl-4-methyl éne-1-(1-
methylethyl),(1a,4a0,8a0)



*10-Oxo-isodauc-3-éne-15al  *Bornéole *Tridecan-1-ol
* R-sitostérol *Filifolide A *5, 7dihydroxy 4',6,3- trimethoxyl flavone
*Une lactone sesquiterpénique nouvelle a qui nous avons donné le nom Algerianolide.

*4'-a-diméthoxyacétophénone

*Glycéryl-1-tétracosanoate *3-Oxo-a-ionone * Anémonine
*1,2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol * R-gsitostérol *7-dihydroérgostérol
*22-dihydropéroxyl d'ergostérol *(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone

*2-(3, 5-dihydroxyphényl)-1-O- R-glucopyranosylethane

Cetravail afait I'objet d'une publication dans le journal Biochemical systemtics and Ecology.

Ceux concernant Ranunclus cortusifolius sont en cours de publication .

Summary:

In Africa and all over the world, traditional medicines made from plants are used to treat acute and
chronic diseases, in rural and urban areas. Interest in traditional therapy is not new, but it has
increased in recent years as a result of advances introduced particularly thanks to new strategies
including displines news such as the ethonopharmacologie the screenings and biological robotic
access the bibliographic databases, and the renewed interest in renewable resources and traditional
medicine.

In this work, our interest was focused on the isolation of secondary metabolites in the search for new
molecules which can be organic active.

Regarding the choice of species studied, our primary endpoint was endemism and the fact that
Algeriaisone of the most strategic and most privileged in terms of flora and knowledge of traditional
medicine. So we selected two species:

- Achilléa ligustica, a species widely used in our mountai nous regions on the wounds open wounds
and stomach pains and

- Ranunculus cortusifolius, an endemic speciesin the Canary Islands, Maderes and the Azoresis used
in traditional medicine in these regions

After extraction of parts of these two species followed by separation and purification, thiswork led to
the acquisition in its purest form of 22 compounds which 19 were identified by a combination of
spectroscopic data including: RMN1H, RMN13C and sequences two-dimensional (COZY (1H-1H),
HSQC, and HMBC ROESY), RX diffraction and mass spectrometry HRIE + and HRFAB +, these
compounds are;

* (E) -ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadienoate

* 4 a(2H)-Naphta énol,1,2,3,5,6,8a hexahydro-7-methyl-4-methyl éne-1-(1-methylethyl) (1a, 4a



a,8aa)

* 10-Oxo-isodauc-3-éne-15al * Bornéole * Tridecan-1-ol

* 3-dtostérol * Filifolide A * 5, 7dihydroxy 4, 6.3-trimethoxyl flavone
* A lactone sesquiterpénique news to which we have given the name Algerianolide.
* 4'- - diméthoxyacétophénone

* Glycéryl-1-tétracosanoate * 3-Oxo- a- ionone  * Anémonine

* 1.2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol * -dtostérol * 7-dihydroérgostérol
* 22-dihydropéroxyl of ergosterol * (S) (+) y- hydroxymethyl- y- butyrolactone

* 2 - (3, 5-dihydroxyphényl) -1-O- B-glucopyranosylethane

This work is the subject of a publication in the journal Biochemical systemtics and Ecology.
Those on Ranunclus cortusifolius be displayed soon.



IV-1-1: Elucidation structurale du composé Asfz 22: 1

Le spectre RMN 3C (spectre n° IV-1-1-1) et les séquences DEPT 135et 90 montre 12
atomes de carbone dont 3 atomes de carbone quaternaires (hybridés sp?) parmi lequel 1C=0 &
0=171,3 ppm caractéristique d'un éster

*1 carbone quaternaire éhylénique a 6= 131,7 ppm
*1 carbone quaternaire 6= 127,7 ppm
*1 CH éthylénique a 6= 127,4 ppm
*1 CH éthylénique & 6= 122,2 ppm
*1 CH, oxygéné 5=60,3 ppm
*1 CH, a6=37,3 ppm
*1 CHs ad6=27,0 ppm
*1 CHs. 26=25,4 ppm
*1 CH; adé= 23,7 ppm
*1 CHz aé=17,4 ppm
| @)
/N = OCH, CHs
H

SpectreV-1.1: Spectre RMNC13 (70MHz, CDI3; 6ppm) du composé 1



La combinaison de I'ensemble de ces observations méne alaformule brute Ci2 Hzo O2.Vu que cette
molécule doit contenir une fonction et uniquement un autre carbone oxygéné. Cette moléculedoit en
conséquence comporter 3 insaturations. D'apres les données du spectres RMN *3C,ilapparait
clairement que les trois insaturations sont engagées a savoir: le carbonyle de I'ester et deux doubles
liaisons. Par conséquent, il Sagit d'une molécule linéaire.

La combinaison des données des spectres COSY 'H-'H (spectre n° IV-1-1-1), RMN *H
(spectre n°lV-1-1-2) et HSQC (spectre n° IV-1-1-3) montrent que les deux CH ethyléniques ne
couplent pas entre eux, ce qui suppose que les deux doubles liaisons sont délimitées par un
groupement CH et un carbone quaternaire.

Par ailleurs, les protons du groupement CH2 oxygénés résonent sous forme d'un quadruplet
(8H=4,07ppm ; J= 7,1Hz) ce qui suppose sajonction & un groupement CHs.

En effet, le triplet 45 = 1,96ppm (J =7,1 Hz) confirme cette hypothése et oriente vers un ester
ethylénique.

Spectren® IV-1-1-1: Spectres COSY 'H-'H du composé 1



/ = OCH, CH

Spectre n°lV-1-1-2: RMN *H (400MHZ, CDCI3, dppm) du composé 1

Spectren® 1V-1-1-3 : Spectre HSQC du compose 1



Sur le spectre HMBC (spectre n° 1V-1-1-4) Le carbone du carbonyle corréle avec les protons du
CH2

Résonant sous forme d'un singulet & 6 =2,99 ppm (6c= 37,4 ppm ) prévoyant leur jonction, les
protons de ce groupement CH2, ainsi que les protons du méthyle résonant sous forme d'un singulet
a 6= 1,71 ppm (6c =23,7 ppm) correlent avec le CH et le carbone quaternaire ethylénique a 6
=127,4 ppm (6H =5,26 ppm ; J =7,0 Hz) et 127,7 ppm permettant I'enchanemet

9
—HC //K/\O- CHy- CH3

Le proton de ce groupement CH ethylénique ains que le proton de l'autre CH ethylénique
(6c =122,2 ppm) , (6H =5,02 ppm, t ; J =7,0 Hz) corrélent avec le carbone du groupement CH, a

6c=27,0 ppm, (6H= 2,65 ppm,t; J=7,0 Hz).

Signalons que ce groupement CH. est placé entre les deux doubles liaisons. En conségquence les
deux groupements méthyles restants résonant sous forme de singulet &4 6H = 1,56 ppm (dc= 17,4

ppm ) et

dH =1,62 ppm (6c= 25,4 ppm ) peuvent étre placés sur le carbone quaternaire éthylénique a ,
dc= 131,7ppm,ceci est en accord avec les corrélations observées sur le spectre HMBC entre les
protons de ces deux méthyles et ce carbone ce qui ménent ala structure :

| 0
/N = OCH, CH

H

Ces données sont conformes a celles de lalittérature [1].

Les donnée spectrales de ce compose sont données dans les tableaux 1V 1-1-a et 1V-1-1-b.

Tableau IV 1-1-a : Réaultatsdela RMN*H du composé As f3,2,2.

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimique J(H2)

5,31 1H t(7,2) H- 4
5,07 1H t(7,2) H-6
4,14 2H q(7,08) O- CH.- CHj3
3,04 2H S H-2
2,71 2H t(7,1) H-5
1,76 3H S CH3-3
1,67 3H S CH;-7
1,61 3H S CH;—7
1,25 3H t(7,1) O- CH,— CH;s




Tableau 1V-1-1-b: Résultats RMN*C du composé As f3, 2.2.

Carbone 6 (ppm) DEPT 90 DEPT 135
1 171,3 - C
7 131,7 - c
3 127,7 - C
4 127,4 CH CH
6 122,2 CH CH
O- (CH,)-CHj 60,3 - CH,
2 374 - CH,
5 27,0 - CH,
CHs -7 254 - CHs
CHs-3 23,7 - CHs
CHs -7 17,4 - CHs
O- CH,— (CHa3) 13,9 - CHs




Spectren® 1V-1-1-4: Spectre HMBC du composé 1
IV-1-2:Elucidation structurale du composé Bg:2

Les spectres RMN™C et DEPT 135 (spectre n°lV-1-2-1) de ce composé montrent la présence
de 15 atomes de carbones, ces données combinées a celles des spectres RMN'H (spectre n°lV-1-2-2
), de I'expérience HSQC (spectre n°lV-1-2-3 ) et de I'expéience HMBC (spectre n°lV-1-2-4)
permettent la répartition suivante:

-Deux carbones éthyléniques quaternaires a 6= 154,3 ppm et 6= 133,7 ppm.
-Un CH éthylénique &46=121,8 ppm.

-Un CH, éthylénique & 6= 105,9 ppm dont la valeur du déplacement chimique indique qu'il sagit
de ladouble liaison éxocyclique.

Dans la zone des carbones hybridés sp® on dénombre:
-Un carbone quaternaire oxygené a 6= 73,0 ppm.
-TroisCH a6=49,5 ; 48,3 ppm et 26,9 ppm.
-Quatre CH; a 4= 33,1 ppm ; 29,8 ppm ; 27,0 ppm et 25,5 ppm.
-TroisCH;a6=23,7 ; 21,7 et 15,2 ppm

Un décompte de I'ensemble de ces noyaux mene ala formule brute partielle Cys Haz O.



Spectres n °1V-1-2-1 : SpectresRM N'*C et DEPT 135 du compose 2



Dans cette gructure, il n' y aqu'un seul atome de carbone oxygéné, vu la valeur de son déplacement
chimiqueil ne peut étre qu'hydroxylé, ce qui mene alaformule brute finale: Cys Ho4 O soit

une molécule a 4 insaturations.

Jusgu'a présent le nombre d'insaturations engagées est de 2 a savoir deux doubles liaisons dont une
éxocycligue. Cette observation méne au fait que cette molécule renferme un bicycle.

Sur le spectre COSY'H- H' (spectre n°1V-1-2-5), il apparait clairement que les protons des deux
méthyles résonant sous forme de doublet chacun aé= 0,78 ppm,(J=6,9Hz) 3c=15,2 ppm et 6= 0,90
ppm (J=7,0Hz), 6c=21,7 ppm;corrélent avec le proton apparaissant sous forme d'un multiplet a
6=1,98 ppm (6c=26,9ppm) formant ainsi un groupement isopropyle.

Sur le méme spectre, ce dernier proton montre une corrélation avec le proton apparaissant sous
forme d'un multiplet & 6=1,29 ppm (6c= 49,5 ppm) ceci est confirmé par le spectre HMBC qui
montre en effet des corrélations nettes entre I'atome de carbone de ce groupement et les protons des
deux méthyles de I'isopropyle.

Par ailleurs, et toujours sur le méme spectre ce dernier proton (64 =1,29 ppm) montre une
corrélation avec le proton apparaissant sous forme de doublet (J=8,3Hz; 3,5Hz) & 6=1,81 ppm
(6c=48,3 ppm), menant ains a l'enchainement:

|
/C\_H
G

<

s,

CHS CHj

Toujours sur le spectre COSY *H- H* ce dernier proton (6= 1,81ppm) montre une corrélation avec le
proton éthylénique lequel montre une corrdation a longue distance avec les protons du méthyle &
0=1,72 ppm (6c=23,7 ppm), prévoyant ains la position de ce groupement méthyle sur le carbone
quaternaire éthylénique a (6c=133,7 ppm). Cette derniere donnée est confirmée du spectre HMBC
qui montre des corrélations nettes entre le carbone du CH éthylénique (6c=121,8 ppm) et le carbone
quaternaire éhylénique (8c=133,7 ppm) et les protons du groupement méthyle.



1
13 \ 12
CH 3 CHS

Spectre n°lV-1-2-2: Spectre RMN'H (400MHz, CDCls,, & ppm) du composé 2



Spectre n °IV-1-2-5 : Spectre COSY *H-'H (400MHz, CDCI 3; § ppm) du composé 2

Par ailleurs le spectre HMBC montre des corrélations entre ce proton & 6=1,81 ppm et le carbone
quaternaire oxygéne a 6=73,0 ppm.Cette observation suppose une jonction entre ces deux noyaux
qui ne peuvent étre que les deux tétes de pont du bicycle.

Un réexamen du spectre HMBC et particuliérement les carbones formant la double liaison
intracyclique permettent d'observer une corréation entre ces deux atomes de carbones et les protons
du groupement CH, résonnant sous forme de multiplets recouvert par d'autres signaux a 6=2,11
ppm et 6=2,00ppm (6c=27,0 ppm) signifiant le voisinage de ce groupement et du carbone
quaternaire éhylénique porteur du méthyle.

Par ailleurs, le carbone quaternaire de cette double liaison montre clairement en plus de ces
corrélations, une corrélation avec les protons du groupement CH, résonnant sous forme de
multiplets & 6= 1,96 ppm et 6=1,44 ppm (6c=29,8 ppm) signifiant la jonction de ces deux
groupements CH,. Les protons de ce dernier groupement CH, montrent des corréations nettes avec
le carbone quaternaire oxygené notamment Hydroxylé vu la présence d'un hydroxyle dans cette
molécule, signifiant lafermeture du premier cycle du bicycle

OH
Ha,,
CH3 e
H | H
H
CHy™ “CHjs

Toujours sur le spectre HMBC, le carbone quaternaire hydroxylé, montre des corrélations avec les
protons de la double liaison éxocyclique permettant de la placer sur le carbone en o du groupement
OH. Il ne reste plus a placer que deux groupements CH, restants. Comme on sattend a un autre
cycle, il suffit de les placer entre le carbone quaternaire de la double liaison éxocyclique et le
carbone porteur du groupement isopropyle. Ceci et vérifié par les corrélations observées entre le
carbone du groupement CH, a 6c=33,1ppm (84 =2,40 ppm, dt J=13,6; 3,2 et 34=2,00 ppm , m) et
les deux protons de la double liaison éxocycliqueet les corrélations observées sur le spectre
COSY 'H-H entre les protons de ce groupement CH, et ceux du groupement CH, résonant I'un sous
forme d'un multiplet &6=1,67 ppm et 'autre sous forme d'un.

quadruplet de doubletsa 8=1,07 ppm (J=12,8Hz ; 3,8Hz), 6c=25,5 ppm.L 'ensemble de ces données



CHs 4 ° 6[~H

11C—H
13 \ 12
CHg} CH3

méne alaformule plane reportée sur le schéma IV-1-2-1
SchémalV-1-2-1

La stéréochimie de C-1peut étre déduite de la valeur de la constante de couplage (13,6H2) relevée

dans le signal de H-2 axial. Cette valeur signifie une interaction du type axiale-axide entre H-2 et
H-1d'ou une orientation axiale ou  de H-1.

Cette orientation  est appuyée par la vaeur de la constante de couplage (8,3Hz) entre ce proton et
le proton H-8a, qui en conséquence doit avoir une orientation a.

Ces données sont en parfaite conformité avec celle du composé:

4a(2H)-Naphtalénol,1,2,3,5,6,8a hexahydro- 7-méthyl-4-méthyl éne-1-(1-méthyl éthyl ) -
(1a,4a0,8a0)dans lequel |le groupement OH admet une orientation a. [2].



Spectre n°1V-1-2-4-a: Spectre HMBC du composé 2

Spectre n°1V-1-2-4-b : Spectre HMBC du composé 2



IV-1-3: Elucidation structurale du composé Ezz21: 3

Le spectre de masse sous impact électronique et a haute résolution (spectre n° 1V-1-3-1) montre un
pic moléculaire de masse exacte 234,1629 (33.72%) correspondant & une formule brute Cis Ha, O,
(calculée 234.1620) soit une molécule a5 insaturations.

La combinaison des données des spectres RMN *3C (spectre n° 1V-1-3-2) RMN H (spectre n°IV-1-
3-3),HSQC (spectre n° IV-1-3-4) et HMBC (spectre n° IV-1-3-5) permet de répartir lesl5 atomes
de carbone sousforme de:

Une fonction cétone non conjuguée a 6= 212,3 ppm.

-Un groupement aldéhyde a 64=9,35ppm singulet, (6c=192,7 ppm).

-Quatre CH, sp® non oxygénés.

-Un CH éhylénique a 64=6,63 ppm résonant sous forme d'un doublet (J=5,4 Hz), (6C=158,6 ppm).

-3 CH sp® non oxygénés dont un formant un groupement isopropyle avec deux des trois méthyles
observés sur le spectre proton, résonant sous forme d'un doublet d'intégration 6H &6=0,94 ppm.

-Un carbone quaternaire a 6=59,6 ppm.

Spectre n° 1V-1-3-2 : Spectre RMN *C  (150MHz, CDCl3; 5ppm) du composé 3



En tenant compte du nombre d'insaturations engagées (3), il apparait clairement que ce composé
renferme un daucéne bicyclique.

Le proton éthylénique corrde sur le spectre HMBC, avec le carbone aldéhydique, le carbone
quaternaire éhylénique corréele avec le proton aldéhydique. Ces deux observations sont en faveur de
I'enchainement reporté dans le schémalV-1-3-1

Sc—=—c 7 o
H/ C//
N
H
SchémalV-1-3-1

Spectre n°lV-1-3-3 : Spectre RMN *H (400M Hz, CDCI 3; & ppm) du composé 3



Spectre n° 1V-1-3-5: spectre HMBC (400MHz, CDCI 3; sppm) du composé 3

La position du proton éthylénique en position p du CO et non pas en a est appuyee par la
corrélation unique sur le spectre COSY*H-"H (spectre n° 1V-1-3-5) entre ce proton éthylénique et
le proton du groupement CH sp® résonant sous forme d'un multiplet partiellement recouvert par
d'autre signaux aop=2,52 ppm (8c=53,2 ppm).

Le carbone de ce groupement CH corréle sur le spectre HMBC avec les protons du CHj tertiaire a
0=1,25 ppm (8c=25,0 ppm) signifiant que le carbone de ce CH et le carbone porteur de ce
groupement CH3 délimitent la jonction des deux cycles de ce bicycle et que cette jonction ne
comporte qu'une liaison délimitée par le carbone quaternaire &5=59,6 ppm et le CH a6:=53,2 ppm.
Ceci est appuyé par par la corrélation sur le spectre COSY *H-'H du proton de ce CH et le proton du
CH dont le signa apparait recouvert par d'autres signaux a 6=1,84 ppm (6c=55,4 ppm). Cette
attribution est vérifiée par la corrélation observée entre ce carbone et |e proton éthylénique.

Toujours sur le spectre HMBC, ce carbone (3c=55,4 ppm) montre une corrélation nette avec les
protons des deux méthyles formant un groupement isopropyle précédemment signalés. La présence
de ce groupement isopropyle est amplement confirmée par le spectre SMIE qui admet comme pic
de base le signal m/z= 191Da correspondant & M-43. Les protons de ces deux groupements
methyles précédemment signalés a6 =0,94 ppm (J=6,6Hz) correspondant sur le spectre HSQC aux
atomes de carbone a6 =19,4 et 21,9 ppm.



Le fait que ces deux carbones soient différents signifie que ces 2 groupements CHs sont
diastéréotopiques et que I'équivaence magnétique de leurs protons n'est que fortuite.

L'ensembl e de toutes ces données permet d'écrire I'enchainement reporté sur le schéma lV-1-3-2

CHy.
R’/ )
C\/C\/|C\C:C/ 0
cH HH | \c</
CH3 \C|_|3 Y
SchémalV-1-3-2

Sur le spectre HMBC, le carbone du groupement CH éthylénique montre des corrélations avec les
protons du groupement CH, apparaissant sous forme de multiplet &6=2,53 et 2,73 ppm (6c=19,7
ppm), par contre le carbone quaternaire éthylénique montre des corréations avec les protons de ce
groupement CH, et ceux du CH, apparaissant également sous forme de multiplets & 6=2,76 et 2.
(6c=38,9 ppm). L'ensemble de ces protons montre des corréations sur ce méme spectre avec le
carbone de la fonction cé&one, lequel corréle avec les protons du méthyle & 6=1,32 ppm permettant
aing |'éablissement d'un cycle a7 chainons.

Spectre n° 1V-1-3-4:Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; 5ppm) du composé 3



Spectre n° 1V-1-3-5: Spectre COSY *H-'H (400MHz, CDCI 3; ppm) du composé 3

La locdisation des atomes de carbone des deux groupements CH; de l'isopropyle permet de
localiser le proton du CH de ce groupement & 6=1,66 ppm (6c=32,3 ppm), gréce a sa corrélation
avec les atomes de carbone de ces deux méthyles. Ce proton montre une corrélation avec le carbone
du groupement CH, & 6c=26,28 (64 =1,80 et 1,36 ppm) que I'on peut par consequent placer en 3 par
rapport au carbone porteur de ce proton..

Sur le spectre COSYH-'H les protons de ce CH; corrélent avec ceux du CH, apparaissant sous
forme de multiplets 45=2,20 et 1,40 ppm (3c=35,1 ppm).

Le carbone de ce groupement CH, montre une corrélation nette avec les protons du CHz a 6=1.32
ppm signifiant la fermeture de ce cycle sur le carbone porteur de ce méthyle,soit la formation d'un
cycle a5 chainons d'ou la structure plane reporté sur le schémalV-1-3-3

o
o |

C

H o

CHH g ™~
™ H
CHs CUHs

Schéma:lV-1-3-3



L'analyse de nos résultats spectroscopiques et en particulier les déplacements chimiques sont en
parfait accord avec la structure: 2 -oxoisodauc-5-en-12-al [4, 5] reporté dans le schéma [V-1-3-4

Schéma:lV-1-3-4

IV-1-4 : Elucidation structurale du composé Eszza2 (Fs1) : 4

L'éude combinée des spectres RMN'H (spectre n°lV-1-3 -1), RMN*C (spectre n°IV-1-3-2)
,HSQC (spectre n°lV-1-3 -3), montre la présence de 10 atomes de carbone que nous pouvons
répartir comme suit:

*3CHj tertiaires (singulets) a 64=0,87 ppm (3¢ =13,3 ppm) ; 64=0,88 ppm (¢ =18,6 ppm) ;
01=0,89 ppm (6¢c =20,2 ppm).

*3CH, non oxygénés:

-Le premier gpparait &5,=1,90 ppm multiplet et 1,28 ppm, multiplet couvert par le signal d'un
autre proton (6¢ =25,9 ppm).

-Le second apparait a 6=1,75 ppm multiplet et 1,28 ppm recouvert par le signal d'un des
protons du CH précédent (6c =28,3 ppm).

-Letroisiéme apparait sous forme de multiplets 0,96 ppm, et 2,29 ppm, (6c=39,0 ppm).
*2CH.
-Le premier non oxygéné donne un signal a64=1,65 ppm (t, J=8,6Hz) 5c=45,1ppm.

-Le deuxiéme oxygéné d'aprés les vaeurs des déplacements chimiques, donne un signal sous
forme d'un doublet large a 6=4,03 ppm (J=10Hz).
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Spectre n°lV-1-3 -1: Spectre RMN *H (400 MHz, CDCI3; 8ppm) du composé 4

Le carbone porteur de ce proton recouvert par les signaux du CDCI3 est aisément détecté a 6=77,2
ppm gréce au spectre de I'expérience HMBC .

Un recours au spectre de I'expérience HMBC (spectre n°lV-1-3-4) permet la localisation de deux
carbones quaternaires a 8=49,0 ppm et 48,0 ppm gréce a leur corrélation avec les protons de
certains groupements hydrocarbonés précédemment signalés.

Un décompte des noyaux des groupements ains observés, méne a la formule brute partiele
C]_O H17 O

Les valeurs des déplacements chimiques de I'ensemble des carbones et le fait qu'un seul soit
oxygéné et hybridé sp3 impose la présence d'un hydroxyle dans cette molécule. Ceci méne a la
formule brute totale Cyo Hig O soit une molécule a deux insaturations.

D'apres notre étude précédente cette molécule ne renferme aucune double liaison, ce qui oriente
vers un bicycle.

L'examen du spectre COSY *H-'H (spectre n°lV-1-3- 5) montre des corrédations entre le proton du
CH oxygéné et ceux du CH; ad4=2,29 et 0,96 ppm lesquels corréent avec le proton du groupement
CH a6=1,65 ppm. Ce proton correle & son tour avec les protons du groupement CH, a 6=1,28 et
1,75 ppm.

Ces derniers noyaux corréent avec ceux du groupement CH, a6=1,90 ppm et 1,28 ppm.



L'ensembl e de ces données méne a l'enchai nement:
Cl)H
CH—CH,—CH—CHy,—CH,—C—

/ |

C

Spectre n°lV-1-3 -2: Spectre COSY 'H-"H (400MHz, CDCI 3; & ppm) du composé 3

Un retour vers le spectre HMBC permet de confirmer cet enchainement et montre en particulier une
corrélation entre le carbone du CH oxygéné et les protons du CH, a6=1,90 et 1,28 ppm, suggérant
ains la jonction de ce CH et un des deux carbones quaternaires. Le carbone de ce CH oxygéné
corréle également avec les protons du méthyle & 6=0,87 ppm,ce qui suppose la subgtitution du
carbone quaternaire voisin de ce groupement par ce groupement méthyle.

Ce carbone quaternaire ne peut étre lié quau deuxiéme carbone quaternaire lequel est
obligatoirement porteur des deux méthyle restants et est relié au carbone du groupement CH a
0=45,1ppm (dx= 1,65 ppm )

Ceci e dalleurs véifié par la corrélation entre le proton de ce groupement et le carbone
quaternaire &6=49,0 ppm.Ces données menent a la structure plane reportée dans le schéma IV-1-3-
1

8 CH;

4
SchémalV-1-3-1



Nos données spectroscopiques reportés dans le tableau 1V-1-3-1 sont en parfait accord avec celles
de la littérature correspondant au bornéol [3] dont la structure est reportée dansle schéma  1V-1-3-

1.

D'apres la valeur des constantes de couplage relevées dans le signal de H-2 (dl, J =10,0 Hz), il
apparait clarement que H-2 admet une orientation axiale, en consequence, le groupement OH
admet une orientation équatoriale. Cette molécule est commune pour le genre Achillea.

Spectre n°lV-1-3-2 : Spectre RMN*3C (100MHz, CDCI 3; § ppm) du composé 4



Spectre n°1V-1-3 -3-a: Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; dppm) du compose 4

Spectre n°1V-1-3 -3-b : Spectre HSQC (400MHz, CDCI 3; ppm) du compose 4



Spectre n°1V-1-3 -4 : Spectre HMBC (400MHz, CDCI 3; ppm) du composé 4

Spectre n°1V-1-3 -5:gpectre COSY (400MHz, CDCI 3; ppm) du composé 4



Tableau 1V-1-3-a: Données de la RMN'H (400 MHz, CDCI3,8 ppm).

6 (ppm) Intégration Multiplicitél (Hz) Attribution
4.03 1H dl (10,0) H-2
2.29 1H m H-3
1.90 1H m H-¢
1.75 1H m H-5
1.65 1H tl (8,6) H-4
1.28 1H m H-¢
1.28 1H m H-5
0.96 1H m H-3
0.89 3H s CHs.o
0.88 3H s CHs.10
0.87 3H s CHss
Tableau IV-1-3-b: Données de laRMN*3C (100 MHz, CDClI3, 5 ppm).
3 (ppm) 133 | 186 | 202 | 259 283 | 390 | 451 | 480 | 490 771
C C-s Co | Cuo Cs C-s Cs | C4 | Cy C C-2




IV-1-5:Elucidation structurale du compose E47:5

L'examen du spectre RMN *H (spectre n° IV-1-5-1) montre un signal d'intégration 2H sous forme
d'un triplet & 6=3,64 ppm prévoyant un enchainement O—CH,—CH_—, voisin d'un autre CH; justifié
par la présence d'un multiplet d'intégration 2H 46=1,57 ppm, ce spectre montre également un signal
intense d'intégration 54H, prévoyant un enchainement de 27 unités CH..

Ce spectre montre par ailleurs un triplet d'intégration 3H & 6=0,88 ppm, attribuable au CH; d'une
chaine linéaire que I'on peut représenter sous la forme —-O-CH,— CH,— ( CHy) 26 — CH,—-CHa, et un
singulet qui disparait apres addition de D0 attribuable par conséquent a un groupement hydroxyle
d'ou lastructure:

CH3—CHx—(CH3)26-CH,—CH,—OH soit le tridecan-1-ol ou triacontanol [6]. Ce résultat est
confirmé par le spectre RMN **C qui montre en particulier la présence d'un CH, oxygéné & 5=63,03
ppm,un groupement CH3 a6=22,67 ppm, 3 CH, a6=32,80 ; 31,91 e 25,72 ppm et un ensemble
de CH; centré a 29,68 ppm.

CH3—CH2—(CH 2)26—CH2—CH ~OH

Spectre n°lV-1-5 -1 : Spectre RMN'H (400MHZ, CDCI 3; ppm) du composé 5



L'examen du spectre de masse sous impact éectronique (spectre 1V-1-5-2) confirme ce résultat,
notamment la présence de la chaine linéaire par les signaux & m/z=420 Da correspondant & [M-

Hao] ™,
*m/z=392 correspondant 4[420-CH,= CHj] ©
*m/z=364 correspondant a[392 - CH,= CHj] *;

m/z=336correspondant a[364- CH,= CH,]", et.....

Ceci en matiere de réarrangement de I'ion obtenu apres perte de H,O.

Les ruptures de cet ion ont mené aux ionsam/z=55; 69 ; 83; 97 ; 111; 125; 139 ; 153 ; 167 ; 181;
195, comme attendu pour ce type de produlit..

CH3s-CH z—(CH 2)26—CH ~CH>-OH

Spectre n°1V-1-5 -2 : Spectre SMIE du composé 5



IV-1-6:Elucidation structurale du composé F4.7:6

Le spectre de masse SMIE du composé 6 donne une masse de I'ion moléculaire am/z=414 (78,31%)
corregpondant & la formule brute CxgHsoO, soit un composé a cing insaturations. Ces données nous
ont incité a réaliser le test de LIEBERMANN & BURCHARD relatif & la mise en évidence des
stérols et des triterpénes. En effet, aprés addition de CHCI; et d'une méme quantité d'anhydride
acétique a quelques milligrammes de ce produit, une bonne agitation et addition de quelques gouttes
d'acide sulfurique concentré, le mélange au début incolore a viré brutalement au vert attestant la
présence d'un stérol.

Ce spectre montre également la présence d'un ion & m/'z=396 (30,12%) correspondant au départ par
réarrangement d'une molécule d'eau confirmant la présence d'un groupement hydroxyle dans la
molécule. Cet ion se fragmente a son tour pour donner un pic a m/z=381 (21,69 %) correspondant
au départ d'un radical méthyle, ce qui est largement attendu pour les stérols.

La structure stérol est appuyée par le signal & m/'z=273 (26,51%) correspondant a la perte de la
chaine latérale (C1oH>;) par I'ion moléculaire connue pour les stérols.

Cette rupture est suivie par la perte d'une molécule d'eau, confirmant la présence de la fonction
alcool sur la partie polycyclique.

Les valeurs des ions caractéristiques des fragmentations de ce stérol sont résumées dans le tableau
IV-1-6-1.



Spectre n° 1V-1-6-1: Spectre SMIE du composé 6

Tableau 1V-1-6-a: Données du SMIE du composé 6

[M-CyoHot]' [ [M-18-15]° [M-18]" IM-15]" | [M]” | Fragment
273 381 396 399 414 m'z
26,51 21,69 30,12 27,71 78,31 |  Int.Rel.(%)

L'examen du spectre RMN *H de ce produit (spectre n° 1V-1-6-2) enregistré dans CDCl; montre:

*Un doublet large & 6=5,35 ppm d'intégration 1H correspondant au proton éthylénique connu avec

la numérotation H-6.

*Un multiplet d'intégration 1H a 6=3,53 ppm correspondant & un proton sur un carbone oxygéne,
notamment le H-3 d'un stérol.

*Un singulet a6=0,68 ppm d'intégration 3H attribuable au méthyle 18.

*Deux doublets et un triplet superposés d'intégration 9H centrés a 6=0,86 ppm correspondant a
deux méthyles isopropyliques qui sont diastéréotopiques et par conséquent magnétiqguement non
équivalents et au méthyle du groupement éthyle respectivement.

Le tableau IV-1-6-2, rassemble les données de laRMN *H de ce COMpPOSE.

Tableau 1V-1-6-2: données RMN 'H du composé 6

Déplacement chimique 3(ppm) | Intégration | Multiplicité)( Hz) Attribution

5,35 1H s large H-6

353 1H m H-3

2,25 2H d (6,5) H-4

0,68 3H s CHs-18
0,82 3H d (6,8) CHs-27
0,85 3H d (7,0 CHs-26
0,86 3H t (7,0) CH3-29
0,94 3H d(7,0) CHs-21
1,01 3H S CHs-19




Spectre n° 1V-1-6-2:Spectre RMN *H (300M Hz, CDCL3; ppm) du composé 6

Le spectre RMN °C et les séquences DEPT 135 et 90 (spectre n°lV-1-6-3) confirment la présence
de la double liaison trisubstituée par les signaux a 6= 140,8 ppm, relatif & un carbone éthylénique
quaternaire (C-5) et a 6= 121,7 ppm relatif & un CH oxygéné a 6= 71,7 ppm relatif au carbone
portant la fonction alcool (C-3). Les vaeurs des déplacements chimiques sont caractéristiques des
positions attribuées.



Spectre n° 1V-1-6-3: Spectre RMN *3C (50M Hz, CDCl3,5 ppm) du compose 6

L'ensemble de ces données comparé aux résultats de lalittérature [7] ainsi que la co-
chromatographie avec un échantillon authentiqgue mene au 3-Sitostérol, d’ou la structure reportée
dansle schéma|V-1-6-1

28 929

B-Sitostérol

SchémalV-1-6-1



Il faut signaler que cet échantillon est contamine par du stigmastérol reconnaissable par les signaux
sous forme de doublets de doublets 6 = 5,15 (J=15,1 ; 8,4Hz) et a3 = 5,01 (J=15,1 ; 8,4Hz)
correspondant aux protons de ladouble liaison trans C-22 - C-23

IV-1-7: Elucidation structurale du composé Fyy.a: 7

Le spectre de masse a haute résolution (spectre n°lV-1-7-1), donne une masse exacte pour le pic
moléculaire a m/z=166,0999(14,46%) correspondant a la formule brute CioH140,
(calculée=166,0994) soit un compose a4 insaturations.

Spectren°lV-1-7-1: Spectre SMHR du composé 7

L'examen du spectre RMNC (spectre n°IV-1-7-2), montre la présence de dix signaux confirmant
les données de la masse a haute résolution. Ces signaux peuvent étre répartis comme sulit:

-3 carbones quater naires dont:
-Un CO caractéristique d'uney - lactone a,  saturée &6=177,1ppm.
-Un éthylénique a46=134,5 ppm.

-Un carbone hybridé sp® non oxygéné &6=35,2 ppm.



-3 groupements CH dont:
*Un éthylénique a 6=133,0 ppm.

*Un CH hybridé sp® oxygéné 4 5=78,3 ppm, la valeur de son déplacement chimique indique qu'il
correspond au point de fermeture de la lactone.

*Un CH hybridé sp® non oxygéné & 6=48,8 ppm.
-Un groupement CH>
a6=33,7ppm.
03 groupements méthyles

a6=28,2; 274 et 21,1 ppm

V4

Spectre n°lV-1-7-2: Spectre RMN*3C (100MHz, CDCI 5, 5ppm) du composé 7

En matiére d'insaturations et jusqu'a présent, ce composeé renferme une double liaison délimitée par
un CH et un carbone quaternaire et un carbonyle de lactone ce qui méne a trois insaturations.
Comme cette molécule doit en contenir quatre, cela suppose la présence d'un cycle supplémentaire
dans cette molécule.

La combinaison des données des spectres RMN*3C (spectre n°lV-1-7-1), HSQC spectre n°lV-1-7-
2), RMN'H spectre n°lV-1-7-3) et spectre COSY 'H-'H (spectre n°IV-1-7-4), montre:



-Une corrélation longue sur le spectre COSY *H-'H entre le proton éthylénique et les protons du
CHs & 6=1,79 ppm (d, J=1,5Hz), 6C=21,1ppm, signifiant la substitution du carbone quaternaire
éthylénique par ce méthyle, ceci est appuyeé par la valeur du déplacement chimique des protons de
ce méthyle. Ce proton éthylénique montre également un couplage longue distance avec le proton du
groupement CH de fermeture de la lactone, ce qui suppose la jonction du carbone porteur de ce
noyau au carbone quaternaire éthylénique.

Par ailleurs, le proton de ce groupement CH corréle sur le spectre COSY avec le proton du
groupement CH, a8=2,39 ppm (m) et 6= 2,18 ppm (dI; J=10,6 Hz) suppose leur enchainement.

EN

Spectre n°1V-1-7-4 : Spectre COSY *H-'H (400MHz, CDCI 3, 5ppm) du composé 7

Sur le spectre HMBC les deux protons de ce CH, corrélent avec le carbone a 6c =48,8 ppm, lequel
correle également avec le proton de fermeture de lalactone.

Ce carbone montre également des corréations avec les protons des méthyles a 6=1,13 ppm
(6c=28,2 ppm) et 1,12 ppm (3c=27,4 ppm), lesquels corrdent avec le carbone quaternaire a 6=35,2
ppm, ceci d'une part, d'autre part, ce carbone montre une corrélaion avec le proton éthylénique,
orientant ains vers la présence d'un carbone quaternaire diméthyles entre ce groupement CH et le
CH éthylénique,et par conséguent la fermeture du cycle attendu. Ainsi la jonction lactone serait une
6 lactone dont le C=0 et directement relié a ce groupement CH. L'ensemble de ces données méne a
la structure plane reportée dans le schéma [V-1-7-1



V
O

SchémalV -1-7-1

Un réexamen des valeurs des déplacements chimiques,des congtantes de couplages et leurs
comparaisons avec les résultats de la littérature] 8 Jtant vers la structure du filifolide A. Dont la
structure est donnée au schéma lV -1-7-2

Filifolide A

SchémalV -1-7-2

Tableau 1V-1-7-1 : Données RMN'H (400MHz, CDCl3, ppm)

Déplacement chimique é (ppm) Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
5,15 1H d(1.3) H-3
447 1H d(48) H-1
2,40 1H m H-5

H-7
2,39 2H di (10,6)
H-7
2,18 1H d (106) |,
1,79 3H s oo
113 3H s H-10
1,12 3H S

Tableau IV-1-7-2:Données de la RMN™C (100MHz, CDCI3, dppm)

Sopm) [ 21,1 | 274 | 282 | 337 | 352 | 488 | 782 | 1330 | 1345 1771

C C-8 C-9 C10 | C-7 C4 C-5 C-1 C-3 C-2 C-6




IV-1-8: Elucidation structurale du compose Fio, 1. ] 103-2: 8

Ce composé de couleur jaune a I'agél nu donne une fluorescence violette sous la lumiére de wood
(A=365nm) caractéristique d'une flavone ou d'une flavonol 3—-OR. Son spectre de masse sous impact
électronique a haute résolution montre une masse exacte a 344.0876 correspondant & une formule
brute CigH160; dont la masse calculée est de 344.0896, orientant vers une molécule a 11
insaturations, en accord avec une structure flavonique.

Par ailleurs, cette formule brute (CisH1607) indique la présence de trois groupements méthoxyles et
deux groupements hydroxyles sur le squelette flavonique. Le spectre SMIE (spectre n°lV-1-8-1) de
ce compose montre un pic moléculaire a 344 (100%) confirmant ces données et montre également
un ion m/z=329 Da confirmant la présence de groupement méthoxyles sur cette molécule.

Spectre n°1V-1-8-1 : gpectre SMIE du composé 8



Le spectre RMN *H de ce composé (spectre n°lV-1-8-2) montre un singulet dintégration 1H a
0=12,94 ppm, caracté&ristique d'un OH en C-5 d'un flavonoide. Un systéme AB d'intégration 2H
pour chague signd a 6=8,07 ppm et 6=7,02 ppm (J=8,5HZ) caractéristique d'un noyau
parasubstitué. Ces protons sont par conségquent attribuables a H-2' et H-6' et H-3' et H-5'
respectivement. Ce spectre montre également un signa d'intégration 1H & 6=6,55 ppm attribuable a
H-6 ou H-8 ou H-3.

Trois singulets d'intégration 3H chacun a6=4,05 ; 3,90 et $=3,86 ppm attribuables a 3 méhoxyles
confirmant ainsi les données de la spectrométrie de masse.

Spectre n°lV-1-8-2 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3, ppm) du composé 8

L'examen du spectre de I'expérience HMBC (spectre n°lV-1-8-3) optimisé & une congtante de
couplage de 8Hz montre une corrélation entre le proton de I'hydroxyle en C-5 et le carbone
quaternaire non oxygéné a

0=105,9 ppm permettant ains son attribution a C-10.
Ce proton corréle également avec deux autres atomes de carbones tous deux quaternaires oxygenés.

L'un & 6=129,7 ppm attribuable & C-6.Ce carbone corrédlant aux protons du méthoxyle a 6=4,05
ppm (3c=60,7 ppm) et par conséquent méthoxylé.

L'autre atome de carbone a 6=151,6 ppm est attribuable a C-5.

-L'attribution de C-6 permet d'attribuer le singulet & 6=6,6 ppm a H-8 gréce a la corrélation
observée entre ces deux noyaux menant ainsi a une structure de type flavonol 3-OR.



Toujours sur le méme spectre |'attribution de H-8 confirme celle de C-10 et permet de localiser C-9
et C-7 46=152,0 et 155,9 ppm respectivement.

Par ailleurs, les corréations observées entre H-3' et H-5',H-6' et H-2' permettent de localiser C-4' a
6=161,5 ppm .Ce noyau corrélant avec les protons du méthoxyles a 6=3,90ppm (6¢=55,2 ppm) et
par conséguent méthoxylé.

Ce spectre montre également une corrélation entre les protons du méthoxylé a 6=3,86 ppm (6¢=59,9
ppm), €t le carbone a 6=138,2 ppm attribuable a C-3.

La localisation de C-1' a 6=122,5 ppm est déduite de sa corréation avec les protons H-3'et H-5',
celle de C-2 (6c=158,9 ppm) est déduite de sa corrélation avec H-2' et H-6'.

Lesigna a6=179,0 ppm est attribuable a C-4 (carbonyle doublement conjugué C-4).

SpectreV-1-8-3: Spectre HMBC du composé 8



Spectre |V-1-8-4 : Spectre RMN *3C du composé 8

L'ensembl e de ces données méne a I'hydroxylation de C-7et la structure est reportée dans le schéma
IV-1-8-1

Cette molécule est connue sous le nom de santine [9] ou 5,7-dihydroxy 4', 6,3-triméhoxyflavone.

OCHs

SchémalV-1-8-1



Les données RMN *H et RMN *3C sont reportés dans les tableaux (1V-1-8-1), (1V-1-8-2)

respectivement

Tableau n° (1V-1-8-1) : données de la RMN *H du composé 8

Déplacement chimique &(ppm) Intégration Multiplicité (J Hz) attribution
12,94 1H S OH-5
8,07 2H d (8,5 H2) H-2', H-6'
7,02 2H d (8,5 H2) H-3, H-5'
6,55 1H S H-8
4,05 3H S 6-OCH3
3,90 3H s 4-OCHgs
3,86 3H s 3-OCH3
Tableau n° (1V-1-8-b): Données de laRMN **C du composé 8
Déplacement chimigue 3(ppm) Attribution HMBC (°C -H)

159,0 C-2 H-2', H-6'

138,2 C-3 OCHj3(C-3)

179,0 C-4

151,6 C-5 OH-5

129,7 C-6 OH-5, OCH3(C-6)

155,9 C-7

92,8 C-8

152,0 C9

105,9 C-10 OH-5

1225 C-1 H-3', H-5'

129,9 Cc-2

1138 C-3

161,5 C-4

1138 C-5

129,7 C-6'

59,9 OCHj3(C-3)

55,2 OCH3(C-4")

60,7 OCH5(C-6)




IV-1-9:Elucidation structurale du composé Jigzai : 9

Le compose 9 a été obtenu sous forme de cristaux. Son spectre HR-EI-M S (spectre n° 1V-1-9-1)
montre une masse exacte pour le pic moléculaire am/z 372,0988 (calc. 372,0976) et m/z 374,0932
(calc. 374,09 46). Ce spectre montre également les signaux a m/z 337,1299 [M-CI] " (calc.
337,1287), 319,1173 [M-CI-H,O] " (calc. 319,1182), 301,1062 [M-Cl-2H,0] " (cal. 301.1076),
296,0616 (cal. 296.0629) et 294,0669 (cal. 294,0659) [M-CH;CO,H-H,0]™, suggérant que ce
compose renferme deux groupements hydroxyles et un groupement acétate et confirmant la présence

de I’atome de Chlore. Son spectre RMN 'H (spectre n° 1V-1-9-2) montre deux signaux caractéristiques de
protons d’un groupement exomethylene formant un couplage allylique et conjugués avec le carbonyle d’une

lactone sesquiterpéniquea . 6,21 (d, J=35Hz, H-13a) et 5,41 (d, J= 3,2 Hz, H-13b). Dansle
spectre COSY *H-'H (spectre n° 1V-1-9-3), les corrélations de H-13a and H-13b ménent &
Iattributionde H-7a 3,54, qui, asontour méned H-6 a4 4,21 dont le signal apparait sous
forme d’un doublet de doublets (J = 11,0 ; 9,9 Hz). Sur le spectre HSQC (spectre n° 1V-1-9-4), ce
proton corréle avec le carbone a ¢ 81,3 ; indiquant une lactone sesquiterpénique fermée en C-6.
Les corrdations de H-6 dans le spectre COSY *H-'H permettent Iattributionde H-5a 3,13
résonant sous forme d’un doublet (J = 11,0 Hz). Lamultiplicité de H-5 est en faveur d’un C-4
tétrasubstitué. Un ré-examen du spectre RMN *H confirme la présence du groupement acétate en
montrant unsingulet de 3Ha 2,16 ( ¢ 21,3 tiré du spectre HSQC), ce spectre montre
également la présence de deux autres groupements méthyles. Un de ces deux méthyles ( ¢ 18,0,

.1,74) corréle avec H-5 dans le spectre relatif al’expérience HMBC (spectre n° 1V-1-9-5)
(Figure 1) ne peut étre que C-15; tandis que I’autre ( ¢ 23,5, . 1,51) ne peut par conségquent étre
que C-14. Dans le méme (HMBC), les protons de C-15 corrélent avec C-romateur en graphite. Les
intensités des taches réparties par plans de réseau réciproque ont été mesurées avec le programme
COLLECT (Bruker AXS BV ,1997-2004), puis indexées et traitées avec le programme Denzo SMN et enfin
mises a la méme échelle avec le programme HKL 2000 [10 ] (Otwinowski et Minor,1997). L'essentiel des
données cristallines, des conditions d'enregistrement et des paramétres d'affinement est rassemblé dans le
tableau IV-1-9-1. La structure cristalline a été résolue par les méthodes directes avec le progra5, avec
I’atome de carbone quaternairea ¢ 67,4 qui peut ére attribué & C-4 et avec I’atome de carbone du
CHa ¢ .. .3,62)permettant son attribution & C-3. Un retour vers le spectre COSY 'H-H,
particulierement, les corréations de H-7, menent al’attribution du multipleta | | 1et du doublet
large (J=15.6Hz) a  1,96aH-8 et H-8 _respectivement ( ¢ 31,9). Dansle méme spectre, ces
deux protons montrent des corrélations avec le proton correspondant au doublet de doublets (J =
7,3;1,7Hz) &  5.09 suggérant son attribution & H-9. La vaeur du déplacement de H-9 indique
que le groupement acétate est placé sur C-9 (¢ 74,6). Cette subgtitution est appuyeée par la
présence d’une corrélation observée sur le spectre HMBC entre H-9 et I’atome de carbone du
carbonylea ¢ 169,9 attribué au groupement acétate (C-1) gréce a sa corréation avec les protons
du groupement méhyled 2,16 (CHs-2’). Ce gpectre montre également des corréations entre H-
133, H-13b et le carbonea ¢ 169,9. Cette observation indique que C-12 et C-1’ ont le méme
déplacement chimique et confirme la présence de 17 atomes de carbone dans cette structure. Par
allleurs, ce spectre (HMBC) montre des corréations entre H-8 et les protons du CHs;-14 avec le
carbone quaternaire hydroxyléa ¢ 77,5 qui peut étre attribué a C-10. L’hydroxylation de C-10
appuyée par la corrdation observée entre |ui et le proton du groupement hydroxylea . . Cette
hypothése est confirmée par |a corréation entre le proton de |’ hydroxyle et C-9. Toujours sur le
méme spectre (HMBC), H-3 et les protons du CHs-14 corrélent avec the carbone quaternaire &

c . ..Quinepeut étre attribué qu’a C-1. Cet atome de carbone doit étre hydroxylé vu lavaleur de



son déplacement chimique et sa corrélation avec le proton du groupement hydroxylea  4,10. Ce
spectre (HMBC) montre également des corrélations entre C-5, C-4, C-3, C-1 et le proton du
singulet largea 14,14 ( 61,6), permettant son attribution & H-2. Ces observations suggérent un
sguelette de type guaianolide pour cette lactone sesquiterpénique. Laformule moléculaire
C17H210;Cl du composé 9 indique la présence de 7 insaturations, qui, gjoutée aux valeurs des
déplacements chimiques de C-3 et C-4, suggerent une fonction éoxide dans ces positions. Par
conséquent, I’atome de chlore, doit ére en C-2.

La stéréochimie de C-5, C-6, C-7 et C-9 découlent des valeurs des constantes de couplage suggérant
une disposition trans pour H-5, H-6 et H-7 et une orientation-  pour H-9. La stéréochimie de C-1,
C-2, C-3, C-4 et C-10 est déduite du spectre 2D ROESY *H-'H. En effet, les interactions ROESY
H-5/H-3, H-5/CHs-15, suggérent une configuration 3 , 4 -epoxy, par contre the interactions
ROESY de H-9/0OH-1, H-7/0OH-10, et CH3-14/H-2 indiquent une orientation pour OH-1, une
orientation-  pour OH-10, et une orientation-  pour I’atome de chlore. Ainsi le composé 9 est
identifié comme: as2 -chloro-9 -acetoxy-1 ,10 -dihydroxy-3 4 -epoxy-5 ,7 -H-guaia-
11(13)-en-12,6 -olide. Ce produit est nouveau, nous I’avons appelé : Algérianolide.

La structure moléculaire et la configuration relative du composé 9 (algérianolide) ont été également
éablies par une anayse de diffraction de rayons X (schéma 2). Les données de diffraction ont été
collectées a température ambiante al'aide d'un diffractométre Kappa CCD de type Bruker-Nonius
en utilisant un rayonnement issu d'une anti-cathode en molybdéne Mo (A =0,71073 A)
monochromatisé avec un monoch mme SIR 2004 [11 ](Burla,2005) puis affinée avec le
programme SHEL X-97 [12 ] (Sheldrick,1997) en combinant et moyennant I'intensité des paires de
Friedel. Mise & part les atomes H, les autres atomes ont €té affinés avec les facteurs d'agitation
thermique anisotropes par moindres carrés avec matrices complétes sur F2. Tous les atomes H ont
été positionnés de fagcon géométrique et ceux du groupement méthyle ont été affinés en conservant
larigidité du groupe.

Lesatomes H des groupes méthyles ont été affinés avec Uis, (H) = 1,5 Ug (C) alors que les autres
atomes H ont été affinés avec Uiy, (H) = 1,2 Ugq (C).

Algerianolide (9): Cristaux incolores. mp 215°, [a]?°p= + 42,35° (¢ 0,85 CHCl3), *H NMR (400
MHz, CDCls): . . 1(1H, d, J= 35 Hz, H-13a), 5,41 (1H, d, J= 3,2 Hz, H-13b), 5,09 (1H, dd, J =
7,3;1,7Hz,H-9), . 1(1H,dd,J=11,0;99Hz H-6), 1 (1H, brs, H-2), 3,62 (1H, brs, H-3),
3,54 (1H, m, H-7), 3,13 (1H, d, J = 11,0 Hz, H-5), 2,21 (1H, m, H-8 _1,96 (1H, brd, J = 15.6 Hz,
H-8 1 . s CHs-15),1,51 (3H, s, CHs-14), 2,16 (3H, s, CHs-2’), 4,10 (1H, s, OH-1), 2,33 (1H,
s, OH-10); ®C NMR (100 MHz, CDCl3):  169,9 (C-12 & C-1°), 138,5 (C-11), 119,4 (C-13), 84,5
(C-1), 81,3 (C-6), 77,5 (C-10, recouvert par le signd du solvant, attribué gréce au spectre de

I’expérience HMBC), 74,6 (C-9), 67,4 (C-4), 63,7 (C-3), 61,6 (C-2), 46,4 (C-5), 41,6 (C-7), 31,9



(C-8), 23,5 (C-14), 18,0 (C-15), 21,3 (C-2"); HREIMS nvz 374,0932 (calc. pour Cy7H,0-Cl,
374,0946), 372,0988 (calc. pour C17H10;°°Cl, 372,0976). EIMS m/z337 [M-CI]* (0,5), 319 [337-
H.0]" (6,9), 296 [M-CH3CO.H-H,0]" (0,4), 294 [M-CHsCO,H-H.0]" (1,2), 277 [337-
CHaCO;H]" (4.6), 271 [M-CH3CO,H-CO-CHa] " (1,8), 269 [M-CH3CO,H-CO-CH3]* (5,5), 259
[277- H,0]" (7,7), 250 (7,5), 243 (1,9), 241 (3,7), 231 (5,5), 217 (6,3), 216 (4.9), 215 (4,4), 191

(3,4), 189 (4,0), 183 (5,9), 165 (7,9), 161 (7,0), 151 (6,8), 137 (15,7), 111 (100).

Algérianolide



HMEC

H z

Figure 1: Corrdations HMBC les plus importantes du composé 9 (Algérianolide)



Figure 2: Vue de la molécule, montant le schéma de numérotation des atomes

Displacement ellipsoids are plotted at the 50% probability level.



Tableau 1V-2-: Données cristallographiques et affinement de structure du composé 9
Ces données ont été deposes au centre des données cristallographiques de Cambridge

(deposit number CCDC 655386). Data Acquisition - the Cambridge Crystallographic Data Centre
deposit@ccdc.cam.ac.uk  http://www.ccdc.cam.ac.uk/deposit

Telephone: (44) 01223 762910 Facsimile: (44) 01223 336033

Postal Address: CCDC, 12 Union Road, CAMBRIDGE CB2 1EZ, UK

Composé 9
Formul e empirique Ci7H, Cl Oy
Masse malariaM 372.79
Température (°K) 293(2)
Longueur d’onde A (A) 0.71073
Systeme Cristallin Monoclinic
Groupe d’espace P21

Paramétres cristallins

a(A) 5.9050(10)


http://www.ccdc.cam.ac.uk/deposit
mailto:deposit@ccdc.cam.ac.uk

b (A)

c(A)

b ()

VolumeV (A3)

Unités formulaires par maille Z
Densité calculée Dc (g.cm’®)
Coefficient d’absorption m{Mo-Ka) (mm*)
Tailledu Cristal (mm)
Intervalle angulaire pour q (°)
Intervalle des indices

Nombre de Reflections

Rint (facteur dereliabilité)
Correction d’absorption

M ethode d’ affinement

Données /contraintes/paramétres
R finaux indices [I > 2s(1)]

Schémas de pondértion, w

M aximum déplacement / erreur
Parametre de Flack

Plus gramds pics et trou dans la Fourier
difféence (e A%

15.5380(10)
10.1160(10)

104.774(11)

897.5(2)

2

1.380

0.248

0.45 x 0.20 x 0.08

21-287
TENET,-20EKE£21; -13£1 £13
15100 / 4334

0.055

aucune

Par moindres carrés avec matrice
compléte sur F?

4334/0/229

R=0.052; wR2=0.1428; S=1.13

1/[s 2(Fo2)+(0.0804P)2], P=( Fo2+2
Fc2)/3

0.00/0.00
0.04(7)

0.35/-0.42
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Etalement : RMN 'H (CDCl3, 400 MHz) du composé 9
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HSQC experiment spectrum (CDClz, 400 MHz) of compound 1: Expansion
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COSY *H-'H spectrum (CDCl5, 400 MHz) of compound 1
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HMBC experiment spectrum (CDCls;, 400 MHz) of compound 1: Expansion
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ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1
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ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1: Expansion
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ROESY experiment spectrum (CDCI3, 500 MHz) of compound 1: expansion
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Le composé Algérianolide a été obtenu comme un cristal incolore . Son spectre de masse sous
impact éectronique et a haute résolution montre des pics a m/z = 372,0988 (caculée =372,0976) et
m/z = 374,0932 (ca culée =374,0946), correspondant & laformule moléculaire C17 H21 O7 Cl. Ce
spectre montre également des signaux am/z = 337,1299 [ M-Cl ]+ ( calculée =337,1287 ) ,
319,1173 [ M-Cl-H20 ]+ ( calculée = 319,1182 ), 301,1062 [ M-Cl-2H20 ]+ ( ¢ dculée =301,1076
), 296,0616 (calculée =296,0629 )et 294,0669 (cal culée =294,0659 ) [ M-CH3CO2H-H20]+,ce qui
suggére que ce composé contient deux groupements hydroxyles, un groupement acétate et confirme
la présence s de I'atome de Cl dans ce compose.

L'examen du spectre RMN *H montre deux doublets & §=6,21ppm (J=3,5H2) et 5=5,41ppm (J=3,2
H2z) caractéristique d'une double liaison éxocyclique conjuguée avec une fonction carbonyle relative
a une lactone sesguiterpénique.

Ces signaux sont attribuables a H-13; et H-13;, respectivement. Le couplage ayant lieu avec H-7 a
longue distance étant un couplage allylique avec H-7:

H
N

N

O

La locdisation de H-13, et H-13, permet grace au spectre COSY 'H-'H (spectre n°IV-1-9-1)
I'attribution de H-7 a6=3,54 ppm sous forme de multiplet.

Toujours sur le méme spectre H-7 montre trois autres corrélations:



- La premiére avec un proton dont le signal apparait sous forme de doublet de doublet &
0=4,21ppm (J=11,0 ; 9,9H2), d'apres sa multiplicité et son déplacement chimique. Ce noyau ne
peut étre que H-6

Spectre n° IV-1-9-1 : Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3, & ppm) du composé 9



Spectre n°lV-1-9-2 : Spectre COSY 'H-'H (500 MHz, CDCl3 6 ppm ) du composé 9

Sur le spectre HSQC (spectre n°lV-1-9-2), H-6 corréle avec le carbone a 6=81,3 ppm (C-6), le
déplacement chimique de ce carbone est caractéristique du carbone de fermeture d'une lactone
sesquiterpénique. Cette données oriente vers un 6-12 olide.

-Les deux autres taches de corrélations concernent deux protons portés par le méme atome de
carbone (8.=31,9 ppm), les signaux de ces deux protons qui peuvent étre que H-83 et H-8,
apparaissent sous forme d'un multiplet a 6=2.21ppm et sous et sous forme d'un doublet large a
6=1,96 ppm (J=15,6 Hz) respectivement

La présence de ces protons en C-8 confirme bien lafermeture de lalactone en C-6.

L'attribution des protons en C-8 méne a celui de H-9 gréce a leurs taches de corrdations
COSY 'H-'H.

Le signal relatif a ce noyau apparait sous forme d'un doublet de doublet & 6=5,09 ppm (J=7,3; 1,7
Hz).Lavaleur du déplacement chimique de ce noyau suppose une oxygénation en C-9.

Ce substituent oxygené ne peut-étre que le groupement Acétate.

L'examen du spectre HSQC (spectre n° 1V-1-9-3) permet de locaiser C-9 46=74,55 ppm



Spectre n° 1V-1-9-3: Spectre HSQC (500 MHz, CDCl3; ppm) du composé 9

Spectre n° 1V-1-9-3: Spectre RMN *C (500 MHz, CDCl3, § ppm) du composé 9



Sur le spectre COSY 'H-'H, H-9 ne montre aucune corrélation, cela suppose que C-10 est
guaternaire.

Un réexamen du spectre COSY 'H-'H et I'attribution de H-6 méne a la localisation de H-5 sous
forme d'un doublet & 6=3,13 ppm(J=11,1Hz) ,5..5 =46,1 ppm,la multiplicité de H-5 oriente vers un
C-4 quaternaire.

Un retour vers le spectre RMN *H montre en plus du méthyle du groupement acétate &1 =2,16 ppm
(8¢ =21,3), la présence des deux autres méthyles qui ne peuvent étre que sur les atomes de carbone
C-14 et C-5 du sguelette sesquiterpénique.

Vu que cette molécule ne comporte que 17 atomes de carbones, ceci est vérifié par I'examen du
spectre HMBC (Spectre n° 1V-1-9-4) qui montre en particulier une corrélation entre C-9 et les
protons du méthyles & 6=1,51 ppm permettant ains leurs attribution & la position C-14 (3.=23,5
ppm )

Par ailleurs le carbone C-5 montre une tache de corrélation avec les protons du méthyle a 6 =1,74
ppm permettant ainsi leurs attribution ala position C-5 (6.=18,0 ppm).

Les protons du C-15 montrent deux taches de corrélations:
-Lapremiéere avec un C-H a4.,=63,7 ppm (8 4 =3,62ppm) attribuable a C-3.
-Ladeuxieme avec un carbone quaternaire & 5.=67,4 ppm attribuable a C-4.

Le méme spectre montre égdement des taches de corrélations entre les protons H-14, H-8
équatoriale et un carbone quaternaire recouvert par les signaux du CDCl; & 6 = 77, 2 ppm
attribuable & C-10.

D'apres son déplacement chimique, ce carbone est notamment hydroxylé, ceci est vérifié par les
corrélations observées entre le proton de I'hydroxyle a 6 =2,32 ppm et cet atome de carbone ains
gue le carbone C-9.

Ce spectre montre également une tache de corrélation entre H-3 et le carbone quaternaire a 6 =84,5
ppm attribuable & C-1, vu son déplacement chimique,il est oxygéné notamment hydroxylé en effet
ce carbone montre une tache de corréation avec le proton du groupement hydroxyle a6 =4,14 ppm
supposant sa substitution par ce groupement.

Toujours sur le spectre HMBC, le C-5, C-4 et C-1 corrélent avec le méme proton dont le signal
apparait sous forme d'un singulet large &6 =4,14 ppm ce proton ne peut étre attribué qu'a H-2.

Par allleurs le fait que C-5 et C-1 corrélent avec un méme noyau suppose une jonction C-5—C-1
orientant ainsi vers un squelette sexquiterpénique du type guaianolide.



Spectre n° 1V-1-9-4: spectre HMBC (500 MHz, CDCl3, 8 ppm) du composé 9



Tableau IV-1-9-a: Résultats delaRMN ' H du composé 9

3 (ppm) Intégration Multiplicité (J H2) Attribution
6,21 1H d (3,5 H13a
5,41 1H d(3.2) Haap
5,09 1H dd (7,3 ;17) H-9
4,21 1H dd (11,0;9,9) H-6
4,14 2H m H-2
3,54 1H m H-7
3,13 1H d (11,1) H-5
2,21 1H m H-8B
1,96 1H d (15,6) H-8a
2.16 3H S -OCOCHjs
1,74 3H S CHs-14
151 3H S CHs-15

Tableau IV-1-9- : Résultats du RMN **C du composé 9
Carbone d(ppm) HSQC
1 84,5 C
2 61,6 CH,
3 63,7 CH:>
4 67,4 C
5 46,4 CH
6 81,3 CH
7 67,4 CH
8 31,9 CH,
9 74,5 CH
10 77,2 C
11 138,5 C
12 169,9 C
13 119,3 CH,
14 23,5 CHs
15 18,0 CHs;
16 18,5 C
17 21,3 CHs;

La structure moléculaire et la configuration relative du composé ont été aussi établis par une
analyse de diffraction de rayons X ( schéma 2 ).Les données de diffraction ont été collectées a

température ambiante a I'aide d'un diffractométre Kappa CCD de type Brucker-Nonius en utilisant
un rayonnement issu d'une anti-cathode en molybdene Mo (A =071073 ) monochromatise avec un
monochromateur en graphite. Les intenstés des taches réparties par plans de réseau réciprogue ont
été mesurées avec le programme COLLECT (Brucker AXS BV ,1997-2004 ), puis indexées et
traitées avec le programme Denzo SMN et enfin mises ala méme échelle avec e programme HKL

2000




( Otwinowski et Minor,1997 ).L'essentiel des données cristallines, des conditions d'enrégistrement
et des parametres d'affinement est rassemblé dans le tableau-1.La structure cristalline a é&é résolue
par les méthodes directes avec le programme SIR 2004 ( Burla,2005 ) puis affinée avec le
programme SHEL X-97 ( Sheldrick,1997 ) en combinant et moyennant I'intensité des paires de
Friedel. Mise & part les atomes H, les autres atomes ont été affinés avec les facteurs d'agitation
thermique anisotropes par moindres carrés avec matrices complétes sur F2. Tous les atomes H ont
été positionnés de fagcon géométrique et ceux du groupement methyle ont été affinés en conservant
larigidité du groupe.

Les atomes H des groupes méthyles ont été affinés avec Uiso (H ) =1,5 Uéq (C) alorsque les
autres atomes H ont été affinés avec Uiso (H ) =1,2Uéq ( C).

Algerianolide (1) : cristal incolore, mp215°, [ a 120D =+ 42,35 (¢ 0,85 CHCI 3 ),RMN H ( 400
MHz,CDCI3) : 6 =6,21 ( 1H,d, = 3,5 Hz, H-13a),5/41 ( 1H, d, = 3,2Hz ,H-13b ), 5,09 ( 1H , dd,
J=7.3;17Hz,H-9),4,21(1H,dd, J=11,0;9,9Hz, H-6), 4,14 (1H, slarge, H-2), 3,62 ( 1H,s
large, H-3), 3,54 (1H, m, H-7), 3,13 (1H, d, J= 11,0 Hz, H-5), 2,21 ( 1H, m, H-83 ), ( 1H,d
large, J= 15,6 Hz, H-8a. ), 1,74 ( 3H, s, CH3-15), 1,51 ( 3H, s, CH3-14 ), 2,16 ( 3H, s, CH3-2'),
4,10 (1H, s, OH-1), 2,33 (1H, s, OH-10) ; RMN C13 (100 MHz, CDCI3) : 6 =169,9 (C-12 et C-
1'),138,5(C-11), 1194 (C-13),84,5(C-1),81,3 ( C-6), 77,5 ( C-10 cache par le signal du
solvant,attribué par le spectre de I'experience HMBC ), 74,6 ( C-9), 67,4 ( C-4),63,7 ( C-3), 61,6 (
C-2),464(C-5)416(C-7),31,9(C-8),235(C-14),18,0(C-15),21,3(C-2') ; SMHREI
m/z= 374,0932 (cdculée pour C17H2107CI37, 374,0946 ), 372,0988 ( calcul ée pour
C17H2107CI35, 372,0976).

SMIE m/z =337 [M-Cl ]+ ( 0,5), 319[ 337-H20 ] + (6,9 ), 296 [ M-CH3CO2H-H20 ]+ ( 0,4),

294 [M-CH3CO2H-H20]+ ( 1,2), 277 [ 337-CH3CO2H ] + (4,6), 271 [ M-CH3CO2H-CO-CH3 ]

+

(1,8), 269 [ M-CH3CO2H-CO-CH3 ] + (5,5), 259 [ 277-H20 ]+ (7,7) ,250 ( 7,5), 243 (1,9),
241(3,7),231(55), 217 (6,3), 216 (4,9), 215(4,4), 191 (3,4), 189 (4,0) ,183 (5,9), 165 (

7,9),161(7,0), 151 (6,8), 137 (15,7), 111 (100).

Compose 9
Formule empirique C17H21 CI O7
Masse molaire M 372,79
Température (K) 293(2)

Longueur d'onde i (A°) 0,71073



Systéme crigtallin Monoclinique

Groupe d'espace P21

Paramétres cristallins

a(A°) 5,9050 ( 10)

b (A°) 15,5380 (10)

c(A°) 10,1160 ( 10)

B() 104,774 (11)

VolumeV (A°3) 8975(2)

Unités formulaires par maille Z 2

Densité caculée Dc (g. cm-3) 1,380

Coefficient d'absorption p (Mo-Ka ) ( mm-1) 0,248

Taille du cristal (mm) 0,45 x 0,20 x 0,08

Intervalle angulaire pour e 2,1-28,7

Intervalles desindices -7<h <7;-20<K <£21;-13<1<13
Nombre de refléctions 15100/ 4334

Rint ( facteur dereliabilité) 0,055

Correction d'absorption Aucune

M éthode d'affinement Pour moindres carrés avec matrice compleéte sur F2
Données/ contraintes/ paramétres 4334/ 01/ 229

Rfinaux (1>20(1)) R=0,052 ;wR2=0,1428; S=1,13



Schémas de pondération , w 1/[ 6 2 (Fo2) + (0,0804P)2 ], P=(Fo2 +2Fc2) /3

Maximum déplacement / Erreur 0,00/0,00
Paramétre de Flack 0,04(7)
Plus grand pics et trou dans la fourier difference( e. A°-3) 0,35/-0,42

Tableau 1: donnéesdu cristal et structurederefinement du composé 9



IVV-1-10:Elucidation structurale du composeé Jigss: 10

Le spectre SMIE du composé 10 donne un pic & m/z=180 Da, correspondant au pic
moléculaire et alaformule brute Cig His Os,

L'examen simultané des spectres de RMN 'H (spectre n°lV-1-10-1), RMN *C (spectre
n°1V-1-10-2) et HSQC (spectre n°lV-1-10-3) montrent :

- un systéme AB caractéristique d'un noyau aromatique para subgtitué & 6=7,93 ppm , 6.=130,2
ppm et 6 =6,94 ppm §.=113,9 ppm (J=9,9Hz),

- un singulet d'intégration 2H & & =4,65 ppm 8.=75,2 ppm correspondant & un CH, Hybridé sp
oxygéne

-et deux singulets d'intégration 3H chacun &46=3,88 ppm,3.=55,5 ppm et 5 =3,50ppm, 6.=59,4 ppm
attribuable a 2-OCHs

Un décompte de I'ensemble de ces noyaux suggére la présence d'un groupe carbonyle dans cette
molécule

Spectre n°lV-1-10-1: Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3 & ppm) du composé 10



Spectre n°lV-1-10-2: Spectre RMN *C (125 MHz, CDCls, ppm) du composé 10

L'examen du spectre HMBC (spectre n°lV-1-10-4) montre en effet, une corrélation entre les
protons du CH, et le carbone d'un carbonyle a 6=195 ppm qui montre a son tour une corrélation
avec les protons du doublet du noyau aromatique &6=7,93 ppm.

Ces observations ajoutées a la valeur du déplacement chimique de ce carbonyle suggere la
présence d'un CO de cétone entre le noyau aromatique et le groupement CH, oxygéné qui ne peut
par conséquent étre que méthoxylé vu la présence de 2 méthoxyles dans cette molécule. Ceci est
dailleurs verifié par la présence d'une corrélation sur le spectre HMBC entre les protons du
méthoxyle a6=3,50 ppm et le carbone du groupement CHs.

Toujours sur le méme spectre les protons du OCHj; a 6=3,88 ppm montrent une corrélation
avec un carbone quaternaire & =165 ppm lequel corréle avec les protons du noyau aromatique a
0=7,93 ppm suggérant ains la substitution de ce noyau par le groupement OCHg, I'ensemble de ces
données méne a la 4', a- diméthoxyacétophénone, dont la structure est reportée dans le schéma
IV-1-10-1



1C|::O
2c|;|-|2

OMe

Schéma IV-1-10-1: 4, e'-diméthoxyacéophénone



Spectre n°lV-1-10-3: Spectre HSQC (500 MHz, CDCl3 ppm) du compose 10

Spectren°lV-1-10-4: Spectre HMBC (500 MHz, CDCl3; ppm) du composé 10



Ces données spectrales sont conformes a ceux de la littérature [13] et sont reportées dans le tableau
IV-1-10-1 et IV-1-10-2.

Tableau 1V-1-10-1: Résultats de laRMN *H du composé 10

Déplacement chimique Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
(Ppm)
7,93 2H d (9,9 H-2' et H-6'
6,94 2H d (9,9 H-3' et H-5'
4,65 2H S H-2
3,88 3H d(7,6) OCHjs -a
3.50 3H d (8,5 OCHs -4'

Tableau I1V-1-10-2 : Résultats du RMN **C du composé 10

Carbone 3 (ppm)

195
165,0
130.2
130,2
1139
1139

75.2
OCHjs -4 59.4
OCHz-a 55.5

NKRQTANRPE

IV-2-1-: Elucidation structurale du compose Jg-18-q

Le spectre RMN'H de ce composé (spectre n° 1V-2-1-1) montre des signaux caractéristiques
d'une entité de type glycérol monoestérifié notamment:

Deux doublets de doublets d'intégration 1H chacun ad= 4,21 ppm (J=11,7 ; 4,7 Hz) et 6=4,16 ppm
(11,7 ; 6,0H 2

Un multiplet d'intégration 1H & 6= 3,94 ppm
Deux doublets de doublets a 6=3,69ppm (J=11,5; 4,0 Hz) et 6= 3,59 ppm (J= 11,5 ; 5,8 Hz)

Ces signaux sont attribuables aux CHx-1, CH-2, et CH,-3 du glycérol respectivement vu le
déplacement chimique du CH,-1, I'estérification & lieu sur I'hydroxyle de ce groupement ceci
est appuye par le fait que les 2H relatifs aux deux groupements CH, sont magnétiquement
non équivalents.

La partie acide de ce glycéride est de type chaine linéaire saturee.

En effet, ce spectre montre la présence d'un signa sous forme d'un triplet & 6= 2,35 ppm (J=7,4H2)
attribuable au CH,-2 de la chaine de I'acide, un triplet a 6= 0,88 ppm (J=6,5 Hz) attribuable au CHs
terminal de la chaine et un ensemble de CH; résonnant dans l'intervalle [1,1 - 1,7 ppm]



Spectren® |V-2-1-1: Spectre RMN'H (400 MHz, CDCls 6ppm) du composé 11

Ces données sont confirmées par le spectre RMN *3C (spectre n°lV-2-1-2) qui montre un signal a
0=174,1ppm attribuable au carbonyle de ce glycéride, un CH & 6=70, ppm attribuable au CH-2 du
glycérol.

Deux CH, a 6=64,9 et 63,1 ppm attribuables aux deux CH, du glycérol, un CHz a 6=13,9 ppm
attribuable au méthyle terminal de la chaine de I'acide gras, et un ensemble de CH, dans l'intervalle
[22,5-37,9] dont le CH,-2 de la chaine de I'acide et celui a5=37,9 ppm

Spectre n°lV-2-1-2: Spectre **C (100 MHz, CDCl; ppm) du composé 11



Le nombre de groupements CH, de la chaine de I'acide peut étre évalué par I'éude du spectre de
masse (gpectre n°lV-2-1-3) qui montre en particulier I'ion & m/z=323 correspondant a la formule
brute Cp3 Ha7 ....et qui représente en fait le R™ de I'ester. Cet ion se réarrange avec perte de 3X28
pour donner I'ion &m/z=239, Correspondant & Ci7 Hzs qui se réarrange a son tour pour donner I'ion
am/z=211.

La longueur de cette chaine est confirmée par I'ion & m/z=412 correspondant a I'ion moléculaire
aprés réarrangement avec perte de H,C=0 de la partie glycérique, ce qui méne a une formule brute
totale de C27 Hs4 04.

La partie glycérol mono estérifiée est aisément détectable sur le spectre de masse notamment par le

signal & myz=134 correspondant au réarrangement de Mac LAFFERTY avec transfert de H' versle
carbonyle menant ainsi al'ion:

H

+

O/
CH2—C —O—CH,—CH—CH,0H

OH

Cet ion se réarrange a son tour en perdant deux molécules de H,O pour donner I'ion & m/z=98
(91,30%) confirmant ainsi la monoésterification du glycérol.

L'éude du spectre RMN °C et ses séquences DEPT confirme ces données et donne :

-3 signaux caractéristiques de I'entité glycérol a6 =70,0 ppm (C-2) ; 64,9 ppm(C-1) ; 63,1 ppm(C-
3)

-6 =174,1 ppm (C-1" ; 37,9 ppm (C-2') ; 33,9 ppm (C-3)
-[28,9 - 31,0] ppm (C-4'-C-21")
-8 =24,7 (C-22) ppm; 22,5 ppm (C-23') ; 13,9 ppm (C-24")

Ainsi la molécule concernée est : Glycérol-1-Tetracosanoate[14] dont la structure est reportée
dansle schéma IV-2-1-1

@)
/ (CHz)zz\)\k CH, OH
$HC o/\(
OH

SchémalV-2-1-1



@)
/ (CHz)zz\)\L CH, OH
SHC o/\(
@)

H

Spectren®lV-2-1-3: Spectre SMIE du compose 11

Les données spectral es relatives a ce composé sont reportées dans les tableaux 1V-2-1-1 et IV-2-1-2

Tableau IV-2-1-1: Résultats du RMN *H du composé 11

Déplacement chimique (ppm) Integration Multiplicité J(H2) Attribution
421 1H dd(11,7: 47 H-1a
4.16 1H dd (11,7; 6,0) H-1b
3.94 1H m H-2
3.69 1H dd (11,5; 4,0 H-3a
3.59 1H dd (11,5;5,8) H-3b
2.35 2H t (7,4) H-2'
1,63 2H m H-23'

11-1,7 40H massi f H-3'-H-22'

0,88 3H t (6,5) CH3-24'




Tableau IV-2-1-b:Résultats du RMN **C du composé 11

Carbone 3 (ppm)
1 1741
2 70,0
3 64,3
4 63,1
2' 379
3 33,9
[4" -211 [28,9 - 31,0]
22' 247
23 225
24 13,9

IV-2-2: Elucidation structurale du composé Js.18-a: 12
Le spectre RMN 3C (spectre n° 1V-2-2-1) et les séquences DEPT (IV-2-2-2) montrent:

-2 dgnaux a6=198,0 et 197,3 ppm correspondant & deux fonctions céones conjuguées



-4 dgnaux correspondants a un carbone éthylénique quaternaire & 6=158,9 ppm et 3 CH
éthyléniques a6=143,3 ;133,5 ; et 126,7 ppm.Ces 4 atomes de carbone éthyl éniques ne peuvent étre
que ceux formant les deux doubles liaisons conjuguées avec les deux fonctions cétones.

Spectre n°lV-2-2-1: Spectre RMN 3C et les séquences DEPT (100 MHz, CDCI3 ppm) du
composél2

L'é&ude du spectre proton relatif & ce composé combinée aux données du spectre relatif a
I'expérience HSQC (spectre n° 1V-2-2-2) et celles de I'expérience COSY *H-H (spectre n° 1V-2-2-
3) montrent que:

-Les deux groupements CH éthyléniques ont une stéréochimie trans aisément déterminée gréce ala
congtante de couplage entre les deux protons. En effet, I'un deux résone sous forme d'un doublet &
0=6,20 ppm (J=15,8 Hz) 6.=133,5 ppm, |'autre résone sous forme d'un doublet de doublets a5=6,69
ppm (J=15,8 et 9,5 Hz) 6.=143,4 ppm pour ce dernier proton,le deuxiéme couplage résulte d'une
interaction avec le CH sp® résonant sous forme d'un doublet &8=2,73 ppm(J=9,5Hz ) 5.=55,2 ppm.

Par alleurs, I'étude du spectre relatif a I'expérience HMBC (spectre n° 1V-2-2-4) montrent des
corrélations nettes entre:

-Le proton & =6,20 ppm et le carbone du carbonyle a 6=197,3 ppm et le carbone du méthyle a
3:=27,4 ppm. (6=2,31 ppm) ces données ménent al'enchainement:

CHs
H C/
N =0
~ N



Spectre n° |V-2-2-3: Spectre COSY *H-"H (400MHz, CDCI3, §ppm) du composé 12



Spectren® 1 V-2-2-4: Spectre HMBC du composé 12

L e spectre proton montre également:

-2singulets relatifs & 2CH; a 6=1,03 ppm (8 =27,1 ppm) et 6=1,10 ppm (3.=27,7 ppm), sur le
spectre HMBC les protons de ces méthyles corrélent avec le carbone quaternaire a 6=37,9 ppm
signifiant que ces deux groupements sont portés par ce noyau. Les protons de ces méthyles
corrélent également avec le carbone du groupement CH a 6=55,2 ppm, signifiant que le carbone
guaternaire est voisin de ce CH.

Un retour vers le spectre proton permet de locdiser un systéme AB a6=2,38 ppm et 6=2,18 ppm
(J=16,6 Hz ; (8:=47,1ppm).Les protons de ce systéme AB donnent sur le spéctre HMBC des les
corrélations d'un groupement CH2 avec le carbone quaternaire précédemment cité prévoyant ains
lajonction de ce carbone quaternaire avec ce groupement CHy,

Toujours sur le spectre HMBC les noyaux du systeme AB corrélent avec le carbone du carbonyle a
6=198,0 ppm, prévoyant ains la jonction du carbonyle au groupement CH,.Comme d'apres la
valeur de son déplacement chimique la fonction cétone doit ére conjuguée, il convient alors de
placer la double liaison en a de ce carbonyle. Cette double liaison doit étre délimitée par un
groupement CH et un carbone quaternaire.

Toujours sur le spectre HMBC les deux carbones de cette double liaison montrent des corrélations
avec le proton a 6=2,73 ppm et corrdent également avec les protons du méthyle a 6=1,92 ppm
(6c=23,3 ppm) imposant ains la substitution de cette double liaison par le groupement CH; et
prévoyant par conséquent la présence du carbone éthylénique quaternaire en o de ce CH. Le proton
éthylénique serait par conséquent en o du CO.

L'ensemble de ces analyses spectrales méne ala structure plane reporté dans le schéma V1-2-2-1



o CH3H
CH ~ C/<O

i CH;L_' H CHs
Schéma VI-2-2-1

La stéréochimie de la double liaison a été définie( E ) d' aprés les valeurs de la congtante de
couplage  (J H-7-H-8 =15,8Hz) par contre celle du carbone C-6 est déterminée d'aprés I'étude du
spectre NOESY (spectre n° VI-2-2-5)qui montre en particulier une corréation entre H-6 et les deux
CHs 11et 12,d'apres le déplacement chimique de ces 2 CHj3 il est possible d'attribuer celui 46=1,03
ppm au méthyle pseudo axiae et I'autre a (6=1,10 ppm) au CH3 pseudo équatoriae.

Cette corrélation NOESY des deux groupements CH3 avec H-6 signifie une orientation pseudo
équatoriale de H-6 et par conséquent une orientation pseudo axiale pour la chaine.

Cette hypothese est vérifiée par les corrdations observées entre les noyaux du systéme AB et les
protons des 2 CH3. En effet I'examen du modéle moléculaire permet d'attribuer le signal a 6=2,18
ppm au H-2 pseudo équatoriale d'une part & cause de sa corrélation avec les deux groupements CHs
et d'autre part a cause de sa position par rapport a la zone postivante du cdne d'anisotropie de la
double liaison du carbonyle ce qui abaisse relativement son déplacement chimique. Par contre le
signal a 6=2,38 ppm sera attribué a H-2 pseudo axiale. Ce dernier noyau montre une corrélation
avec le méthyle pseudo équatoriale (6=1,0 ppm) confirmant ces attributions. Par ailleurs, ce spectre
montre une corrélation entre le proton éthylénique H-7et H-2 pseudo axiale confirmant ains
I'orientation pseudo axide de la chaine latérde. L'ensemble de ces données méne a une
configuration (6R, 7 E) donnant ainsi la 3-oxo-a-ionone [15,16dont la structure est reportée dans le
schémalV-2-2-1

Schema 1V-2-2-1: 3-0xo-a-ionone

L 'ensembl e des données spectroscopiques relatives a cette molécule est reporté dans les tableaux
IV-2-2-1et IV-2-2-2:



Tableau |V-2-2-1: Résultats du RMN 'H du composé 12

Attribution Multiplicité Intégration Déplacement chimique (ppm)
(JH2)

H-7 dd(15,8) 1H 6,69
H-8 d(15,8) 1H 6,20
H- 4 S 1H 6,01
H-6(pseudo éguatoriale) d(9,5) 1H 2,73
H-2(pseudo axiale) d(16,6) 1H 2,38
H3-10 S 3H 2,31
H-2(pseudo équatoriale) d(16,6) 1H 2,18
H3-13 S 3H 1,92
H3-11(pseudo S 3H 1,10
équatoriale) S 3H 1,03
H3-12(pseudo axiale)

Tableau |V-2-2-b: Résultats du RMN **C du composé 12

3(ppm) Carbone
198,0 3
197,3 9
158,9 5
143,3 7
133,5 8
126,7 4
55,2 6
47,1 2
379 1
27,7 11
27,4 10
271 12
23,3 13

IV-2-3:Elucidation structurale du composé Jsr-23:13

Le spectre SMIEHR (spectre n° 1V-2-3-1) de cette molécule montre un pic moléculaire a
m/z=192,0412 correspondant & une formule brute Cyo Hg O, (masse calculée 192,0423) prévoyant
un composeé a 7 insaturations.

Ce spectre montre un réarrangement de I'ion moléculaire avec perte de CO (m/z=164,0486, Cy Hg
05, calculée (164.0473) prévoyant la présence d'au moins un CO dans la molécule.



Spectren® 1V-2-3-1: Spectre SMIEHR du composé 13

Le spectre RMN “*C (spectre n° 1V-2-3-2) montre la présence de 5 signaux que I'on peut répartir
gréace aux séquences DEPT en:

*Un CH2a6.=23,7 ppm.

*2CH éthyléniques 4 6=120,0 ppm et 153,0 ppm.

*1carbone quaternaire hybridé sp* et oxygéné & 5=90,1ppm.

*1carbone quaternaire relatif a un carbonyle de lactone o, B insaturée 46.=170,6 ppm

Le fait que ce spectre ne présente que 5 signaux signifie une symétrie dans cette molécule. D'apres
ces données le carbone quaternaire a 6 =90,1ppm ne peut étre que le carbone de fermeture de la
lactone



Spectre n° 1V-2-3-2 : Spectre RMN **C (100 MHz, CDCI3 §ppm) du composé 13

Sur le spectre HMBC (spectre n° 1V-2-3-3) le carbone du carbonyle montre une corréation avec les
deux protons éthyléniques lesquels montrent une corrélation avec le carbone de fermeture de la
lactone ce qui indique uney - lactone et confirme le fait quelle soit a, B insaturée.

Le carbone quaternaire &5=90,1 ppm corréle avec les protons relatifs au sgnal du systeme AA'BB'
centré a 6=2,44 ppm prévoyant ains un enchainement C-CH,- CH,.Comme cette molécule est
symétrique on sattend a ce que les deux groupements CH, soient reliés a deux carbones
quaternaires identiques. En matiére d'insaturations.

0 5

vue la symétrie de cette molécule les deux cycles lactoniques et leurs insaturations consomment 6
insaturations.Cette observation impose une jonction carbone quaternaire- carbone quaternaire.



Spectre n° 1V-2-3-3 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCI3 & ppm) du composé 13

L'ensemble de ces données et en parfait accord avec ceux de la littérature [17] relatifs a
I'anémonine dont la structure est reportée dans le schéma [V-2-3-1.

O\To%ﬁf__ﬁo?o

SchémalV-2-3-1: Anémonine

Les données spectroscopiques sont reportées dans le tableau 1V-2-3-1

Tableau IV-2-3-1: Résultats du RMN **C du composé 13

Carbone o(ppm)
1 170,6
2 153,0
3 120,0
4 90,1
S5et5 23,7

Cette molécule a été isolée de Drymaria diandra [18]et Pulsatilla alpina sous éspéce apifolia [19]



|V-2-4:Elucidation structurale du composé: F-12-43 :14

Le spectre SMIE de ce composé montre un pic moléculaire & m/z=876 Da correspondant a une
formule brute Cs7 Hos Oe,

L'examen simultané des spectres protons (Spectre n°lV-2-4-1) et HSQC montrent des signaux
caractérigtiques d'un glycérol notamment 1 CH résonant sous forme de multiplet a 6=5,28ppm

(6.=68,6 ppm), prévoyant une éstérification de la fonction hydroxyle du groupement CH du
glycérol et 2 multiplets d'intégration 2H chacun relatif au 4 protons des 2 groupements CH, du
glycérol formant un systéme ABX avec le proton du CH, & 6=4,29 ppm (dd, J=11,9 ; 4,3) et 4,14
ppm (dd, J=11,9; 6,0)

3.=61,8 ppm), d'aprés le déplacement chimique de ces 4 noyaux, il apparait que les deux hydroxyles

attachés & ces deux groupements sont également éstérifiés, ce qui prévoit un triglycéride.

Spectre n°lV-2-4-1: Spectre RMN *H (400 MHz, CDCI3, 8ppm) du composé 14



En effet, I'examen du spectre relatif a I'expérience HMBC ( Spectre n°lV-2-4-2 ) de ce compose
montre des corrélations nettes entre les protons de ces groupements CH, et CH et les trois
carbonyles 26=173,0 ; 172,9 ; 172,5 ppm, respectivement.

L'examen simultané des spectres RMN 'H ,RMN *3C, HSQC (spectre n°lV-2-4-2) HMBC et
SMIE,montrent que les parties acides de ce triglycéride sont de types acide gras dont les chaines
renferment 18 atomes de carbone chacune. La premiére chaine renferme 1 CHj résonant sous forme
d'un triplet & 6=0,97 ppm voisin dun CH; résonant sous forme d'un multiplet partiellement
recouvert par d'autres signaux a 6=2,05 ppm, les signaux relatifs a ce groupement CH, corréent sur
le spectre COSY (spectre n°lV-2-4-3) avec un proton éthylénique dont le signal est recouvert par
d'autres signaux d'intégration 13 H &6=5,32 ppm prévoyant |'enchainementCH;-CH, .CH=CH-.

Ces CH éthyléniques corrdent avec d'autres groupements CH, notamment pour cette chaine avec
le CH, résonant sous forme de triplet &5=2,76 ppm (6.=25,3 ppm) (J=8Hz).



Spectre n°lV-2-4-2 : Spectre RMN™C et ses séquences DEPTdu composé 14



Spectre n°lV-2-4-3 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCI3, ppm) du composé 14

Ces données goutées a celle du spectre SMIE qui montre en particulier le signd & m/z=599
correspondant a la perte de cet acide par réarrangement de [M +H], sont en faveur d'une chaine
correspondant a I'acide linolénique ou acide 9, 12,15 octadécatriéonique (9z, 12z, 15z), dont la
structure est reportée dans le schéma lV-2-4-1;

(CHy) Et
HOC N\ — —

SchémalV-2-4 -1

Les chaines des deux autres acides sembles identiques vu la similarité des vaeurs des déplacements
chimiques de leurs noyaux respectifs. On observe en effet une trés Iégére différence de déplacement
chimique entre les méthyles terminaux de ces chaines (2 triplets a $=0,88 ppm et 6 =0,87 ppm).Par
ailleurs, le spectre COSY montre une corréation entre ces méthyles et 2 groupements CH, dont les
signaux recouverts par ceux dautres CH, apparaissent a 6=1,30 ppm. La vdeur de leur
déplacement chimique appuyée par le spectre COSY qui ne montre aucune corrélation entre ces
noyaux et les protons éthyléniques, suggerent I'enchainement :

8CH5- Y"CH,-**CH,- pour ces deux chaines, ce qui suppose |'absence de la double liaison Ci5-Cig
par rapport ala chaine précédente.



Les signaux des autres noyaux restent a peu prés au méme déplacement chimique,signifiant
seulement la réduction de la liaison Cy5-Ci6 par rapport a lI'acide linolénique, ce qui mene a l'acide
linoléique soit:

L'acide 9,12-octadecadiénoique (9z, 12z) dont la structure est reportée dans e schéma | V-2-4-2.

(CHy) Et
Ho,C N\ — —

SchémalV-2-4 -2

Ces données sont confirmées par ceux du spectre de masse qui montre en particulier le pic a
m/z=597

Correspondant ala perte de I'acide linoléique par réarrangement de [M+H]

L'emplacement de ces trois chaines sur le glycérol doit se faire de fagon a ce que le carbone du C-2
du glycérol doit étre chiral du fait que les protons de CH, du glycérol sont diastéréotopiques

(vu qu'ils résonnent sous forme de systeme ABX) et non AxX, ce qui méne a placer les deux

chaines en position C-1 et C-2 menant au 1,2dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol ou triglycéride
LLLn [20] dont lastructure est reportée dans le schéma | V-2-4-3
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Schéma IV-2-4-3 : 1,2dilinol éoyl-3-linoléinoyl-glycérol ou triglycérideLLLn 14



IV-2-6: Elucidation structurale du Composé F5, 2,3

Le spectre RMN * H de ce composé est parfaitement identique a celui de F4-7 décrit
précédemment dans Achillea pour le 3-sitostérol, légérement contaminé par du stigmastérol.

Spectre |V-2-5-1 : spectre RMN'H (400MHz, CDCI3, 8ppm) du composé 15

IV-2-6:Elucidation structurale du Composé F4a: 16

Le spectre de masse de ce composé montre un pic moléculaire a m/z=398 orientant vers la formule
brute Czs Has O, soit une molécule comportant 6 insaturations. L'examen du spectre RMN ' H
(spectre n°lV-2-6-1) notamment |'étalement de la zone entre 0,5 et 1,05 ppm montre la présence du
quatre méthyles secondaires et deux méthyles tertiaires a$=1,01; 0,91 ; 0,83 ; 0,81 ; 0,79 et 0,54
ppm et caractéristiques des méthyles 21, 25, 27, 28, 19 et 18 d'un stérol du type érgostérol [21].

Vu le nombre de protons il apparait clairement qu'il Sagit de I'érgostérol dihydrogené, autrement dit
une des trois doubles liaisons de I'érgostérol est saturée. En effet, le spectre RMN *3C (spectre n°lV-
2-6-2) montre clairement la présence de seulement trois CH éthyléniques a 6=135,7 ; 131,9 ;
117,5ppm.Cette observation oriente vers le maintien de la double liaison C-2,- C-,3 €t la saturation
deladouble liaison C-5- C-¢ ou ladouble liaison C-7- C-g.



Spectre n°lV-2-6-2 : Spectre RMN **C (125MHz, CDCI3, ppm) du composé 16

Spectren® 1V-2-6-2 : Spectre RMN * H ((500 MHz, CDCI3, ppm) du composé 16



L'examen du spectre COSY 'H-'H (spectre n°lV-2-6-3) permet la localisation de H-» grace & sa
corrélation avec le CHs.21,ce méme spectre montre une corrélation entre H-xo et I'un des protons
éthyléniques a 6=5,19 (dd, J=15,5 ; 6,9Hz)confirmant ains le maintien de la double liaison C-2-
C—23.

Connaissant H-3 multiplet & §=3,59 ppm,il est aisé toujours, gréce au spectre COSY'H-'H
dattribuer H-4 et H-4' multiplet centré a 6=1,80 ppm.

Ces noyaux montrent une corréation avec le proton éthyléniques a 6=5,15 ppm qui ne peut étre que
H-6.

Cette corréation correspondant & un couplage longue distance (*J) entre H-4 , H-4'et H-6 rendu
possble par la présence de la double liaison qui par conséquent doit se trouver entre C-s- C-6.Ces
données sont appuyees par le spectre relatif & I'expérience HMBC qui montre en particulier une
corrélation entre les protons du CH; -21 et le CH éthylénique a 6=135,7 ppm permettant son
attribution au C-22 par ailleurs, la corrélation entre les protons du CHs-25 et |e carbone éthylénique
a6=131,9 ppm permet |'attribution de ce dernier a C-23

Spectren°lV-2-6-3 : Spectre COSY'H-'H (500 MHz, CDCI3, ppm) du composé 16

Le maintien de la double liaison de la chaine latérale est confirmé par le spectre de masse qui
montre en particulier la présence & m/z=273 correspondant a la perte du radica Cy Hi7 composant
cette chaine latérae.

Cet ion (m/z=273) subit par la suite deux réarrangements,le premier avec perte de H, menant al'‘ion
m/z=271, le second avec perte de H,O menant a I'ion m/z=255. L'apparition de cet ion confirme



bien la présence de la fonction hydroxyle dans la partie tétra cyclique. Ains cette molécule
corregpond au 7-dihydr oérgostérol représenté sur le schéma |V-2-6-1

Schéma |V-2-6-1: 7-dihydroérgostérol
La stéréochimie des centres chiraux est déduite par rapport aux données de la littérature [22].

Les données relatives aux études spectroscopiques sont reportées dans le tableau n° 1V-2-6-1

Tableau n° 1V-2-6-1: Résultats du RMN'H du composé 16

Déplacement chimique &(ppm) Intégration Multiplicité Attribution
5,19 1H dd(1,5;6,9) H-22
5,15 1H m H-6
3,59 1H m H-3
1,80 2H m H-4, H-4
1,01 3H s CH3(21)
0,91 3H S CH3(25)
0,83 3H S CH3(27)
0,81 3H S CH5(28)
0,79 3H S CHs3(19)
0,54 3H S CH5(18)

I\V-2-7: Elucidation structurale du Composé B4 : 17

Le spectre RMN *H (spectre n° 1V-2-7-1) de ce produit notamment la zone des CHz et lazone
entre 6 et 6,5 ppm montredes signaux orientant vers une structure apparentée a l'ergostérol cette
hypothése est appuyée par les spectres *C (spectre n® IV-2-7-2) et les spectres relatif aux
‘expériences DEPT, HSQC (spectre n° 1V-2-7-3), e HMBC qui montrent en particulier les signaux:

*1 CH a6=66,3 ppm attribuable & C-3(64=3,97 ppm).
*2 CH éthyléniques 48.=130,7(dy =6,44 ppm ; m) et a6.=135,5 ppm (34=6,21 ppm ; m).
*2 carbones quaternaires oxygenés a 6.=82,2 et 5.=79,5 ppm.

L'ensembl e de ces quatre atomes de carbone ainsi que la valeur de leur déplacement chimique sont
caractérisiques des atomes de carbone:



C-6, C-7, C-g, C-5 respectivement , une structure goparentée au préoxyde d'érgostérol.

Spectre n° 1V-2-7-2 : Spectre RMN **C (500 MHz, CDCI3, ppm) du Composé 17




Spectre n® 1V-2-7-1 : spectre RMN *H (500 MHz, CDCI3, ppm) du Composé 17

Ces observations sont confirmées par la corrélation sur le spectre relatif al'expérience HMBC, entre
les 2 carbones quaternaires oxygénés et les 2 protons éthyléniques. Par ailleurs, ni le spectre **C | ni
le spectre RMN 'H ne montrent d'autres signaux appartenant & cette molécule dans la zone
éthylénique,ce qui suggere I'absence d'autres doubles liaisons dans cette structure et mene par
conséquent aune chaine latérale saturée.

L'ensemble de ces données est appuyee par le spectre de masse sous impact électronique
(spectre n° 1V-2-7-4) qui montre en particulier un signal a nVz=429 correspondant a [M*°-1], un
signal & m/z=412 correspondant a [M*-18] et confirmant la présence de I'hydroxyle dans cette
molécule.

Le pic intense anYz=368 Da correspondant a la perte d'une molécule de H,O, et une molécule
d'éthyléne confirme bien la structure proposée.

L'ensemble de cette é&ude méne ala structure du 22-dihydr opéroxyde d'ergostérol [23].

(Schéma IV-2-7-1).

Schéma |V-2-7-1: 22-dihydr opéroxyde d'érgostérol

Il est & noté que cet échantillon renferme également d'apres des signaux caractéristiques, du
stigmastérol et du peroxyde d'ergostérol.



Spectre n° 1V-2-7-3 : Spectre SMIE du compose 17

IV-2-8:Elucidation structurale du composé Co: 18

Le spectre IR (spectre n°lV-2-8-1) de cette molécule montre une bande de vibration de valence
relative & une fonction hydroxyle & 3419cm™, et une bande de vibration de valence a 1766 cm’™,
caractérigtique d'un carbonyle lactonique. Aprés acétylation le spectre IR de I'échantillon résultant
montre en plus de la bande au carbonyle de la lactone une bande a 1743 cm™, attribuable au
carbonyle de la fonction acétate introduite. Cette donnée est appuyée par la diminution de I'intensité
de la bande relative au groupement hydroxyle, ce qui suggére la présence d'une fonction alcool dans
cette molécule al'état natif.



Spectre n°lV-2-8-1:Spectre IR du composé Cy a l'état natif



Spectre n°lV-2-8-1:Spectre IR du composé Cy acétylé

Le spectre de masse (spectre n°lV-2-8-2)a haute résolution de I'échantillon apres acétylation montre
une masse exacte de I'ion [M+H] a m/z=159,0671(1,63%)correspondant & la formule brute C; Hiy
O, (masse calculée 159,0657).L'obtention de l'ion correspondant a la molécule protonnée est
commun aux lactones.Par ailleurs, ce spectre montre un pic a m/z=117,0558(1,39%) correspondant
a un réarrangement avec éimination de céténe et formation de l'alcool correspondant (masse
calculée 117,0552) pour la formule brute Cs Hg O3 . La fonction hydroxyle résultante est confirmée
par le pic a m/z=99,0439(2,45%) correspondant a la perte d'une molécule de H, O (masse calculée
99,0446 pour laformule brute Cs H7 O,

L'ion correspondant & la lactone hydroxylée et protonée (117,0558) se réarrange également avec
perte d'une molécule de CH3OH en donnant I'ion & m/z=85,0283(100%) masse calculée 85,0290
pour laformule brute Cs4 Hs O,

.La perte de la molécule de CH3OH signifie la présence d'un groupement CH,OHdans cette lactone.
Toutes ces données sont confirmées par le spectre de masse de I'échantillon natif, qui aprés
protonation donne I'ion a m/z=117 suivi de la perte d'une molécule de H, O donnant I'ion & m/z=99
et qui se réarrange également en perdant une molécule de CH3;OH pour donner I'ion a m/z=85 dont
le signal constitue le pic de base.



Spectre n°1V-2-8-2 : Spectre SMIEHR du composé 18

L'examen du spectre RMN *3C (spectre n°lV-2-8-3) et ses séquences DEPT 135, et 90 confirme la
présence de la fonction lactone par le signa d'un carbonyle quaternaire & 6=178,5 ppm,et confirme
également la présence du groupement CH, hydroxyle & 6=63,8 ppm,et montre en plus un
groupement CH oxygéné a 6=81,2 ppm et qui ne peut correspondre d'aprés la valeur de son
déplacement chimique qu'au CH de la fermeture de la fonction lactone. Ces spectres montrent
également deux groupements CH, sp® non oxygénés a 6=28,6 et 23,1 ppm. L'ensemble de ces
données ainsi que le spectre de masse a haute résolution mene a la formule brute Cs Hg Oz pour le
composé natif non protoné soit une molécule comportant deux insaturations,ce qui suppose le cycle
et le carbonyle de lalactone.



Spectre n°lV-2-8-3: Spectre RMN*® C et ses séquences DEPT du composé 18

L'examen simultané des spectres HSQC (spectre n°lV-2-8-4), COSY (spectre n°lV-2-8-5) et proton
(spectre n°lV-2-8-6) montrent:

O
*L'enchai nement—lcl—O—CH—CHz—OH gréce ala corrélation entre le proton relatif au multiplet &
0=4,57 (5.=81,2 ppm) €t les deux doublets de doublets & 0=3,77( J=12,5; 3,0 Hz) et 6=3,58
(J=125;4,8 Hz) (6.=63,8 ppm)



. Spectre n°lV-2-8-4: Spectre COSY ' H-' H du composé 18

*'enchainement CH- CH,. CH,- gréce aux corrélations observées entre le CH préalablement décrit
et les protons du CH; résonant sous forme de multiplets &6=2,21 ppm et 6=2,05 ppm ( 8.=23,1
ppm) et les corrélations entre les protons de ce dernier CH; et les protons du CH, resonant sous
forme de multiplet centréa 5=2,51ppm et 5.=28,6 ppm.Par ailleurs, le spectre HM BC montre une
corréation nette entre ces derniers protons et le carbone du carbonyle de la lactone signifiant leur
jonction. Ces données ménent a la structure plane reportée dans le schéma I V-2-8-1

CHZ—‘CHZ
*
HO/CHZ/& %O
O

Schéma |V-2-8-1:Structure plane du y-Hydr oxyméthyl- y-Butyrolactone,



. Spectre n°lV-2-8-5: Spectre HSQC (500 MHz, CDCI3 5ppm) du composé 18

Spectre n°1V-2-8-6: Spectre HMBC (500 MHz, CDCl3, ppm) du composé 18



CHZ—‘CHZ
*
HO/CHZ/& %O
O

Spectre n°1V-2-8-7: Spectre RMN (500 MHz, CDCl3 dppm) du compose 18

Cette molécule est connue dans la littérature avec les deux configurations (R) et (S) du carbone
asymétrique y, mais uniquement par des procédures synthéiques .Afin de déterminer la
stéréochimie du centre chiral, nous avons eu recours a |'évaluation du pouvoir rotatoire spécifique
de I'énantiomere que nous avons isolé. Calculé dans le chloroforme a une concentration de 3,9 g/l,
sous un faisceau a lalongueur d'onde de 589 nm (raie D du sodium), lavaeur est de +42,3°

Cette valeur correspond ala configuration absolue (+S)u centre asymétrique .
Soit la y-hydroxyméthyl y-butyrolactone.

Cette molécule est connue uniquement par des procedures synthétiques, qui ont permis I'obtention
des deux énantiomeres,

la (-R) y-hydroxyméthyl- y-butyrolactone [24].Elle est par conséguent nouvelle comme produit
naturel.



IV-2-9: Elucidation structurale du composé Do, 63 : 19

Le spectre IR de ce composé a I'éat natif avant purification montre une bande indiquant la
présence de groupements hydroxyles, ce spectre ne montre par contre pas de bandes de vibration
relatives a des fonctions carbonyles.

La séparation et la purification ultime de ce composé ont été impossibles a I'éat natif, aussi nous
avons eu recours a l'acétylation. En effet, aprés une réaction d'acétylation prolongée (24 heures
d'agitation & température ambiante dans le milieu pyridine en présence d'anhydride acétique) la
purification de ce composé sur plagues préparatives de gel de silice a été aisce.

Le spectre IR de ce composé apres acétylation (spectre n°lV-2-9-1) montre en effet, la disparition
des bandes larges relatives aux vibrations de valence des groupements hydroxyles et I'apparition de
deux bandes intenses & 1753 et 1217cm™’ caractéristiques des vibrations de valences de
groupements carbonyles et de groupements éther d'acétates.

Spectre n°1V-2-9-1: Spectre IR du composé 19 (gprés acétylation)

Le spectre de masse a haute résolution (spectre n°lV-2-9-3), montre une masse exacte du pic
moléculaire & nYz=568,1785 correspondant & la formule brute CasHs2014 (calculée 568,1792), soit
une molécule comportant 11 insaturations.



Ce spectre montre également des sgnaux a m/z=526,1730, calculée 526,1686 pour CzsH30013,
relatif a un réarrangement avec perte de céténe orientant ains vers la présence d'un groupe acétete,
la perte de cétene se poursuit gréce notamment a l'apparition des signaux am/z=484,1601, calculée
484,1581 pour CxH2s012); mz=442,1457, calculée 442,1475 pour CxoH26011, montrant aing la

présence d'au moins 3 groupements acétates et informant sur la présence d'au moins 3 groupements
hydroxyles dans le compose natif.

OAc
AcO (@] (@]

AcO OAc
OAc OAc

Spectre n°1V-2-9-2: Spectre SMIE du composé 19



L'examen du spectre proton du composé acétylé révéle la présence de 6 groupements CHs
caractérigtiques des groupements acétates a 6=2,34; 2.33 ; 2,15 ; 2,08 ; 2,05 et 1,99 ppm orientant
ains vers la présence de 6 groupements acétates dans le composé acétylé et par conséquent 6
groupements hydroxyles dans le compose natif.

Ce spectre proton montre également:

- Un singulet large d'intégration 2H a 6=7,14 ppm porté, d’apres le spectre HSQC (spectre n°lV-2-
9-4) par les atomes de carbone a 6c=123,2 et 5c=127,2 ppm et un singulet large d'intégration 1H &
6=7,09 ppm porté I’atome de carbone a 6c=123,8 ppm. Ces noyaux sont caractéristiques de protons
aromatiques en position méta.

Ce spectre montre également:

-Un doublet d'intégration 1H a 6=4,54 ppm (J=8,0Hz) caractéristique du proton anomérique d'un
sucre. Sur le spectre HSQC ce proton corréle avec |I'atome de carbone a6=100,7 ppm indiquant une
jonction O-sucre de la génine. Les signaux relatifs a ce substituant glycosyle peuvent étre attribués
grace & la combinaison des éudes des spectres COSY 'H-'H et HSQC. Ains la corréation
observée entre le proton anomérique de ce glycosyle et le noyau résonant a 6=5,05 ppm (86.=71,9
ppm) sous forme d'un doublet de doublets (J=9,6 ; 8,0 Hz) permet son attribution a H-2 du sucre
gue nous notons H-2"".

OAc
AcO (0] (0]

AcO OAc
OAc OAc

Spectre n°1V-2-9-3: Spectre RMN *H (500 MHz, CDCl3, § ppm) du composé 19



Les valeurs des constantes de couplage évaluées dans ce signal reflétent deux interactions de type
axial-axial indiquant une jonction du type 3 du glycosyle et une orientation axiale de H-2’* excluant
alors le manose et le rhamnose de cette substitution.

Lalocalisation de H-2’’ méne al'attribution de H-3’’ & 6=5,24 ppm sous forme d'un triplet (J=9,6
Hz). La valeur de cette constante de couplage indiquant une intéraction du type axia-axial signifie
une orientation axiale de H-4’ excluant aors le gaactosyle comme substituant et oriente par
conséquent vers un glucosyle. Les signaux relatifs au groupement CH, apparaissant sous forme de
deux doublets de doublets a 6=4,32 ppm (J=12,3 ; 4,8 Hz) et a6=4,20 ppm (J=12,3 ; 2,4 Hz) sont
attribuables a H-6"a et H-6"b respectivement de ce glucosyle. Ces deux noyaux ainsi que H-4’" dont
la localisation (triplet a 6=5,14 ppm ; J=9,6 Hz), a été aisée gréce a sa corrélation avec H-3",
corrélent avec le noyau dont le signa apparait sous forme d’un multiplet a 6=3,73 ppm, superposé
avec le signal d'un autre proton, qui ne peut étre attribué qu’a H-5".

Spectre n°lV-2-9-3: Spectre COSY 'H-'H (500 MHz, CDCI3, § ppm) du composé 19



Spectre n°lV-2-9-4 : Spectre HSQC (500 MHz, CDCI3,  ppm) du compose 19

Lanature du sucre est également confirmeée par la multiplicité du signal H-4".

Ces études spectrales révelent également la présence de deux groupements CH, vicinaux formant
un systéme ABMX a6=2,95 et 2,93 (6.=35,3 ppm) ; 4,18 et 3,74 ppm (8.=70,0 ppm). Lavaleur du
déplacement chimique des protons et du carbone de ce dernier groupement suggerent son
oxygeénation.

L'é&ude du spectre relatif a I'expérience HMBC révéle une corrélation entre les protons du
groupement CH; a 6=2,95 et 2,93 ppm et les carbones du noyau aromatique a 8.=127,2 ppm €t le
carbone & 6.=123,2 ppm signifiant d'une part que ce groupement CH, est directement attaché au
noyau aromatique, d'autre part que les deux protons & 6=7,14 ppm sont en position ortho et ortho
prime par rapport ala chaine CH,-CH,-O-.

Par ailleurs, ce spectre montre une corréation nette:

Entre le proton anomérique et le carbone du groupement CH,-O- signifiant I'enchainement
-CH,-CH,-O- glucosyle dans cette structure.

Ains en tenant compte de la multiplicité des signaux des protons du noyau aromatique, il est
parfaitement envisageable de placer le troiséme H du noyau aromatique en position para par
rapport alachaine. _

L'ensemble de ces données mene a la structure du composé natif reportée dans

le schémalV-2-9-1.



OH
HO O O

OH OH

Schéma | V-2-9-1:2-(3,5-dihydroxyphényl)-1-O-B-glucopyr anosyl éthane.

Ce produit est nouveau en tant que produit naturel, il est connu uniquement par des procédures
synthétiques [25].

Ce compose et ses dérivés Smilaires sont utilisée comme substance médicinale antioxydante [25]
Les données spectroscopiques rel atives au composé acétylé sont reportées dans le tableau 1V-2-9-1.

Tableau IV-2-9-1 : Données spectroscopiques relatives au compose 19 acétylé.

Position | Hd (ppm) J (Hz) C d(ppm)
1 4,18 m 70,0
3,74 m
2 2,95m 35,3
2,93 m
r 4,54d (8,0) 137,4
2 7,14 sl 123,2*
3 141,5**
4 7,09 sl 123,8
5 141,5**
6’ 7,14 sl 127,2*
1” 4,54d (8,0 100,7
2”7 5,05dd (9,6 ; 8,0) 71,2
3” 5,241 (9,6) 72,9
4 5,141 (9,6) 68,5
5” 3,73m 71,9
6" 4,32 .dd (12,3 4,8) 62,0
4,20dd (12,3 2,4)

*Ces noyaux peuvent étre échangés
**\/aleurs déduites du spectre HMBC

Ainsi, nos travaux sur Ranunculus cortusifolius (Ranunculaceae), une espece qui n’ajamais fait
I’objet d’é&udes phytochimiques auparavant, ont permis la détermination structurale de neufs
composésdont 7 al’état natif et deux acétylés. Parmi ces composés, deux sont nouveaux en tant
que substances naturelles. |1 faut signaler, que les structures des produits purifiés et non

actuellement déterminées sont en cours d’établissement.




Concluson

Dans ce chapitre, nous avons reporté, les établissements de structures de 19 produits dont 10 isolés
de Achillea ligustica, parmi lesquels une lactone sesquiterpénique nouvelle, ces résultats ont fait
I’objet d’une publication internationale. Les 9 autres produits ont été isolés de Ranunculus
cortusifolius, ces résultats feront I’objet d’une publication, actuellement en cours de rédaction.

Au cours de ces travaux d’établissement de structure, nous avons eu recours aux techniques
spectroscopiques les plus sophistiquées, notamment les expériences de RMN multi impulsionnelle

et bidimensionnelle et les modes d’ionisation douce de la spectrométrie de masse a haute et basse
résolution.
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CONCLUSION

GENERALE



L'homme &, de tout temps, utilisé ou tenté d'utiliser pour se soigner les produits & sa disposition
dans la nature. L'intérét des produits naturels comme principes actifs ou sources d'inspiration pour
la conception de nouveaux médicaments découle de leur réle de médiateurs de communication
chimique dans le vivant. Si les antibiotiques constituent & ce point de vue des exemples immédiats,
de nombreux métabolites secondaires naturels se montrent dignes d'intérét.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux différents métabolites secondaires issus de
deux plantes différentes. L'une appartenant alafamille des composées du genre Achillea l'autre ala
famille des renonculacées du genre Ranunculus

Aprés extraction acoolique des parties aériennes des deux plantes, nous avons soumis |'extrait
brut obtenu aux différentes méthodes chromatographiques qui ont permis I'obtentions des 10
produits a partir de Achillea ligustica All. et 12 produits a partir de Ranunculus cortusifolus

Pour |'établissement des structures des composés isolés, nous avons fait appel aux différentes
techniques physico-chimiques notamment:

La spectroscopie RMN'H, la RMN®C et leurs séquences bidimensionnelles, ains que la
spectrométrie de masse & haute résolution au mode |.E et FAB et par diffraction de RX

Aind, I'éude phytochimique de I'extrait brut menée sur Achilléa ligugtica a permis I'isolement
de 10 produits qui sont :

* (E)-ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadiénoate

*4a(2H) — Naphtaénol,1,2,3,5,6,8a hexahydro-7-methyl-4-methylene-1-(1-
methylethyl),(1a,4a0,8a0)

*2-Oxoisodauc-5-éne-12a

*Bornéole

*Tridecan-1-ol

* R-sitostérol

*Filifolide A

*5, 7dihydroxy 4', 6,3- trimethoxyl flavone (Santine)

* *Une lactone sesquiterpénique nouvelle a qui nous avons donné le nom Algerianolide
*4'-q-diméthoxyacétophénone

L'éude phytochimique de I'extrait de Ranunculus Cortusifolius, a permis I'isolement et la
détermination structurale de 12 produits a l'état natif et 2 apres acétylation:



Les 12 produits a |'état natif

*Glycéryl-1-tétracosanoate

*3-Ox0-a-ionone

* Anémonine

*1,2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol

* R-sitostérol

*7-dihydroérgostérol

*22-dihydropéroxide d'ergostérol

*(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone

*2-(3, 5-dihydroxyphényl)-1-O- R-glucopyranosylethane

NB : Les produits restants sont en cours de détermination de structure
Les 2 apreés acétylation:

(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone acétate
2-(3',5-dihydroxyphenyl) -1-O —- glucopyranosylethane acétate

Les résultats obtenus montrent que I'espéce Achilléa Ligustica est riche en composés terpéniques

Ces métabolites soulignent des propriétés biologiques remarquables qui sont signalées dans des
travaux scientifiques publiés dansla littérature.

Ce travail apporte une nouveauté a ce genre qui réside dans le fait que c'est la premiere fois qu'une
lactone sesquiterpénique portant un atomede clore en C-2 est isolé de ce genre

Il est important de signaler que ces deux acétylés et leurs correspondants hydroxylés sont nouveaux
autant que produits naturels.



Résumé:

En Afrique et par tout dans le monde, les médicaments traditionnels a base de plantes sont utilisés
pour traiter les maladies chroniques et aigues, dans les zones rurales et urbaines. L'intérét pour les
thérapeutiques traditionnelles n'est pas nouveau,mais il sest accrue ces derniers années du fait des
progrés introduits notamment gréce aux nouveles stratégies incluant des disciplines nouvelles
telles que : I'ethonopharmacologie les criblages biologiques robotisés et I'acces aux bases de
données bibliographique, et du renouveau d'intérét pour les ressources renouvelables et pour la
meédecine traditionnelle.

Dans ce travail, notre intérét sest porté sur I'isolement de métabolites secondaires a la recherche de
nouvelles molécules susceptibles d'étre bio actives.

En ce qui concerne le choix des espéces a étudiés ,notre critére principal a été I'endémisme et le fait
que I'Algérie soit une des régions les plus stratégiques et les plus privilégiées en matiére de flore et
de connaissance de la médecine traditionnelle . De ce fait nous avons sélectionné deux especes :

-Achilléa ligustica, espéce trés utilisé dans nos régions montagneuses sur les blessures, les plaies
ouvertes et les douleurs gastriques et

- Ranunculus cortusifolius, une espéece endémique des Tles Canaries,Maderes et Agores est utilisé
dans la médecines traditionnelle de ces régions

Aprés extraction des parties aériennes de ces deux espéces suivie d'une séparation et purification, ce
travail amené al'obtention & I'état pur de 22 composés dont 19 ont été identifiés par la combinaison
des données spectroscopiques notamment: la RMN'HJla  RMN™C et les séquences
bidimensionnelles (COSY (*H-'H),HSQC,HMBC et ROESY), par diffraction de RX ainsi que la
spectrométrie de masse HRIE" et HRFAB, ces composés sont :

* (E)-ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadiénoate

*4a (2H) — Naphtd énol, 1,2,3,5,6,8a hexahydro- 7-methyl-4-methyl éne-1-(1-methyl ethyl),
(1a,4a0.,8a0)

*2-Oxo-isodauc-3-ene-12d  *Bornéole *Tridecan-1-ol
* R-sitostérol *Filifolide A *5, 7dihydroxy 4', 6,3- trimethoxyl flavone
*Une lactone sesquiterpénique nouvelle a qui nous avons donné le nom Algerianolide.

*4'-q-diméthoxyacétophénone

*Glycéryl-1-tétracosanoate *3-Ox0-a-ionone * Anémonine
*1,2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol * R-sitostérol *7-dihydroérgostérol
*22-dihydropéroxide d'ergostérol *(S) (+) y-hydroxymethyl- y-butyrolactone

*2-(3, 5-dihydroxyphényl)-1-O- R-glucopyranosylethane

Cetravail afait I'objet d'une publication dans le journal Biochemical systematics and Ecology.

Ceux concernant Ranunclus cortusifolius sont en cours de publication.



Summary:

In Africa and all over the world, traditional medicines made from plants are used to treat acute and
chronic diseases, in rura and urban areas. Interest in traditional therapy is not new, but it has
increased in recent years as a result of advances introduced particularly thanks to new strategies
including disciplines news such as the ethonopharmacologie the screenings and biological robotic
access the bibliographic databases, and the renewed interest in renewable resources and traditional
medicine.

In this work, our interest was focused on the isolation of secondary metabolites in the search for
new molecules which can be organic active.

Regarding the choice of species studied, our primary endpoint was endemism and the fact that
Algeriais one of the most strategic and most privileged in terms of flora and knowledge of
traditional medicine. So we selected two species:

- Achilléa ligudtica, a species widely used in our mountainous regions on the wounds open wounds
and stomach pains and

- Ranunculus cortusifolius, an endemic species in the Canary Islands, Maderes and the Azoresis
used in traditional medicine in these regions

After extraction of parts of these two species followed by separation and purification, this work led
to the acquisition inits purest form of 22 compounds which 19 were identified by a combination of
spectroscopic dataincluding: RMN*H, RMN*C and sequences two-dimensional (COZY (*H-'H),
HSQC, and HMBC ROESY), RX diffraction and mass spectrometry HRIE + and HRFAB +, these
compounds are;

* (E) -ethyl-3, 7-dimethyl-3, 6-octadienoate

* 4 a(2H)-Naphtalénol,1,2,3,5,6,8a hexahydro-7-methyl-4-methyl éne-1-(1-methyl ethyl) (1, 4a

a,8an)
* 2-Oxoisodauc-5-éne-12al  * Bornéole * Tridecan-1-ol
* B-sitostérol * Filifolide A * 5, 7dihydroxy 4 ', 6.3-trimethoxyl flavone

* A lactone sesquiterpénique news to which we have given the name Algerianolide.
* 4'- - diméhoxyacétophénone

* Glycéryl-1-téracosanoate * 3-Oxo- a- ionone  * Anémonine

* 1.2-dilinoléoyl-3-linolénoyl-glycérol * B-ditostérol * 7-dihydroérgostérol
* 22-dihydropéroxide of ergosterol * (S) (+) y- hydroxymethyl- y- butyrolactone

* 2 - (3, 5-dihydroxyphényl) -1-O- B-glucopyranosylethane

This work is the subject of a publication in the journal Biochemical systematics and Ecology.
Those on Ranunclus cortusifolius be displayed soon.



