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RESUME

Larecherche sur les plantes médicinales a connu un essor important, principalement en raison
de l'intérét pour les thérapies naturelles et les produits dérivés des métabolites secondaires. Ces
composés bioactifs ont démontré un large éventail d'activités biologiques, telles que des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuses. Parmi les nombreuses
plantes médicinales étudiées, Carthamus caeruleus est utilisée en médecine traditionnelle dans
plusieurs régions algériennes. Elle est notamment reconnue pour ses bienfaits dans le traitement des
brilures et des cicatrices cutanées.

Afin d’approfondir les connaissances concernant les propriétés de Carthamus caeruleus, ce
projet de recherche s’est penché sur I'extraction, I'isolation et la caractérisation des composés de
cette plante. Les travaux de cette étude ont permis d’extraire des fractions a l'aide de solvants de
polarités différentes. Les fractions obtenues (dichlorométhane, acétate d’éthyle et eau) ont été
testées pour leurs activités biologiques. La fraction DCM a montré une activité antioxydante
remarquable (ICso < 0,195 pg/mL), suivie par AcOEt (ICso = 2,8 £ 0,7 ug/ml) et H,O (IC50 =7 £ 3
pg/ml). La fraction AcOEt est la plus riche en polyphénols (18 £ 2 g/100g). Sur le plan anti-
inflammatoire, la fraction DCM s’est distinguée avec une inhibition des monoxydes (NO) de 100 % a
40 pg/ml (ICso = 13 £ 3 pg/ml), tandis que la fraction AcOEt affiche 89 % d’inhibition a la méme
concentration. Les fractions H,O et brut ont montré des résultats modérés. Concernant I'activité
antibactérienne, la fraction DCM a présenté des ICs, de 17 + 3 pg/ml pour Escherichia coli et 18 + 4
pug/ml pour Staphylococcus aureus, confirmant son potentiel antibactérien. La fraction AcOEt a
montré une activité modérée avec des ICs, respectifs de 62 + 14 ug/ml et 85 + 11 pug/ml. Les essais
de cytotoxicité révelent que la fraction DCM est modérément toxique avec des ICs, de 108 + 7 ug/ml
pour A-549 et 59 + 2 ug/ml pour DLD-1. En revanche, les fractions AcOEt et H,O ne montrent qu’une
faible toxicité.

Chaque fraction a subi un fractionnement bioguidé et a permis d’isoler des composés bioactifs,
dont lidentification a été confirmée par des analyses spectroscopiques (RMN, spectrométrie de
masse). Parmi les molécules identifiées, figurent la syringine (glycoside phénylpropanoide), la
syringinoside (diglycoside phénylpropanoide), le (4E,6E,12E)-4,6,12-tétradécatriene-8,10-diyne-1,3-
diol), le safynol et le 2-méthoxy safynol (polyacétylene), ainsi que des flavonoides comme
lisorhamnétine, la 3',4'-diméthoxyquercétine et I'acacétine. La scopolétine et I'isoscopolétine ont
également été isolées. Des triterpénes tels que I'alpha-amyrine et la béta-amyrine ont aussi été
identifiés. Par ailleurs, une analyse du profil lipidique des extraits a révélé une composition riche en
acides gras essentiels. Les acides gras saturés représentent 24,5 % du profil total, avec une nette
prédominance de I'acide palmitique (20,22 %). Les acides gras monoinsaturés (principalement I'acide
oléique) sont présents, totalisant un peu plus de 12,2 % du profil lipidique. Les polyinsaturés dominent
largement le profil lipidique avec 63,2 %, principalement constitué d’acide linoléique (40,5 %) et
d’acide alpha-linolénique (22,3 %).

Le test de cytotoxicité des composés isolés a révélé que la majorité d’entre eux, notamment la
syringine 1, la syringinoside 2, I'alpha et béta amyrine 6, la scopolétine 8, I'isorhamnétine 11, la 3’,4'-
diméthoxyquercétine 12 et l'isoscopoletine 14, sont dépourvues de cytotoxicité significative (ICsq >
200 uM). En revanche, I'acacétine 13 a présenté la cytotoxicité la plus marquée contre les lignées
cancéreuses A-549 et DLD-1 (ICs, jusqu’a 36 pM), mais également une toxicité comparable sur les
cellules normales WS-1 (ICs, = 72 uM), suggérant un effet cytotoxique non sélectif. Concernant
I'activité anti-inflammatoire, lisorhamnétine 11 (ICs, = 30 = 5 pM), la 3’,4’-diméthoxyquercétine 12
(ICso = 45 £ 6 uM) et surtout I'acacétine 13 (ICso = 22 £ 3 uM) ont induit une inhibition de 100 %,
témoignant d’'une forte efficacité. L’isoscopoletine 14 a également montré une activité notable (ICs,
=79 + 13 uM). Pour I'activité antioxydante, seule la syringinoside 2 a révélé une IC;, significative (13
+ 3 uM). Enfin, aucun des composés testés n’a présenté d’activité antibactérienne (IC9o > 200 uM
contre E. coli et S. aureus).
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INTRODUCTION

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les br(lures constituent un probléme de
santé publique a I'’échelle mondiale, entrainant environ 180 000 déces par an'. Au Canada, plus de
46 000 brdlures sont signalées chaque année, dont environ 2 100 nécessitent une hospitalisation.
Parmi ces cas, prés de la moitié concernent des échaudures a 52,3 %, tandis que 29,9 % résultent
d’'un contact avec des objets brilants!. Les principales causes d'échaudures sont les boissons
chaudes et I'eau chaude, représentant respectivement 34,1 % et 28,9 % des cas. Concernant les
brhlures par contact, les cuisiniéres et les fours sont responsables de 22,0 % des cas, suivis des
foyers et de leurs accessoires avec 19,6 % des cas. Environ 13,0 % des brdlures sont suffisamment
graves pour nécessiter une hospitalisation, avec un taux d'hospitalisation particulierement élevé de
38,9 % chez les personnes exposées a des incendies, a des flammes ou a des fumées?.

Une brllure est définie comme une destruction aigué, partielle ou totale, du revétement cutané
due a une exposition a une chaleur intense ou a des agents physiques ou chimiques??2. Les br(lures
peuvent étre classées en fonction de divers critéres, tels que leur profondeur, leur étendue et les
facteurs individuels du patient, en brllures mineures, modérées ou graves?.

Différents traitements visant a protéger, cicatriser ou désinfecter peuvent étre appliqués sur
les brllures cutanées superficielles non infectées, telles que les émulsions cutanées®. Dans les cas
de brllures étendues, une cascade de réactions corporelles peut rapidement mettre en danger la vie
du patient, rendant nécessaire une intervention chirurgicale, comme la greffe de peau®%78. Cette
procédure implique de prélever un morceau de peau sur une zone saine (généralement la cuisse)
pour le greffer sur la zone Iésée qui ne peut pas cicatriser seule, et pour éviter I'apparition des
désordres cicatriciels il est nécessaire d'utiliser les vétements compressifs ; une orthése cutanée qui
exerce une pression sur une cicatrice de brilure®.

Cependant, tous ces traitements peuvent comporter des effets secondaires, tels que des
infections cutanées, des allergies et des cicatrices inesthétiques, entrainant des préoccupations en

raison de leur fréquence et des colts associés aux soins. Pour répondre a cette problématique, il est



important de trouver des nouveaux produits naturels capables d’identifier les brllures profondes tout
en garantissant une cicatrisation esthétique a un codt abordable®.

Au cours des derniéres années, les plantes médicinales ont été largement utilisées pour traiter
les brdlures cutanées, apportant soulagement de la douleur, contr6le des saignements et
accélération du processus de cicatrisation®. L’Algérie est riche en biodiversité, avec plus de 4 000
espéces et sous-especes de plantes identifiées dont 15 % sont endémiques®. De nombreuses
plantes possedent des métabolites secondaires aux propriétés pharmacologiques variées®. En
Kabylie, notamment, la médecine traditionnelle a base de plantes reste un pilier des soins de santé
pour une part importante de la population. A Tizi Ouzou, l'utilisation de plantes médicinales est
répandue, en particulier chez les personnes agées (plus de 50 ans), représentant 81,3 % des
utilisateurs?0.

Dans le cadre de cette recherche, nous nous intéressons a Carthamus caeruleus, dont les
racines sont couramment utilisées sous forme de créeme semi-solide. Cette creme favorise la
réparation de la barriére cutanée, apaise et protege la peau, réduit le risque d'infection et stimule la
régénération cellulaire, permettant ainsi la disparition compléte des cicatrices?C.

L'objectif est d'identifier et d'analyser les composés bioactifs présents dans ces racines. Ce
processus permet de découvrir des substances susceptibles de posséder des propriétés
médicinales, telles que des activités antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires ou
cytotoxiques. Le laboratoire LASEVE dispose d'une expertise approfondie dans les études
phytochimiques, principalement orientées vers I'ethnobotanique. De nombreuses techniques
d’extraction, de séparation, de purification et d’identification y sont utilisées. Depuis plusieurs années,
le laboratoire s’intéresse a la valorisation d’extraits riches en composés bioactifs pour le
développement de différents produits biopharmaceutiques.

Objectifs
Objectif général

e Analyse phytochimique et I'évaluation biologique des racines de Carthamus caeruleus
Objectifs spécifiques

Pour atteindre cet objectif, nous devons réaliser les taches spécifiques suivantes :



e Récolter, sécher et broyer les racines Carthamus caeruleus.

e Réaliser une étude phytochimique des racines.

e Evaluer les activités biologiques antioxydante, anti-inflammatoire, cytotoxique, et
antibactérienne des extraits.

e Isoler et caractériser les composés responsables des activités biologiques.

Ce mémoire est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a la description
de l'espéce végétale choisie ainsi qu'aux familles chimiques des composés identifiés dans le genre
Carthamus sous forme de revue de la littérature scientifique. Le deuxiéme chapitre décrit en détail
les procédures expérimentales mises en ceuvre. Le troisi€me chapitre présente les résultats obtenus
a partir des expérimentations effectuées, accompagné d'une discussion qui met en avant les points
essentiels qui en découlent. Enfin, une conclusion suivie de perspectives est proposée a la fin de ce

document.



CHAPITRE 1
REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Rappel sur I'anatomie de la peau

La peau est I'organe le plus vaste et le plus lourd du corps humain, représentant environ 16 %
du poids corporel total. Elle sert de barriere physique entre I'organisme et I'environnement, offrant
une protection contre les agressions mécaniques, thermiques et chimiques!®. La peau permet
également la régulation thermique, la production de vitamine D et joue un réle majeur dans le systéme
immunitaire. Elle est composée de trois couches principales : I'épiderme, le derme et I'hypoderme.
Chaque couche joue un réle fondamental dans les fonctions biologiques de la peau et dans sa
capacité a se régénérer apres une lésion??,

1.1.1 L’épiderme

L’épiderme est la couche la plus externe de la peau et, a ce titre, il est directement exposé aux
agressions extérieures. Il joue un rble protecteur essentiel contre les agents pathogeénes, les
radiations UV et les pertes d'eau. Cette couche est principalement constituée de cellules appelées
kératinocytes, mais elle renferme également plusieurs autres types cellulaires qui lui conférent
diverses fonctions?!L.

Les kératinocytes représentent environ 90 % de la population cellulaire de I'épiderme. Leur
réle principal est la synthése de la kératine, une protéine fibreuse insoluble dans I'eau qui protége la
peau des agressions mécaniques et chimique. Les kératinocytes sont organisés en plusieurs
couches : la couche basale, la couche épineuse, la couche granuleuse, la couche claire et la couche
cornée, qui est la couche la plus superficiellel?.

Situés dans la couche basale de I'épiderme, les mélanocytes produisent la mélanine, un
pigment responsable de la coloration de la peau. La mélanine protege la peau des rayons UV en
absorbant la lumiére et en réduisant les risques de mutations génétiques qui peuvent entrainer des
cancers de la peau??.

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques qui jouent un réle important dans la
surveillance immunitaire de la peau. Elles détectent les agents pathogénes et participent a 'initiation

des réponses immunitaires de la peau's.



Les cellules de Merkel sont localisées dans les couches basales de I'épiderme et se trouvent
a proximité des terminaisons nerveuses. Elles sont impliquées dans la sensation tactile et la détection

de la pression?s,

1.1.2 Lederme

Le derme est la couche située sous I'épiderme. Il constitue le tissu de soutien de la peau et
contient une variété de structures essentielles au maintien de l'intégrité de la peau, telles que des
vaisseaux sanguins, des nerfs, des follicules pileux et des glandes'* Le derme se compose
principalement de tissu conjonctif, constitué de fibres de collagéne, d’élastine et de réticuline qui
conferent a la peau sa résistance, son élasticité et sa capacité de régénération'4.

Les fibroblastes sont des cellules du derme responsables de la production de collagéne et
d'élastine, deux protéines qui donnent a la peau sa fermeté et son élasticité. Les fibroblastes jouent
également un réle clé dans la cicatrisation de la peau aprées une lésion?5,

Le derme abrite également des cellules immunitaires telles que les macrophages et les
lymphocytes qui participent activement aux réponses inflammatoires et a la défense contre les
infections. Ces cellules jouent un réle fondamental dans la réparation des tissus et dans I'élimination
des agents pathogénes®®.

Le derme contient également plusieurs structures annexes importantes, notamment les
glandes sudoripares, les glandes sébacées et les follicules pileux. Ces annexes sont essentielles
pour les fonctions de régulation thermique et de protection de la peau?®.

1.1.3 L'hypoderme

L’hypoderme, ou tissu sous-cutané, est la couche la plus profonde de la peau. Composé
principalement de tissu adipeux, il joue un réle important dans lisolation thermique du corps, le
stockage des graisses et le soutien des organes internes!®. L’hypoderme permet également de
protéger les muscles et les os des chocs externes. Les cellules spécialisées dans cette fonction sont

les adipocytes, qui stockent les lipides sous forme de graisses?®.



1.2  Définition d’une bralure cutanée

Une brdlure cutanée est définie comme une Iésion tissulaire résultant d'une exposition a des
agents thermiques (chaleur), chimiques, électriques ou radiatifs. Elle peut entrainer une destruction
partielle ou totale de la peau et des tissus sous-jacents, compromettant l'intégrité et la fonction de la
peau, avec des conséquences parfois graves pour la santé de l'individul®. Les brdlures peuvent
altérer la fonction physique (en perturbant la régulation thermique, 'immunité, ou la sensibilité) et
entrainer des conséguences esthétiques importantes (cicatrices et déformations)!7.

Les brdlures sont classées en fonction de plusieurs critéres, dont le degré de Iésion cutanée,
la surface corporelle affectée et la localisation des lésions. La prise en charge des brllures dépend
de ces facteurs et nécessite des interventions adaptées pour minimiser les complications et accélérer
la récupération?’,

1.2.1 Les différents degrés des brilures

La classification des brllures se base principalement sur le degré d’atteinte des couches

cutanées, allant du premier au quatriéme degré, tel que le montre la figure 1 ci-dessous. Cette

classification permet d’évaluer la gravité de la brllure et de définir les traitements appropriés?’.

1.2.1.1 Brdlure de 1° degré

Une brllure de premier degré est une brilure superficielle, limitée a I'épiderme. Elle se
caractérise par une peau rouge, douloureuse et parfois Iégérement enflée, semblable & un coup de
soleil. Ce type de brilure ne laisse généralement pas de cicatrices aprés guérison. Histologiquement,
seules les couches superficielles de I'épiderme sont atteintes®. En raison de la faible profondeur de
I'atteinte, la cicatrisation se fait spontanément en 3 a 4 jours, sans intervention chirurgicale.

Le traitement des brllures de premier degré consiste en la gestion de la douleur (analgésiques)
et 'application de pansements gras ou de crémes hydratantes pour maintenir I'hydratation de la peau.
Il est également essentiel de protéger la zone touchée des infections en évitant le contact avec des

agents pathogenes?®.
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Derme
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Skimel. Burn degrees on human skin diagram in French 2022. URL:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Burn_Degree_Diagram-fr.png.

Figure 1: Les degrés des brillures cutanées.

1.2.1.2 BrQlure de 2¢ degré

Les brllures de deuxieme degré affectent non seulement I'épiderme mais aussi une partie du
derme. Elles sont classées en deux sous-types :

e Brdlure superficielle de deuxieme degré : Les Iésions sont caractérisées par une peau rouge,
douloureuse, avec des phlyctenes (cloques remplies de liquide clair). Histologiquement, la
brilure affecte I'épiderme et le derme superficiel, mais la couche basale de I'épiderme est
encore intacte??, Ce type de brdlure se cicatrise généralement en 8 a 10 jours sans laisser
de cicatrices importantes, bien que des soins appropriés (pansements gras, analgésiques,
etc.) soient nécessaires?..

e Brllure profonde de deuxieme degré : Les Iésions sont plus graves, avec une peau de

couleur blanche ou péle, parfois moins douloureuse en raison de la destruction partielle des
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terminaisons nerveuses. Histologiquement, cette brilure atteint les couches profondes du
derme, mais la peau peut encore guérir, bien que la cicatrisation prenne plus de temps?..
Dans certains cas, une greffe de peau peut étre nécessaire si la cicatrisation ne se produit
pas naturellement. Ce type de brilure peut laisser des cicatrices importantes, notamment en
raison de la destruction des fibres de collagéne et d’élastine?!.

1.2.1.3 Brdlure de 3¢ degré

Les brdlures de troisieme degré sont les plus graves, avec une destruction compléte de
I'épiderme et du derme, et parfois de I'hypoderme. Elles sont caractérisées par une peau dure, séche,
cartonnée, de couleur blanchatre, brune ou noire, et sont souvent indolores en raison de la
destruction des terminaisons nerveuses. La cicatrisation ne peut pas se faire spontanément, et une
prise en charge médicale urgente est nécessaire??.

Le traitement de ce type de brilure comprend généralement I'excision des tissus morts et une
greffe de peau pour favoriser la régénération des tissus. La rééducation et le traitement de la douleur
peuvent durer plusieurs mois, et les cicatrices laissées par ces brllures peuvent étre séveéres,
nécessitant des interventions chirurgicales ou esthétiques?2.

1.2.1.4 Brdlure de 4¢ degré

Les brllures de quatrieme degré sont extrémement graves et englobent des lésions non
seulement de la peau, mais aussi des tissus sous-jacents tels que les muscles, les tendons et parfois
les os. La peau devient carbonisée et la Iésion est souvent accompagnée de défaillances des organes
internes en raison de la destruction des tissus profonds. Ces brllures nécessitent des interventions
chirurgicales d'urgence, y compris des greffes de peau, des amputations dans certains cas, et des
soins intensifs pour gérer les complications?2.

La prise en charge de ces brQlures repose sur des traitements chirurgicaux, une surveillance

clinique et une rééducation post-chirurgicale pour minimiser les pertes fonctionnelles et esthétiques?3.



1.3  Etude botanique

1.3.1 Lafamille des Astéracées

Les Astéracées font parties d’une famille importante des plantes dicotylédones. Elle est connue
sous le nom de famille cosmopolite, car ce sont des plantes a distribution géographique trés vaste et
répandue dans le monde entier?4, Elle se trouve dans les habitats forestiers, les prairies d’altitude et
méme les espaces verts urbains. Cependant, elle est beaucoup moins fréquente dans les zones
tropicales?®*.

La morphologie des plantes Asteraceae est également diversifiée. Certaines especes sont des
arbres atteignant plus de 30 m24. Cependant, d’autres sont des arbustes, et la plupart sont des herbes
vivaces ou moins annuelles, allant de tournesols de 1 a 3 m de haut a des formes presque sessiles?5.
Cette famille comprend plus de 1600 genres et 25000 espéeces dans le monde?s. Par exemple
Achillea, Artemisia, Carthamus, Dittrichia, Helichrysum, Jurinea, Onopordon, Postia, Pulicaria, Thev
enoti, et Xanthium?>. La majorité de ces espéces ont des applications thérapeutiques en médecine
traditionnelle qui présentent un large éventail d’activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes et

antioxydantes?5.

1.3.2 Genre Carthamus

Le nom générique est peut-étre dérivé d’'un mot arabe, signifiant teinture (Kartam), et
rappellerait les propriétés de certaines de ces plantes?>. C’est une de plante a fleurs qui a une
morphologie proche des chardons?. Le genre Carthamus est un membre de la famille des cynarées,
sous-familles tubuliflores, et de la famille des Astéracées. Ce genre comprend 20 espéces, se
différenciant par leur habitat, leurs caractéristiques botaniques et utilisations26. L'espéce la plus
connue est le Carthamus tinctorius, ou le carthame des teinturiers?6. Ce dernier est cultivé
principalement pour ses graines qui sont riches en huile et utilisées a des fins alimentaires et
industrielles?®. Carthamus caeruleus ou le carthame bleu, est souvent cultivée a des fins
ornementales ainsi que pour ses graines riches en huile. Ses racines sont utilisées en médecine

traditionnelle?’.



1.3.3 Description botanique

| Bl

Ara ,P.V. Carduncellus caeruleus. URL: flora-on.pt.

Figure 2: Carthamus caeruleus

Tel que le montre la figure 2 ci-dessus, Carthamus caeruleus est une plante herbacée annuelle
ou bisannuelle, se présentant sous la forme d'une tige dressée, simple ou peu ramifiée, mesurant
entre 20 et 60 cm. Elle est glabre ou Iégérement velue et possede un rhizome constitué d'une racine
principale horizontale et de racines secondaires verticales. Les feuilles, qui peuvent étre glabres ou
pubescentes, sont fortement nervées et ont une forme ovale ou lancéolée?”:28, La plante se distingue
par des feuilles inférieures pétiolées et dentées, ainsi que des feuilles supérieures sessiles,
amplexicaules ou dentées-épineuses. Ses capitules, qui mesurent environ 3 cm de large sur 3 a 4
cm de long, sont généralement de couleur bleu-violet, bien que certaines variétés puissent produire
des fleurs violettes. Les capitules se présentent de maniére solitaire au sommet de la tige et des
rameaux, avec une forme globuleuse ou ovoide. Le fruit est un akene, beaucoup plus court que

l'aigrette, glabre, subglobuleux ou lIégérement tétragone, et de couleur blanchatre?829,
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1.3.4 Cycle biologique

Carthamus caeruleus est une plante herbacée vivace qui se caractérise par sa capacité a se
reproduire a la fois par semence et par drageonnage. Les graines germent généralement a la fin de
mars ou au début d’avril, profitant des températures printaniéres favorables pour initier leur
développement29:30,

Les racines de cette plante jouent un rdle crucial dans sa propagation. Elles drageonnent
régulierement, formant de nouveaux plants a partir des racines souterraines. Ce mécanisme permet
a Carthamus caeruleus de coloniser son environnement de maniére efficace, surtout dans des
habitats ou les conditions sont propices a sa croissance®°,

La floraison de Carthamus caeruleus a lieu entre mai et juin. Pendant cette période, les
capitules, qui peuvent étre bleu-violet ou parfois violets, s’épanouissent au sommet des tiges et des
rameaux. Ces fleurs attirent divers pollinisateurs27-30,

En ce qui concerne la pollinisation, Carthamus caeruleus utilise deux méthodes principales.
La pollinisation entomophile qui est réalisée par des insectes tels que les abeilles et les papillons, qui
se déplacent de fleur en fleur a la recherche de nectar. D'autre part, la pollinisation anémophile, qui
se produit lorsque le pollen est dispersé par le vent, peut également contribuer a la fertilisation des

fleurss1-32,

1.3.5 Habitat et répartition géographique

Carthamus caeruleus est une plante qualifiée de rudérale, ce qui indique signifie gu'elle
s’épanouit dans des habitats perturbés ou dégradés??. Elle préfere les terres humiféres et légeéres,
riches en matiére organique. Cette espéce est particulierement adaptée a des environnements tels
gue les chemins, les coupes de bois, ainsi que les champs et jardins qui ont été enrichis en compost
ou en fumier. Elle présente une grande flexibilité en matiere de conditions de sol, tolérant une large
variété de substrats, mais se développe particulierement bien dans les sols contenant des matieres
organiques fraiches32233, Cela lui permet de prospérer dans des milieux ou d'autres plantes pourraient
avoir du mal a s'établir. Carthamus caeruleus est distribué dans diverses régions, notamment en
Europe, en Afrique du Nord et du Sud, en Asie, ainsi qu'en Amérique du Nord et du Sud. Toutefois,

sa présence en Amérique du Nord reste peu documentée dans la littérature scientifique, et aucune

11



localisation précise n’est clairement rapportée. En revanche, une autre espéce du méme genre,
Carthamus tinctorius, est bien connue et cultivée au Canada, notamment dans les provinces des
Prairies comme ['Alberta. Elle est utilisée dans des essais pour la production de substances
pharmaceutiques végétales®*. Sa capacité a coloniser différents habitats en fait une espeéce
commune dans ces régions. En Algérie, cette plante a été observée et collectée dans plusieurs

zones, notamment & Bouira, Tizi-Ouzou, Tlemcen, Sétif et Boumerdes3s,

1.3.6 Classification botanique
Régne : Plantae ;
Embranchement : Spermaphytes ;
Classe : Magnoliopsida ;

Ordre : Asterales ;

Famille : Asteraceae ;

Sous famille : Carduoideae ;
Groupe : Cardueae ;

Sous-groupe : Centaureinae ;
Genre : Carthamus ;

Espéce: caeruleus .

Nom frangais : Cardoncelle bleue
Nom arabe : Kenjdar, Gergaa, Qartum

Nom berbere : Mersgess®.
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1.3.7 Utilisations en médecine traditionnelle

© Naziha Bendou, 2024

Figure 3: Les racines de I'espéce Carthamus caeuleus

Les racines de Carthamus caeruleus L., tel que le montre la figure 3 ci-dessus, sont largement
utilisées pour traiter les brdlures cutanées dans les régions de Tizi Gheniff, Tizi Ouzou, Sétif et
Boumerdes, sous forme de créme.

Comme lillustre la figure 4 ci-dessous, la préparation de cette creme commence par
I'épluchage et le lavage minutieux des racines. Aprés cette étape, les racines sont écrasées a l'aide
d'un mortier et d'un pilon. Le mélange obtenu est ensuite filtré & I'aide d'un tissu en mousseline, ce
qui permet d'extraire un liquide. En quelques minutes, cet extrait liquide se transforme en une créme
épaisse. Cette creme est ensuite appliquée directement sur les brilures cutanées pour favoriser leur

guérison36.37,
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Figure 4: Protocole de préparation traditionnelle de la creme des racines de Carthamus caeruleus.
1.4 Composition chimique

1.4.1 Les métabolites secondaires

Contrairement aux métabolites primaires, comme les glucides, les protéines, les acides aminés
et les acides nucléiques, qui sont indispensables a des processus vitaux tels que la croissance, le
développement, la reproduction, la respiration ou la photosynthése, les métabolites secondaires
remplissent des roles variés, souvent spécifiques et parfois encore mal compris3®. Bien que les
métabolites primaires soient essentiels a la survie immédiate, 'absence de métabolites secondaires
n’entraine pas directement la mort d’'un organisme, mais peut réduire sa capacité a s’adapter et a
prospérer dans son environnement3®, Dérivés des métabolites primaires, ces composés agissent
comme des molécules spécialisées. Les métabolites secondaires jouent un réle clé dans les
interactions des plantes avec leur environnement. lls interviennent dans les mécanismes de défense
contre divers agents nuisibles, tels que les herbivores, les insectes, les champignons, les bactéries
et autres pathogénes®. lls contribuent également au transport des métaux, a la différenciation
cellulaire et a la communication chimique, en particulier dans le cadre de relations symbiotiques avec
d’autres organismes®’. En renforgant les réseaux écologiques auxquels elles appartiennent, ces

molécules favorisent 'adaptation et la résilience des plantes face aux défis environnementaux4L.
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La répartition et la diversité des métabolites secondaires dans les plantes varient
considérablement d'une espéce a l'autre, et ces différences sont largement influencées par des
facteurs environnementaux“243. Le type d'écosysteme, la localisation géographique et les conditions
climatiques jouent un role crucial dans la modulation de ces profils métaboliques*4. Par exemple, les
plantes situées dans des environnements plus stressants, comme les zones séches ou a forte
exposition au soleil, peuvent développer des profils métaboliques spécifiques en réponse aux
conditions locales*>46, Cette variabilité peut également résulter d’adaptations génétiques ou de
plasticité phénotypique, permettant aux plantes de s’ajuster aux fluctuations environnementales et
de maximiser leur survie dans des habitats variés*748:49,

Les métabolites secondaires, tels que les flavonoides, les acides phénoliques et les terpénes,
jouent un role essentiel dans les mécanismes de défense des plantes. En plus de leurs fonctions
protectrices, ces molécules possédent des propriétés thérapeutiques notables, notamment des
activités anti-inflammatoires, antibactériennes et antioxydantes®0. Ces caractéristiques font des
métabolites secondaires des cibles prometteuses pour le développement de traitements naturels
contre diverses affections. Parmi les plantes riches en ces composés, plusieurs espéces du genre
Carthamus, telles que Carthamus tinctorius et Carthamus caeruleus, se distinguent par leurs profils
métaboliques particulierement intéressants. Ces plantes sont connues pour contenir des métabolites
secondaires aux effets bénéfiques pour la santé humaine®. Par exemple, l'huile extraite de
Carthamus tinctorius est utilisée dans des remedes traditionnels en raison de ses propriétés anti-
inflammatoires et antioxydantes, tandis que d'autres espéces du genre montrent des activités
antibactériennes. Ces métabolites secondaires peuvent ainsi jouer un rdle crucial dans la prévention
et le traitement de maladies, faisant de ces plantes un sujet d'intérét pour la recherche

pharmacologique et la médecine alternative’51:52.53,

1.4.1.1 Les composés phénoliques

1.4.1.1.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent une classe importante de composés phénoliques

largement présents dans le regne végétal. Ces molécules, caractérisées par un noyau phénolique
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substitué par un ou plusieurs groupes carboxyliques, jouent un réle essentiel dans la défense des
plantes contre les pathogénes, les herbivores et les stress environnementaux>455, Elles se divisent
principalement en deux groupes : les acides dérivés de I'acide benzoique (comme l'acide gallique) et
ceux dérivés de l'acide cinnamique (comme l'acide férulique, p-coumarique et caféique). Les acides
phénoliques sont souvent liés a d'autres molécules, comme les sucres ou les protéines, sous forme
de composés solubles ou insolubles®:57,

Des espéces de Carthamus sont reconnues pour leur richesse en acides phénoliques, dont
l'acide caféique, l'acide p-coumarique, I'acide gallique et I'acide coumarique. Ces molécules
bioactives possedent des propriétés thérapeutiques remarquables®®. Leurs effets antioxydants
protegent les cellules contre les dommages liés aux radicaux libres, retardant ainsi le vieillissement
cellulaire et prévenant certaines maladies chroniques. Par ailleurs, leurs propriétés anti-
inflammatoires contribuent a soulager divers troubles inflammatoires, tandis que leur action
antimicrobienne offre une barriere naturelle contre les infections®°,

A titre d’exemple, de I'acide gallique (voir la figure 5) a été isolé dans le genre de Carthamus
plus précisément dans I'espéce Carthamus tinctorius, ou sa concentration varie en fonction des
différentes parties de la plante et peut différer d’'une espéce a l'autre. L’acide gallique est un acide
phénolique aux nombreuses activités biologiques®®. En tant qu'antioxydant, il protége les cellules
contre le stress oxydatif, réduisant ainsi le risque de maladies dégénératives. Il posséde également
des propriétés anti-inflammatoires, en inhibant les cytokines et les prostaglandines impliquées dans
l'inflammation. En outre, I'acide gallique présente des effets antimicrobiens en inhibant la croissance
de bactéries, de champignons et de virus®. Ces effets ont été largement documentés dans la

littérature scientifique, justifiant ainsi I'intérét pharmacologique de ce composé®°.
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Figure 5 : Structure chimique de l'acide gallique.

La biosynthése de I'acide gallique chez les plantes commence principalement a partir de la
voie du shikimate, qui produit des précurseurs phénoliques comme l'acide p-coumarique®l. Ce
dernier est hydroxylé en acide caféique, qui subit ensuite des réactions de méthylation et
d’hydroxylation supplémentaires pour former I'acide gallique. Une autre voie implique la dégradation
de l'acide ellagique, un flavonoide, en acide gallique via des enzymes spécifiques. Ce processus est
influencé par des enzymes telles que la cinnamate-4-hydroxylase et les méthyltransférases

dépendantes de la S-adénosylméthionine®?.

1.4.1.1.2 Les flavonoides

Les flavonoides, tel que le montre la figure 6 ci-dessous, sont une famille de composés
phénoliques produits par les plantes, connus pour leurs nombreux bienfaits pour la santé. lls se
distinguent par leur structure chimique basée sur un squelette flavone, qui peut étre modifié par des
groupes hydroxyles, des méthyles ou des sucresb263, Présents dans une grande variété de fruits,
Iégumes, thés et plantes médicinales, ils possedent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires
et antimicrobiennes. Les flavonoides jouent également un rdéle essentiel dans la pigmentation des

plantes, leur protection contre les UV et leur défense contre les pathogenes®s.
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Figure 6 : Structures chimiques de base des différents flavonoides.
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Les flavonoides se répartissent en plusieurs sous-groupes ayant chacun des propriétés
spécifiques. Les flavonols, tels que la quercétine, présente dans les oignons, les pommes et les
baies, possedent des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, tandis que le kaempférol,
trouvé dans le chou frisé, les épinards et le brocoli, est étudié pour ses effets anticancéreux%4. Parmi
les flavones, I'apigénine, isolée dans le persil et le céleri, a des propriétés relaxantes et antitumorales,
et la lutéoline, abondante dans le thym et la menthe, est reconnue pour ses effets anti-
inflammatoires®. Les flavanols, tels que I'épigallocatéchine gallate (EGCG) du thé vert, offrent de
puissants effets antioxydants, et la catéchine, présente dans le chocolat noir et les pommes, soutient
la santé cardiovasculaire®t. Les flavanones, comme I'hespéridine et la naringénine, retrouvées dans
les agrumes, contribuent respectivement a la circulation sanguine et aux réponses antioxydantes et
anti-inflammatoires®. Les anthocyanidines, représentées par la cyanidine et la pélargonidine,
donnent leurs couleurs rouges et violettes aux baies, raisins et fraises, tout en offrant des effets
protecteurs pour le coeur et des propriétés anti-inflammatoires®®. Enfin, les isoflavones, telles que la
génistéine et la daidzéine du soja, agissent comme phytoestrogenes et offrent des protections contre
I'ostéoporose®”.

Les flavonoides des plantes du genre Carthamus, sont essentiels pour leurs propriétés
biologiques et leurs multiples applications. Ces composés, comme le saffloflavanside représenté a
la figure 7, participent a la pigmentation distinctive de la plante tout en renforgant sa défense contre
les stress environnementaux, tels que les rayons UV et les infections®’. Utilisés depuis des siécles
en médecine traditionnelle, les flavonoides sont reconnus pour leurs effets antioxydants et leur

capacité a favoriser la circulation sanguine®’.

19



OH
OH

OH 0]

Figure 7 : Structure chimique de saffloflavanside.

La biosynthése du saffloflavanside dans le carthame des teinturiers (Carthamus tinctorius) suit
les étapes classiques de la voie des flavonoides, issues des voies du shikimate et des polycétides.
Elle débute avec la phénylalanine, convertie en acide cinnamique par la phénylalanine ammonialyase
(PAL), et le malonyl-CoA, qui fournit les unités carbonées nécessaires®’. L'acide cinnamique est
transformé en acide p-coumarique par la cinnamate-4-hydroxylase (C4H), activé en p-coumaroyl-
COA, puis condensé avec le malonyl-CoA par la chalcone synthase (CHS) pour former la naringénine
chalcone. Cette derniére est isomérisée en naringénine, puis modifiée par hydroxylation, méthylation
et glycosylation via des enzymes comme les glycosyltransférases (GT), qui ajoutent des sucres au

noyau flavonoide®’.

1.4.1.1.3 Les chalcones

Les chalcones sont des composés organiques de la famille des flavonoides, largement
présents dans les plantes. Elles jouent un role clé dans le métabolisme végétal et sont souvent
considérées comme des précurseurs de flavonoides et d'anthocyanines®®. Leur structure chimique
caractéristique se compose de deux anneaux phénoliques (A et B) reliés par un pont méthylene entre
les positions 3 et 4, avec une double liaison. Les chalcones peuvent étre classées en fonction de
leurs substituants, comme les groupes hydroxyles (-OH) ou méthoxy (-OCH?g), et leur position sur les
anneaux benzéniques. Cette variation dans la structure influence leur solubilité et leur interaction
avec des récepteurs biologiques, ce qui explique la diversité de leurs effets®°.

Les chalcones se caractérisent par diverses activités biologiques. Elles agissent comme des

antioxydants, contribuant a protéger les cellules contre les dommages causés par les radicaux
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libres®®. Elles présentent également des propriétés anti-inflammatoires, notamment en modulant les
voies inflammatoires et en limitant la production de certains médiateurs. Sur le plan anticancéreux,
elles peuvent perturber la prolifération des cellules malignes et favoriser leur destruction. Par ailleurs,
elles affichent une activité antimicrobienne, ciblant efficacement certaines bactéries et champignons
pathogénes’0-71,

Les chalcones sont présentes dans plusieurs plantes, y compris le Carthamus tinctorius, tels
que la carthamine et la safranine, responsables de certaines de ses propriétés thérapeutiques,
comme des effets anti-inflammatoires, antioxydants et antimicrobiens??73, La carthamine,
représentée sur la figure 8, est une chalcone présente dans les racines et les fleurs de Carthamus
tinctorius (le carthame). Ce composé est largement reconnu pour sa couleur rouge caractéristique et
il est utilisé comme pigment naturel dans les produits alimentaires, cosmétiques et textiles’. En plus
de son utilisation comme colorant naturel, le carthamine posséde également des propriétés

biologiques intéressantes’.

Figure 8 : Structure chimique de carthamine.

La biosynthése de la carthamine implique plusieurs étapes enzymatiques. Elle commence par
la biosynthese de l'acide shikimique, un précurseur clé des flavonoides®. L'acide shikimique est

converti en p-coumaroyl-CoA, un intermédiaire crucial, par I'action de diverses enzymes. Ensuite, ce
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composeé est utilisé pour former des chalcones via une réaction catalysée par une chalcone synthase.
La chalcone subit plusieurs réactions de cyclisation et d'hydroxylation, formant ainsi des flavonoides
intermédiaires’” 7?80 Ces intermédiaires subissent ensuite des modifications supplémentaires,
incluant des méthylations et des hydroxylations spécifiques. La derniére étape de la biosynthese de

la carthamine implique I'addition d'un groupe phénol, aboutissant a la formation de carthamine?® 79,

1.4.2 Les composeés terpéniques

Les terpénes constituent une famille étendue de métabolites secondaires produits
principalement par les plantes. Formés a partir d'unités d'isoprene (CsHs), ils sont classés en
différentes sous-catégories en fonction du nombre d'unités d'isopréne présentes dans leur structure:
monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), triterpenes (C30), et ainsi de suite®?,
Ces composés jouent un role essentiel dans les interactions écologiques, en tant qu'attractifs pour
les pollinisateurs, agents de défense, et signaux chimiques. Les terpénes possédent également une
large gamme d'activités biologiques qui les rendent précieux dans les domaines pharmaceutiques,
cosmétique et alimentaire®2:83,

Les triterpénes sont des composés organiques naturels caractérisés par une structure
chimique complexe comportant 30 atomes de carbone (C30)8485. Ces molécules, souvent présentes
sous forme de saponines (triterpénes glycolysés), sont largement répandues dans le regne végétal,
sont connues pour leurs multiples effets thérapeutiques. Les triterpénes possedent des propriétés
anti-inflammatoires, anticancéreuses, antimicrobiennes, et hépato protectrices®. De nombreux

triterpénes agissent également comme immunomodulateurs et antioxydants, renfor¢ant leur intérét

en pharmacologie®7:88,
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Figure 9 : Structure chimique de 'a-amyrine (gauche) et la f-amyrine (droite).

Les triterpénes sont des composés largement distribués dans le regne végétal, et leur présence est
bien documentée dans les plantes du genre Carthamus, y compris Carthamus lanatus®. Parmi les
triterpénes identifiés dans ce genre, 'a-amyrine et la f-amyrine sont illustrés sur la figure 9 ci-dessus.
Ces deux composés sont des isomeres stéréochimiques partageant la méme formule chimique
(C30Hs500), mais différant par I'arrangement spatial de certains groupes fonctionnels®. L'a-amyrine
se caractérise par une configuration chimique spécifique influencant ses propriétés biologiques,
tandis que la B-amyrine présente une légére variation dans la configuration des atomes autour du
cycle principal. Grace a leurs propriétés, ces triterpénes trouvent des applications dans divers
domaines®?2, En pharmacologie, ils sont étudiés pour leur potentiel dans le traitement des maladies
inflammatoires, du diabéte et de certains cancers®2. En cosmétique, leurs propriétés antioxydantes
et protectrices les rendent précieux pour des produits de soin de la peau, notamment pour lutter
contre le vieillissement et protéger des agressions extérieures92:93,

La biosynthése des a-amyrine et B-amyrine est un processus complexe qui s’inscrit dans la
voie des isoprénoides des plantes. Elle débute par la production des précurseurs isopentényl
diphosphate (IPP) et diméthylallyl diphosphate (DMAPP), issus de la voie du mévalonate (MVA) ou
de la voie du méthylérythritol phosphate (MEP)%. Ces unités servent a former le farnésyl
pyrophosphate (FPP), qui est condensé en squalene par la squaléne synthase. Le squaléne est
ensuite oxydé en 2,3-oxydosqualene, précurseur des triterpenes® 9,

La cyclisation de l'oxydosqualéne, catalysée par des enzymes spécifiques, détermine la

formation des deux composés : I'a-amyrine synthase produit I'a-amyrine, tandis que la 3-amyrine
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synthase conduit a la B-amyrine. Ces enzymes influencent la configuration spatiale des cycles
pentacycliqgues. Des modifications post-cyclisation, comme 'oxydation ou I'acétylation, diversifient

encore ces triterpénes®4-%.

1.4.3 Les acides gras

Les acides gras sont des composés organiques constitués d'une chaine hydrocarbonée
(aliphatique) terminée par un groupe carboxyle (-COOH). lls sont essentiels dans de nombreux
processus biologiques et constituent les composants de base des lipides, comme les graisses et les
huiles®’. Les acides gras peuvent étre classés en saturés (sans double liaison, comme I'acide
palmitique) et insaturés (avec une ou plusieurs doubles liaisons). Ces derniers se divisent en mono-
insaturés (par exemple, l'acide oléique, C18:1) et poly-insaturés (comme l'acide linoléique, C18:2, et
I'acide linolénique, C18:3)9%.9%9,

Les acides gras jouent des réles variés dans l'organisme, notamment en tant que source
d'énergie apres leur métabolisme par p-oxydation. lls sont également des constituants majeurs des
membranes cellulaires sous forme de phospholipides et interviennent dans la signalisation cellulaire
en servant de précurseurs a des molécules bioactives telles que les prostaglandines et les
leucotriénes. Les acides gras essentiels, comme les oméga-3 et oméga-6, sont cruciaux pour la
fonction cellulaire, car ils ne peuvent pas étre synthétisés par le corps humain®7.98.100,

Cette importance physiologique des acides gras justifie l'intérét porté a leur composition dans
les sources végétales, notamment chez les especes du genre Carthamus, en particulier Carthamus
tinctorius, I'huile extraite contient principalement des acides gras!®. L'acide linoléique (C18:2,
oméga-6) est l'acide gras prédominant, représentant 60 a 80 % de I'huile de carthame. Cet acide
gras est essentiel pour l'inflammation, la fonction immunitaire et la santé cardiovasculaire°®. L'acide
oléique (C18:1, oméga-9), présent a hauteur de 15 & 20 %, posséde des propriétés anti-
inflammatoires et est bénéfique pour le métabolisme du cholestérol. Le palmitique (C16:0) et le
stéarique (C18:0), des acides gras saturés, se retrouvent également en petites quantités, contribuant
a I'énergie et au métabolisme??,

Les variétés de carthame peuvent étre sélectionnées pour produire des huiles avec une forte

teneur en acide linoléique ou en acide oléique!®. L'huile de carthame, riche en acides gras insaturés,
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est largement utilisée dans l'alimentation en raison de ses bienfaits pour la santé cardiovasculaire,
ainsi que dans l'industrie cosmétique pour ses propriétés hydratantes et antioxydantes. Elle trouve
également des applications dans l'industrie pharmaceutique, ou les acides gras sont utilisés dans la
fabrication de suppléments alimentaires1%4.

Tableau 1 : Composés détectés dans les feuilles et les racines de Carthamus caeruleus.

Composé Détecté dans les feuilles Détecté dans les racines
Acide 2,3-diméthylcinnamique Non Oui
Acide 3,4,5- Non Oui
triméthoxybenzoique

Acide dihydroxycinnamique Non Oui
Acide caféique Oui Non
Acide férulique Non Oui
Acide gallique Oui Non
Acide hydroxycinnamique Oui Non
Acide isovanillique Non Oui
Acide m-anisique Non Oui
Acide p-coumarique Oui Oui
Acide rosmarinique Non Oui
Acide tannique Oui Oui
Myricétine Oui Oui
Quercétine Oui Oui
Rutine Non Oui
Hespéridine Non Oui
Naringénine-7-glucoside Oui Non
Lutéoline Oui Oui
Orientine Oui Oui
Vitexine Non Oui
1,2-Dihydroxybenzéne Oui Non
Caféine Non Oui
Coumarine Oui Oui
Hydroxy-quinone Oui Oui
p-Hydroxybenzaldéhyde Oui Oui
Résorcinol Oui Oui

Selon la littérature, 'analyse chromatographique HPLC-DAD des extraits aqueux de feuilles et
de racines de I'espéce Carthamus caeruleus a permis la détection de plusieurs composés. Aucune
purification, ni isolation des composés n’a été effectuée. Au total, 22 composés ont été détectés dans
les racines et 16 dans les feuilles. L’ensemble des composés détectés est résumé dans le tableau 1

ci-dessus1os,
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODE

2.1 Matériel général et instrumentation

2.1.1 Matériel général

2.1.1.1 Solvants

Les solvants utilisés dans ce travail provenaient de Fisher Chemical et ont été choisis en
fonction de leur niveau de pureté, adapté a chaque type d’utilisation. Le grade ACS a été utilisé pour
les extractions et analyses par CCM, le grade Optima pour un usage analytique et le grade LCMS
pour les expériences réalisées avec un spectrométre de masse. Pour les expériences de Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN), les solvants étaient fournis par Sigma-Aldrich et contenaient 99,8 %
de deutérium, garantissant leur qualité pour cette technique. L’eau utilisée dans les différentes étapes
expérimentales provenait d’'un systéme de purification Milli-Q, équipé d’un filtre de 0,22 um, afin

d’assurer une grande pureté.

2.1.1.2 Chromatographie sur couche mince

Plusieurs chromatographies sur couche mince (CCM) ont été réalisées pour caractériser les
principales familles de composés présents dans I'extrait et les fractions. Les expériences ont été
effectuées avec des systémes d’élution variés, polaires et apolaires, adaptés a la polarité des
composés étudiés. Les plaques chromatographiques ont été révélées en utilisant différents réactifs
spécifiques a chaque famille de molécules.

Pour les composés polyphénoliques, les plaques ont été traitées avec le révélateur NP-PEG
20 % dans le méthanol, puis examinées sous une lumiére UV a 254 nm et 365 nm. Ce révélateur
met en évidence différentes familles de composés par apparition de bandes colorées distinctes : bleu
pour les acides phénoliques et jaune-vert a orange pour les flavonoides. Les composés terpéniques,
quant a eux, seront révélés a I'aide de H,SO, (20 % dans du méthanol), suivi d’'un chauffage a 105

°C pendant 5 minutes, avant observation sous UV-visible.



2.1.1.3 Chromatographie sur colonne ouverte

Dans ce projet, la chromatographie sur colonne ouverte a été largement utilisée pour le
fractionnement, I'isolation et la purification des composés. Une colonne de verre montée sur un statif
servait de support, avec une couche de laine de verre recouverte de sable pour stabiliser la phase
stationnaire. Cette derniére a été pesée de maniére a obtenir un ratio de 1 g d’échantillon a séparer
pour 100 g de phase stationnaire. L’échantillon a été déposé dans la colonne soit sous forme de
dépdt liquide soit sous forme de «dry pack» en cas de faible solubilité avec de I'élunat de départ de
la colonne.

Deux phases stationnaires étaient utilisées selon la polarité des composés :

e Résine DIAION HP-20 : Cette résine, composée de particules poreuses de polymere
styrene-divinylbenzéne (250-850 um, pores de 26 nm), a permis de séparer les
composés polaires par adsorption. Les éluants, composés de mélanges d’eau et de
méthanol (MeOH:H,0), ont été déterminés et ajustés a la suite de essais par CCM,
avec une augmentation progressive de la proportion de solvant organique (0 % a 100
%). Apreés séparation, la résine a été nettoyée a l'acétate d’éthyle (AcOEt) et
reconditionnée a I'eau.

e Gelde silice F60 (40-63 um, 60 A) : Utilisé pour les composés apolaires, ce gel repose
sur des interactions entre la phase stationnaire et la phase mobile. La migration des
composés dépend de leur polarité. Les éluants étant sélectionnés a partir de essais
CCM pour garantir une séparation optimale. Les fractions collectées, ont été ensuite

évaporées a 'aide d’'un évaporateur rotatif Biichi.

2.1.2 Instrumentation

2.1.2.1 Chromatographie liquide a basse pression (BP)

La chromatographie liquide a basse pression (BP) Pure Bichi® est un instrument performant
pour séparer et fractionner des composés. Cette technique utilise une faible pression pour faire

circuler la phase mobile a travers une colonne contenant une phase stationnaire. Comparée a la
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chromatographie liquide a haute pression (HPLC prep), la BP fonctionne a des pressions plus
basses, ce qui simplifie son utilisation et réduit les contraintes sur les équipements.

L’appareil BP est généralement équipé d’un détecteur DAD, qui permet de surveiller en temps
réel les composés au fur et a mesure de leur élution, grace a leur absorption spécifique dans une
plage de longueurs d’onde déterminée. Cela facilite I'identification des fractions contenant les
composés recherchés. Les différentes fractions sont récupérées par un collecteur de fractions
automatisé.

L’'un des principaux atouts de la BP est sa capacité a gérer un débit de solvant relativement
élevé, généralement compris entre 20 et 80 mL/min. Ce débit accélére le processus d’élution par
rapport aux techniques gravimétriques tout en offrant un contréle précis des paramétres opératoires.
De plus, les fractions récupérées ont généralement un faible volume, de I'ordre de 5 a 20 mL, ce qui
permet un fractionnement plus précis. Ces petits volumes facilitent les analyses ultérieures, comme
la CCM ou la spectroscopie, tout en réduisant la consommation de solvant et les manipulations

nécessaires.

2.1.2.2 HPLCDAD

L’analyse des extraits et fractions a été effectuée a I'aide d’'un systéme de chromatographie
liquide haute performance (HPLC) couplé a un détecteur UV-DAD (Diode Array Detector). Cette
méthodologie a complété les techniques de chromatographie sur couche mince (CCM) pour identifier
précisément les familles de composés présents dans les échantillons par I'analyse de leur spectre
UV, mais aussi pour évaluer la pureté des composés, développer des conditions de séparation sur
HPLC semi-préparative.

L’instrument utilisé est un systeme Agilent 1100® (modules de dégazage et d’injection Agilent
1200), équipé d’'une colonne C18 Luna Omega 5 um (250 x 4,6 mm, 100 A) de la marque
Phenomenex®. La colonne utilisée est spécialement congue pour séparer les composés polaires et
apolaires. Les composés polaires ont été élués avant les composés apolaires, ces derniers étant plus
retenus par la colonne. Le systéme de phase mobile consistait en un mélange d’eau et de méthanol

ou acétonitrile, avec une concentration croissante de (méthanol ou acétonitrile) au cours de I'élution.
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Le débit a été fixé a 1 mL/min et la colonne a été maintenue a une température constante de 25 °C
pour garantir des résultats reproductibles.

Les échantillons ont été préparés dans un solvant adapté, généralement du méthanol, et filtrés
a l'aide de filtres PTFE de 0,45 um pour éliminer les impuretés susceptibles d’obstruer la colonne.
Les échantillons ont été injectés a des volumes de 5 a 10 pL selon leur complexité, avec des
concentrations adaptées : les extraits complexes a 10 mg/mL, les fractions simplifiées a 5 mg/mL, et
les composés purs a 1 mg/mL. Ces concentrations ont été choisies pour respecter les limites de
détection et de quantification du systéme chromatographique. Un blanc composé du solvant de
solubilisation a été injecté pour vérifier que les composés observés ne provenaient pas du solvant.

Certains solvants ont été acidifiés a 0,1 % avec de l'acide formique afin d’améliorer la
résolution des pics chromatographiques. Le détecteur a barrettes de diodes (DAD) a permis d’obtenir
des chromatogrammes a différentes longueurs d’onde, adaptées aux composés analysés. Les
longueurs d’ondes choisies étaient 210 nm, 254 nm et 280 nm, 320 nm et 365 nm. Par exemple, les

acides phénoliques sont observés de 280 a 320 nm.

2.1.2.3 HPLC semi-préparative

La chromatographie liquide haute performance semi-préparative (HPLC préparative) est un
systeme similaire a la HPLC analytique, a la différence que les quantités injectées sont plus
importantes et que ce procédé permet la collecte de fractions a la sortie de la colonne en se basant
sur un mode de détection classique, tel qu’un détecteur a barrette de diodes (DAD). Les méthodes
ont été d’abord développées et optimisées sur une HPLC analytique a I'aide d’'une colonne similaire
avant d’étre transférées au systéme préparatif. Une séparation sur HPLC analytique est utilisée pour
isoler des composés en fractions contenant entre 2 et 10 composés observées. Avec un débit
important de solvant (environ 20 mL/min) et a la collecte de fractions, la séparation et I'isolement de
composés sont facilités, bien que des extraits trop complexes puissent empécher une séparation
optimale.

Le laboratoire LASEVE dispose d’'une HPLC semi-préparative Agilent inclut les modules
suivants : un dégazeur DGU-20A, des pompes LC-20AP, un échantillonneur SIL-10AP, un détecteur

DAD SPD-M20A permet d’obtenir des chromatogrammes a différentes longueurs d’onde et un
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collecteur de fraction automatique FRC-10A (Shimadzu®), équipée d’une colonne C18 (Luna Omega
5 um, 250 x 21,2 mm, 100 A) de la marque Phenomenex®. Les échantillons & séparer ont été
solubilisés dans un solvant adapté, souvent le méthanol, a des concentrations allant de 100 a 200
mg/mL. Avant injection, ils ont été filtrés a I'aide d’un filtre de 0,45 ym. Dans un premier temps, les
extraits ont été injectés a des volumes compris entre 25 et 50 yL afin de valider le gradient a utiliser.
Une fois celui-ci confirmé, les volumes d’injection peuvent atteindre jusqu’a 2 000 uL, volume maximal
de la boucle d’injection. Le choix du volume a été ajusté pour éviter de saturer le détecteur UV et
limiter le nombre d’injections nécessaires.

Les séparations ont été réalisées a I'aide de gradients eau/méthanol selon les composés a
analyser, avec un débit compris entre 10 et 30 mL/min. Les fractions collectées ont un volume
maximum de 20 mL. Lors du processus, les solvants des fractions collectées ont été évaporés a
I'aide d’'un évaporateur rotatif, puis I'eau restante est éliminée par lyophilisation (Labconco®).

Les analyses par LC-MS (chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse)
permettent de détecter et de quantifier les composants d’un extrait tout en fournissant des
informations spectrales utiles pour confirmer I'identité des composés, en complément des analyses
RMN. L’ionisation est réalisée en mode positif ou négatif selon la nature des composés. Pour ce
projet, les composés polyphénoliques ont été ionisés en mode négatif et les terpénes en mode positif.
Le rapport m/z obtenu permet de déduire la masse molaire des composés analysés. Cependant, la
fragmentation possible lors de I'ionisation peut faire en sorte que le m/z corresponde a un fragment
plutoét qu’a la masse exacte du composé.

Les spectres de masse des composés isolés ont été acquis a I'aide d’un systéme Agilent 1260
Infinity 1l est composé d’'un spectrométre LC/MSD Series Infinity Lab avec une ionisation par
électrospray. La colonne utilisée était identique a celle de la HPLC analytique. Aucune séparation
étant nécessaire pour les composés purs, un gradient de 20 % a 100 % de méthanol ou d’acétonitrile
dans I'eau a été réalisé sur une durée de 15 minutes.

Pour améliorer I'efficacité de I'ionisation, notamment pour les composés phénoliques, les solvants
utilisés ont été acidifiés a 0,1 % avec de I'acide formique. Cette acidification facilite particulierement

l'ionisation des composés difficiles a analyser.
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Les analyses par HPLC-DAD-Q-TOF ont été réalisées sur un systeme Agilent 1260 Infinity®.
Il est couplé & un spectrometre de masse 6546 Q-TOF. Cette technique combine un analyseur
guadripolaire(Q) et un analyseur de type temps de vol (TOF), permettant une identification précise
des composés grace a une haute résolution et une excellente précision massique. La colonne et la
méthode utilisées pour I'analyse LC-MS et HPLC-DAD-Q-TOF sont identiques avec une acidification

a 0,1 % d’acide formique en plus pour les solvants utilisés en HPLC-DAD-Q-TOF.

2.1.2.4 GC-MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) est une

technique analytique puissante utilisée pour l'identification et la quantification des composés volatils.
Elle est particulierement adaptée a I'analyse des acides gras, qui peuvent étre séparés et détectés
avec précision grace a leurs caractéristiques chimiques et physiques.
Lors de cette étude, les acides gras ont été analysés en utilisant une colonne capillaire SP2560 (100
m x 0,25 mm, 0,25 um) en silice, qui agit comme échangeuse d’ions pour optimiser la séparation.
L’échantillon a été injecté a une température de 225 °C, avec un débit de gaz vecteur (hélium) de 0,8
mL/min. Un mode de split avec un ratio de 10 a été appliqué pour réguler la quantité d’échantillon
entrant dans la colonne.

La méthode employée repose sur un gradient de température précis. L’analyse a commencé
a 100 °C, maintenu pendant 4 minutes, avant une montée progressive a 240 °C a une vitesse de 3
°C/min. Cette température finale a été maintenue pendant 15 minutes, pour un temps total d’analyse
de 65,7 minutes. Ces conditions permettent une séparation efficace des acides gras, en fonction de
leur volatilité et de leur polarité.

La détection a été réalisée a I'aide d’un détecteur a ionisation de flamme (FID) réglé a une

température de 300 °C, assurant une sensibilité élevée pour les composés organigues.

2.1.25 RMN

Le laboratoire LASEVE dispose d'un appareil de résonance magnétiqgue nucléaire (RMN)
Brucker Ascend 500 MHz®, permettant de déterminer la structure chimique des molécules. Cette

technigue repose sur l'interaction entre les noyaux atomiques et un champ magnétique puissant
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généré par un électroaimant supraconducteur. L'appareil est piloté par un ordinateur qui enregistre
les spectres. Leur interprétation permet d'étudier la structure chimique et la pureté des échantillons.
La RMN a été utilisée pour analyser les composés isolés, en acquérant des spectres 1D (*H, 13C,
DEPT-135) et 2D (COSY, HSQC, HMBC). Le solvant choisi, le nombre de scans et la largeur des

fenétres spectrales varient selon la structure chimique du composé et la quantité disponible.

2.2 Meéthodologie

2.2.1 Echantillonnage

Les racines de Carthamus caeruleus L. ont été récoltées a l'automne 2020 dans la région de
Tizi-Gheniff, située dans la wilaya de Tizi-Ouzou, en Algérie. Aprés la récolte, les rhizomes ont été
découpés puis séchés a température ambiante et conservés a l'obscurité pendant plusieurs
semaines, afin de réduire leur taux d’humidité et d’obtenir un produit stable, a l'abri de toute
dégradation. Les racines séches ont présenté une teneur résiduelle en eau inférieure a 10 %, ce qui
est conforme aux standards pour les analyses phytochimiques. Une fois séchés, les rhizomes ont
été broyés a l'aide d'un robot culinaire Hamilton Beach® jusqu’a obtention d’'une poudre fine et
homogene. Cette poudre a ensuite été stockée au congélateur a -20 °C pour éliminer toute activité

microbienne et enzymatique.

2.2.2 Extraction

La figure 10 résume les différentes étapes utilisées lors de cette recherche : extraction,
fractionnement et analyses chromatographiques et spectroscopiques des différentes fractions

obtenues.
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Figure 10. Les différentes étapes du protocole de recherche

2.2.2.1 Extraction a reflux

L’extraction des composés des racines séchées de Carthamus caeruleus L. a été réalisée par
reflux en utilisant deux solvants : le méthanol pur (100 % MeOH) et un mélange de méthanol/eau (70
% MeOH). La poudre des racines séchées a été soumise a un ratio solvant/matiére de 1:10 (v/v) pour
une durée d’extraction de 1 heure 30 minutes.

Pour maximiser le rendement, I'extraction avec le méthanol pur a été répétée trois fois, tandis
que celle avec le mélange méthanol/eau a été effectuée deux fois. Chaque cycle d’extraction a été
suivi d’une filtration sur un entonnoir Blichner équipé d’un filtre Whatman (grade 3).

Une fois les extraits combinés pour chaque solvant, une seconde filtration sur Blichner a été
réalisée pour éliminer les impuretés résiduelles. Les extraits filtrés ont ensuite été évaporés a sec a
I'aide d’'un évaporateur rotatif réglé a 40 °C. En tout, 1 kg de poudre de Carthamus caeruleus a permis

d’obtenir 93,8 g d’extrait méthanolique.

2.2.2.2 Extraction liquide —liquide

L’extrait brut méthanolique a été soumis a une série d’extractions liquide-liquide successives

en utilisant des solvants de polarité croissante, afin de fractionner les composés selon leurs
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caractéristiques chimiques. Cette étape a été réalisée pour séparer les différentes classes de
composés présents dans I'extrait brut.

Dans un premier temps, 100 mL d’eau distillée ont été ajoutés a I'extrait méthanolique
concentré, et le mélange obtenu a été transféré dans une ampoule a décanter. Une extraction avec
le dichlorométhane a ensuite été effectuée en trois cycles successifs, en utilisant environ 500 mL de
dichlorométhane pour chaque cycle. Aprés chaque extraction, les phases aqueuse et organique ont
été soigneusement décantées. La phase organique (dichlorométhane) a été récupérée, concentrée,
et conservée.

Ensuite, I'extraction liquide-liquide s’est poursuivie en ajoutant de I'acétate d’éthyle a la phase
aqueuse restante. Cinq cycles d’extraction ont été réalisés avec 300 mL d’acétate d’éthyle pour
chaque cycle. Aprés chaque extraction, la phase organique contenant l'acétate d’éthyle a été

récupérée, concentrée, et conservée.

100 : 11:  11: 26 NP-PEG 40 - 1 H2S04 20%
C,H,0, : CH,COOH : CH,0, - H,0 UV365nm | CH,CI,: CH,OH Visible

DCM EB AcOEt H,O EB DCM AcOEt H,O

Figure 11: Analyse CCM de l'extraction liquide - liquide de I'extrait brut et des fractions.

Au terme de ces étapes, trois fractions principales ont été obtenues tel que le montre la figure

11 ci-dessus : la fraction dichlorométhane contenant principalement des composés apolaires, la
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fraction acétate d’'éthyle regroupant des composés de polarité intermédiaire et la fraction aqueuse,

enrichie en composés polaires.

2.2.3 Fractionnement et isolation de composés purs

2.2.3.1 Fractionnement de la fraction aqueuse

Suite a l'extraction liquide-liquide de I'extrait brut, trois fractions ont été obtenues : aqueuse,
dichlorométhane (DCM) et acétate d’éthyle (AcOEt). Les essais d'activités biologiques réalisés sur
ces fractions ont révélé que ce sont principalement les fractions DCM et AcOEt qui présentaient les
activités les plus significatives. Dans cette logique, un démarrage du fractionnement bioguidé a partir
de ces deux fractions actives aurait été justifieé. Cependant, le choix s’est porté sur la fraction aqueuse
pour initier le processus de fractionnement, et ce, pour plusieurs raisons. D’abord, une observation
attentive a révélé la présence, de composés de polarité intermédiaire dans la fraction aqueuse, dont
certains semblent également présents dans la fraction AcOEt. De plus, la fraction AcOEt, bien que
biologiquement active, était obtenue en faible quantité, limitant ainsi les possibilités d’isolation et de
purification a cette étape. Ainsi, pour maximiser les chances de récupération de ces composés
potentiellement bioactifs et faciliter leur isolement, il a été jugé pertinent d'exploiter en priorité la
fraction aqueuse, qui représentait une quantité intéressante.

Le fractionnement de la fraction aqueuse, initialement constituée de 50,16 g d’extrait brut, a
été réalisé en deux étapes, en raison de la quantité importante de matiére a traiter et des limitations
de la capacité maximale de la colonne. Un total de 2,03 g de la fraction aqueuse a été réservé pour
des analyses complémentaires, incluant la CCM, la HPLC analytique et les essais d'activités
biologiques, réduisant ainsi la masse a fractionner a 48,13 g.

Lors de la premiére étape, 26,02 g de la fraction aqueuse ont été chargés sur une colonne
ouverte contenant 2,5 kg de résine DIAION HP-20. Le volume mort de la colonne était de 5 L.
L’extrait, préalablement solubilisé dans une quantité minimale d’eau distillée, a été séparé par une
élution successive avec des solvants de polarité croissante (100 % eau, 40 % méthanol/eau, 80 %

méthanol/eau,100 % méthanol, suivie d’'un lavage final a I'acétate d’éthyle).
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La deuxiéme étape a été réalisée sur les 21,11 g restants de I'extrait aqueux, en utilisant la
méme colonne DIAION HP-20, préalablement lavée et régénérée. Les mémes conditions opératoires
ont été appliquées pour ce deuxieme fractionnement, permettant de garantir une séparation similaire.

Aprés chaque étape, les fractions obtenues ont été analysées par chromatographie sur couche
mince (CCM) pour évaluer leur composition chimique. Les fractions présentant des profils similaires
ont été regroupées, ce qui a permis de combiner les produits des deux séparations. Au final, quatre

sous-fractions principales ont été obtenues a partir de la fraction aqueuse initiale.

2.2.3.1.1 Fractionnement de la fraction C et isolation des composés 1 a2

L'isolation des composés 1 et 2 a été réalisée en suivant une série d’étapes de purification
comprenant une séparation sur colonne ouverte et une chromatographie liquide préparative,
permettant d’atteindre des fractions de haute pureté.

La séparation de la fraction aqueuse sur une colonne ouverte de la silice en phase normale
avec un gradient de 80 % méthanol a permis d’obtenir la fraction C (4,08 g). L’élution a été réalisée
en suivant le gradient suivant : CHCIl; : MeOH : H,O (55:15:1, 55:20:1, 26:18:3, 50:30:5, 50:35:6,
50:35:8), suivie d’un lavage final avec 100 % MeOH. Cette étape a permis d’éliminer les impuretés
tout en concentrant les composés d’intérét dans une sous-fraction de 155,5 mg, désignée la fraction

C2 tel que le montre la figure 12 ci-dessous.
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55 © 15 1 NP-PEG
CHCI, : CH,0H : H,0 UV 365 nm

Figure 12: Analyse CCM des composés 1 et 2.

La sous-fraction C2 a ensuite été purifiée par chromatographie liquide préparative (HPLC) en
phase inversée sur une colonne C18. Le systeme de solvants utilisé pour I'élution était binaire :
solvant A (Eau + 0,1 % HCOOH) et solvant B (MeOH + 0,1 % HCOOH). Les conditions opératoires
incluaient un débit de 1 ml/min, une composition initiale de 90 % A et 10 % B, avec une pression
maximale de 400 bars. Cette purification a peimis d’isoler deux composés: 1 (m=8,8mg)et2 (m=

4,8 mg).

2.2.3.2 Fractionnement de la fraction d’acétate d’éthyle

La fraction d'acétate d'éthyle pesant 1,69 g a été soumise a un processus de fractionnement
pour isoler et caractériser ses composants chimiques. Le fractionnement a été réalisé sur une
colonne contenant 170 g de gel de silice. La séparation a été effectuée en utilisant un total de 800
mL de différents mélanges d’éluants composés de chloroforme, de méthanol et d’eau selon les
proportions suivantes : chloroforme/méthanol (10:1), chloroforme/méthanol/eau (26:14:1, 26:14:3,
26:18:3) et méthanol pur (lavage). Aprés le fractionnement, les fractions collectées ont été analysées

par chromatographie sur couche mince (CCM) pour évaluer leur composition chimique. Cette analyse
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a permis de regrouper les fractions présentant des profils similaires. En regroupant ces fractions,
sept sous-fractions principales ont été obtenues a partir de la fraction initiale d'acétate d'éthyle tel

gue le représente la figure 13 ci-dessous.

41 NP-PEG
CHCI, : CH,OH UV 365 nm

AcOEt A B C D E F G

Figure 13: Analyse CCM de la fraction de 'acétate d'éthyle et sous fractions.

2.2.3.2.1 Fractionnement de la fraction A et B et isolation des composés 3a5

Le fractionnement a été réalisé sur le mélange de la fraction A et la fraction B a I'aide d’'une
chromatographie liquide haute performance (HPLC) semi-préparative. Les échantillons ont été
injectés dans le systéme en utilisant les conditions suivantes : un volume d'injection de 200 uL, une
concentration de I'échantillon de 240 mg/mL, une colonne de type C18, avec comme solvants le
méthanol (MeOH) et I'eau (H,O). La durée totale de la méthode était de 30 minutes, et le débit était

fixé a 20 mL/min.
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Le gradient d’élution utilisé pour cette analyse était le suivant : de 0 a 15 minutes, 45 % MeOH
- 45 % H,0 ; de 15 a 16 minutes, une transition de 45 % a 51 % MeOH ; de 16 a 20 minutes, une
évolution de 51 % a 55 % MeOH ; de 20 a 21 minutes, une augmentation de 55 % a 100 % MeOH ;

enfin, de 21 a 30 minutes, un maintien a 100 % MeOH.
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Figure 14 : Chromatogramme HPLC-DAD a 254 nm de la fraction AB et les composés isolés 3, 4,

et 5 par HPLC semi-préparative.

Cette séparation a permis d’isoler cinq composés distincts tel que le montre la figure 14 ci-
dessous. Cependant, seuls trois d’entre eux ont été identifiés avec succes, a savoir le composé 3
(3,3 mg), le composé 4 (2,7 mg) et le composé 5 (1,1 mg). Les quantités relativement faibles des
composés récoltés s'expliquent principalement par la présence d'une fuite dans le systeme de
chromatographie liquide au cours de l'expérience. Cette anomalie a entrainé une perte de

I'échantillon injecté et a affecté les rendements finaux.
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2.2.3.3 Fractionnement de la fraction dichlorométhane

La fraction obtenue au dichlorométhane, pesant 9,67 g, a été purifiée en vue d’isoler ses
constituants chimiques tel que le montre la figure 15 ci-dessus. Ce fractionnement a été réalisé a
'aide d’'une colonne chromatographique contenant 1 kg de gel de silice, dont le volume mort a été
déterminé a 2 L. La séparation a été effectuée a l'aide de divers mélanges d’éluants composés
d’hexane et d’acétate d’éthyle, selon les proportions suivantes : hexane (100 %), hexane/acétate

d’éthyle (80:1, 40:1, 20:1), et un lavage final avec de I'acétate d’éthyle.

40: 1 H2504 20 %
Hexane : AcOEt Visible

!
(83 D E F G

Figure 15 : Analyse CCM de la fraction DCM et sous fractions.

Les fractions obtenues ont été collectées et analysées par chromatographie sur couche mince
(CCM) afin d’évaluer leur composition chimique. Cette analyse a permis de regrouper les fractions
présentant des profils chromatographiques similaires. Aprés regroupement, sept sous-fractions
principales ont été isolées a partir de la fraction initiale d’acétate d’éthyle. Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure 15 ci-dessus.
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2.2.3.3.1 Fractionnement de la fraction B et isolation des composés 6 et 7

Les composés 6 et 7 ont été isolés a partir de la fraction B, d’'une masse de 1,04 g, par un
fractionnement réalisé sur une colonne chromatographique contenant 105 g de gel de silice. La
séparation a été effectuée en utilisant des éluants de polarité croissante, composés d’hexane et
d’acétate d’éthyle, selon les proportions suivantes : hexane pur (100 %), hexane/acétate d’éthyle
(80:1, 40:1), et un lavage final a 'acétate d’éthyle pur.

Les fractions obtenues ont été collectées et analysées par chromatographie sur couche mince
(CCM) pour évaluer leur composition chimique. Cette méthode a permis d’identifier les fractions
présentant des profils chromatographiques similaires, qui ont ensuite été regroupées. A l'issue de ce
processus, sept sous-fractions principales ont été obtenues comme le montre la figure 16 ci-dessous.
Parmi elles, seuls les composés 6 (182,3 mg) et 7 (24,9 mg) ont été obtenus a partir de la fraction B,

tel que le montre la figure 16 ci-dessous.

20: 1 H2504 20 %
Hexane : AcOEt Visible

Figure 16 : Analyse CCM des composés 6 et 7.
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2.2.3.3.2 Fractionnement de la fraction C et isolation des composés 8al

Une chromatographie liquide haute performance (HPLC) en mode semi-préparatif a été
réalisée pour isoler trois composés. Les conditions expérimentales étaient les suivantes : un volume
d’injection de 200 pL d’une solution a une concentration de 226,8 mg/mL dans le méthanol, un débit
d’élution fixé a 20 mL/min, et un gradient d’élution allant de 15 % a 100 % de méthanol dans I'eau
sur une durée de 20 minutes. Cette phase a été suivie d’'un lavage isocratique de la colonne avec du
méthanol pur pendant 10 minutes.

Les fractions ont été collectées a raison de 10 mL par fraction, permettant une séparation
efficace des composés présents dans le mélange initial. A I'issue de cette séparation, trois composés
principaux ont été isolés : le composé 8 (13,7 mg), le composé 9 (12,6 mg) et le composé 10 (18,5

mgQ).

2.2.3.3.3 Fractionnement de la fraction A et isolation des composés 11 a 13

Le fractionnement a été réalisé sur THPLC semi préparative sur la fraction A pour séparer et
isoler des composés purs. Les parametres de I'expérience étaient les suivants : un volume d’injection
de 200 uL d’une solution méthanolique a une concentration de 205,2 mg/mL, un débit d’élution de 20
mL/min, et un gradient d’élution en deux étapes. La premiére étape a fait varier la proportion de
méthanol dans I'eau de 30 % a 50 % sur une durée de 15 minutes, suivie d’'une deuxiéme étape
allant de 50 % a 100 % en 10 minutes. Un lavage final isocratique de la colonne avec du méthanol
pur a été réalisé pendant 5 minutes.

Les fractions, collectées par volumes de 8 mL, ont permis une séparation précise des
constituants du mélange initial. Cette technique a abouti a I'isolement de trois composés distincts : le

composé 11 (17,9 mg), le composé 12 (7,5 mg) et le composé 13 (61,1 mg).
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2.2.3.3.4 Fractionnement de la fraction F et isolation du composé 14

253 H2S04 20%
Hexane : AcOEt Visible

e —— ' 1 e =
Fraction F F1 p 070() 010\% 14

Figure 17 : Analyse CCM du composé 14.

Une chromatographie basse pression a été réalisée pour séparer la fraction F (805,2 mg).
L’expérience a été menée a 'aide d’une colonne générique de silice de 80 g, avec un débit d’élution
fixé & 25 mL/min. Une phase d’équilibration de 10 minutes a été effectuée avant I'élution, et 'analyse
s’est déroulée sur une durée totale de 55 minutes en mode flash, avec un échantillon sous forme
liquide. L’appareil utilisé pour cette séparation était un systéme chromatographique de type C-815.
L’élution a été réalisée en utilisant un mélange de solvants composé d’hexane (solvant A) et d’acétate
d’éthyle (solvant B). Le gradient d’élution a débuté avec 50 % du mélange AB pendant les 5 premieres
minutes, suivi d’'une augmentation a 60 % sur les 5 minutes suivantes, puis a 70 % jusqu’'a 40
minutes. L’élution s’est poursuivie avec 100 % du mélange AB entre 40 et 50 minutes, avant de
maintenir cette proportion jusqu’a la fin de I'analyse a 55 minutes.

La détection des composés a été assurée par deux techniques complémentaires : 'UV et

'ELSD. Pour la détection UV, un seuil de 0,05 AU, avec une sensibilité faible a été utilisé, et les
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longueurs d’onde de 254, 280, 320 et 365 nm ont été explorées, avec un balayage spectral allant de
254 a2 400 nm. En complément, 'ELSD a été réglé sur une sensibilité faible avec un seuil de détection
de 20 mV. Seules les fractions présentant des pics chromatographiques ont été collectées, chaque
fraction ayant un volume de 8,5 mL. Cette méthode a permis d’isoler plusieurs fractions dont la
fraction F1 (140,9 mg). Cette derniére a ensuite été soumise a un re-fractionnement sur une colonne
chromatographique contenant 15 g de gel de silice, avec un volume mort déterminé a 30 mL. La
séparation a été réalisée en utilisant une série de mélanges d’éluants constitués d’hexane et
d’acétate d’éthyle. Les proportions appliquées étaient les suivantes : hexane/acétate d’éthyle (70:1,
50:1, 20:1), suivies d’'un lavage final avec de l'acétate d’éthyle. Cette analyse a permis d’isoler
plusieurs composés, dont le composé 14, obtenu avec une masse de (82,9 mg) tel que le montre la
figure 17 ci-dessus.

Afin d’optimiser le systéme éluant pour la séparation sur colonne de silice, des analyses par
chromatographie sur couche mince (CCM) ont été réalisées. L'objectif de ces essais n’était pas
d’identifier de maniére exhaustive tous les composés présents, mais de visualiser efficacement leur
migration en fonction des solvants testés. Ainsi, le choix du révélateur s’est fait en fonction de la
nature chimique supposée des composeés. Lorsque ceux-ci étaient connus pour appartenir a une
classe spécifique, telle que les composés phénoliques, le révélateur NP/PEG a été directement
utilisé. Dans d’autres cas, notamment lorsque la nature des composés était moins spécifique ou pour
une révélation plus générale, I'acide sulfurique (H,SO,) a été privilégié. Par conséquent, une seule
image de plaque révélée est présentée pour chaque CCM, correspondant au révélateur le plus
adapté au type de composé ciblé, sans recourir systématiquement a une double révélation par

NP/PEG et H,SO,.

2.2.4 Analyse du profil des acide gras

L’analyse du profil des acides gras des racines de Carthamus caeruleus est une analyse pour
caractériser les composés lipidiques. Cette analyse implique trois étapes principales : I'extraction des
lipides, leur conversion en esters méthyliques d’acides gras (FAMEs), et leur analyse par
chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (FID) ou a un

spectrométre de masse (GC-MS).
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L’extraction des lipides a été réalisée en utilisant la méthode Soxhlet, qui repose sur le principe
de I'extraction par solvant a chaud. Le protocole utilisé est le suivant : 20 g de poudre végétale séchée
sont placés dans une cartouche de cellulose, puis extrait avec 250 mL d’hexane (200 mL initiaux,
complétés par 50 mL au cours de I'extraction pour éviter 'asséchement du ballon), pendant 2 heures
a reflux a une température d’environ 69 °C. Le processus consiste a porter 'hexane a ébullition,
permettant au solvant d’extraire les composés lipophiles de I'échantillon. Une fois I'extraction
terminée, le solvant est évaporé a I'aide d’un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu représente la
fraction lipidique brute de I'échantillon.

Pour rendre les acides gras compatibles avec I'analyse GC-MS, ils sont transformés en esters
méthyliques par une réaction de transestérification. A cet effet, 50 mg de lipides bruts sont dissous
dans 2 mL d’hexane, puis 2 mL d’'une solution de méthanol/acide sulfurique (2 % v/v H,SO, dans le
méthanol) sont ajoutés. Le mélange est ensuite chauffé a 70 °C pendant 40 minutes dans un bain-
marie, avec agitation occasionnelle. La réaction est arrétée par I'ajout de 1 mL d’eau distillée, puis
les FAMEs sont extraits a I'aide de 2 mL d’hexane. La phase organique est ensuite récupérée, séchée
sur du sulfate de sodium anhydre, puis filtrée avant injection. Cette étape permet d’obtenir des
composés volatils et thermiquement stables, prérequis pour I'analyse en phase gazeuse.

L’analyse par spectrométrie de masse est réalisée en mode d'ionisation par impact

électronique (El), permettant I'identification des FAMEs en comparant leurs temps de rétention et

leurs spectres de fragmentation a une base de données de référence.

2.2.5 Dosage des phénoliques

La quantification des composés phénoliques dans les extraits et fractions a été effectuée en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Pour cela, un volume de 50 pL d'une solution d'analyte a des
concentrations croissantes (comprises entre 0,39 et 50 mg/mL dans I'éthanol) a été mélangé avec
25 pL de réactif de Folin-Ciocalteu préalablement dilué dans de I'eau (1 : 2, v/v) dans des plaques a
96 puits (NUNC). Aprés un délai de 5 minutes, 125 uL d'une solution de carbonate de sodium
décahydraté (20 g/100 mL) a été ajouté, et I'absorbance a été mesurée a 758 nm a l'aide d'un lecteur
de plaques automatique (Varioskan Ascent®). La valeur d'absorbance du blanc (éthanol sans analyte)

a été déduite des mesures pour chaque échantillon. Les résultats ont ensuite été exprimés en
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équivalents d’acide gallique en se basant sur une courbe d'étalonnage établie simultanément a partir
de ce composé de référence. Chaque essai a été réalisé en triplicata sur une méme plaque, et les

échantillons ont été analysés deux fois, a deux mois d’intervalle.

2.2.6  Activités biologiques

Afin d’évaluer le potentiel antibrllure et cicatrisant de Carthamus caeruleus, il est pertinent
d’étudier certaines activités biologiques incluant les activités cytotoxique, anti-inflammatoire,
antioxydante, antibactérienne. Ces activités permettent de mieux comprendre les mécanismes par
lesquels I'extrait et les composés isolés peuvent favoriser la guérison et la réparation cutanée.
L’évaluation de la cytotoxicité vise a déterminer la capacité d’un extrait a altérer la viabilité
cellulairel®, Dans le cadre du développement d’un traitement pour les brilures, il est important de
s’assurer que les composés bioactifs présents ne sont pas toxiques pour les cellules cutanées
normales, impliqués dans la production de collagéene et la reconstruction du derme1%,

Lorsqu’une brdlure survient, elle provoque une Iésion des tissus cutanés qui déclenche une
réponse inflammatoire immédiate. Cette réaction, indispensable a la défense de 'organisme, est
médiée par I'activation de cellules immunitaires telles que les macrophages et les neutrophiles, qui
libérent divers médiateurs chimiques pro-inflammatoires, notamment les cytokines (IL-1, IL-6, TNF-
a), les prostaglandines, et le monoxyde d’azote (NO). Ces molécules interviennent dans la lutte
contre les agents pathogénes et la dégradation des tissus nécrosés. Toutefois, une production
excessive de ces médiateurs peut entrainer des effets délétéres tels qu'un ocedéme, une
vasodilatation importante, une douleur accrue et, surtout, un ralentissement du processus de
cicatrisation en raison d’un stress cellulaire prolongé1°’. Un extrait anti-inflammatoire peut permettre
de réduire la production excessive de médiateurs tout en conservant une inflammation contrélée,
propice a la régénération tissulaire1é,

Les brllures induisent un stress oxydatif important, se traduisant par la production massive de
radicaux libres, principalement des espéces réactives de I'oxygene (ROS). Ce phénomeéne résulte
de plusieurs facteurs, notamment la rupture des membranes cellulaires, I'activation des cellules
immunitaires et la mort cellulaire secondaire!®. Les radicaux libres ainsi générés exercent une action

deélétére sur les cellules environnantes en oxydant les lipides membranaires (provoquant une
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peroxydation lipidique), les protéines structurales et 'ADN cellulaire. L’'évaluation de l'activité
antioxydante d’un extrait permet de déterminer sa capacité a neutraliser ces radicaux libres. Une
forte activité antioxydante traduit une aptitude a protéger les cellules viables contre les dommages
oxydatifs, a limiter les altérations cellulaires secondaires et favorise une cicatrisation plus rapide et
plus efficace!10,

Les brulures détruisent la barriére protectrice de la peau, ce quirend le tissu exposé vulnérable
a l'invasion de bactéries, comme Staphylococcus aureus et d’autres germes opportunistes!!!. Ces
microbes peuvent provoquer des infections secondaires qui ralentissent la cicatrisation et peuvent,
parfois, entrainer des complications graves comme des surinfections chroniques?!!®. Il est donc
important de tester I’activité antibactérienne d’un extrait afin de vérifier sa capacité a empécher la
prolifération de ces bactéries au niveau de la plaie. Un extrait ayant une bonne activité
antibactérienne permet de réduire le risque d’infection et de maintenir un environnement propre,

favorable a la régénération des tissus par les fibroblastes et les kératinocytes!!.

2.2.6.1 Activité cytotoxique

L'évaluation de l'activité cytotoxique constitue une étape cruciale dans le développement de
traitements anticancéreux!!?, Ce processus vise a déterminer I'effet d’agents chimiques ou naturels
sur la viabilité cellulaire, en ciblant spécifiqguement les cellules cancéreuses tout en épargnant les
cellules saines®. Dans le cadre de ce projet, I'activité cytotoxique a été évaluée sur des cellules
cancéreuses de poumon (A549) et de c6lon (DLD-1), ainsi que sur des fibroblastes de peau sains
(WS-1), en utilisant des techniques basées sur la fluorescence pour mesurer leur impact sur la
viabilité cellulaire.

La cytotoxicité des extraits a été mesurée a l'aide de deux tests complémentaires employant
des fluorochromes distincts : la résazurine et le Hoechst. La résazurine est une molécule non
fluorescente qui, lorsqu’elle est métabolisée par des cellules vivantes, se transforme en résorufine
fluorescente. Ce test permet de quantifier le nombre de cellules vivantes et donc de mesurer
indirectement la cytotoxicité des composés a travers l'activité métabolique des cellules. Le Hoechst,

guant a lui, est un agent intercalant qui s'insére entre les bases de 'ADN et devient fluorescent. La
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fluorescence émise est proportionnelle a la quantité d'’ADN présent, reflétant le nombre total de
cellules.

Les essais ont été réalisés dans des microplaques a 96 puits a fond plat. Chaque puits était
ensemencé avec 5x102 cellules de I'une des trois lignées et incubé a 37 °C pendant 16 heures pour
permettre 'adhésion des cellules. Par la suite, des concentrations croissantes des extraits, allant de
1,56 a 200 pg/ml, ont été ajoutées aux puits, en veillant a ce que la concentration en DMSO soit
inférieure a 5 % (v/v) pour éviter toute toxicité non spécifique. Les plaques ont été incubées pendant
48 heures a 37 °C.

Pour le test a la résazurine, une solution a 2 % de fluorochrome a été ajoutée dans chaque
puits, suivie d’'une incubation de 2 heures. La fluorescence émise par la résorufine a été mesurée a
l'aide d’un fluorimétre automatisé (Fluoroskan Ascent FI®) avec une longueur d’onde d’excitation de
530 nm et une longueur d’'onde d’émission de 590 nm. En complément, le test Hoechst a nécessité
le lavage des cellules avec du HBSS et leur lyse en présence de SDS a 0,01 %. Les cellules ont
ensuite été congelées puis traitées avec une solution d’Hoechst a 30 ug/ml avant une incubation de
2 heures a température ambiante. La fluorescence a été mesurée a 355 nm (excitation) et 460 nm
(émission).

Les résultats des deux tests ont permis de calculer la concentration inhibitrice médiane (ICso)
pour chaque extrait. Cette valeur correspond a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de la
croissance cellulaire par rapport aux contrbles. L'étoposide, un agent anticancéreux bien connu, a
été utilisé comme contréle positif. Les extraits présentant une ICso faible contre les cellules
cancéreuses et une ICso élevée contre les fibroblastes sains sont considérés comme ayant un

potentiel anticancéreux sélectif.

2.2.6.2 Activité anti-inflammatoire

Le corps humain dispose de mécanismes de défense innés pour lutter contre les infections et
éliminer les corps étrangers, tels que les virus, les bactéries ou les cellules endommagées?!s. La
réaction inflammatoire, activée par des cytokines comme le TNF-a produit par les macrophages,
constitue la premiére ligne de défense et provoque des signes cliniques tels que douleur, rougeur et

chaleur au niveau des tissus affectés14,
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Cependant, une inflammation excessive peut endommager les tissus, notamment la peau, en
altérant la matrice extracellulaire via des enzymes comme la collagénase et I'élastase!!®. Ces
dommages affaiblissent I'élasticité de la peau, favorisant des pathologies comme le psoriasis. Par
ailleurs, la production de monoxyde d'azote (NO) par les macrophages, en réaction avec le
superoxyde, forme le peroxynitrite (ONOO-), un oxydant puissant qui active NF-kB, un facteur de
transcription clé dans l'inflammation. Ainsi, développer des traitements ciblant ces mécanismes
pourrait prévenir ces dommages!.

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par I'inhibition de la production de NO, un marqueur
clé de l'inflammation. Des macrophages murins (RAW 264.7) ont été cultivés dans des microplaques
a 96 puits a une densité de 7,5 x 10* cellules par puits. Aprés 24 heures a 37°C avec 5 % de CO,,
les cellules ont été traitées avec des concentrations croissantes d’analytes et stimulées par du
lipopolysaccharide (LPS) a 100 ng/mL pour induire la production de NO. Le N-nitro-L-arginine methyl
ester hydrochloride (L-NAME) a été utilisé comme contr6le positif.

Aprés stimulation, le surnageant cellulaire a été récolté et mélangé au réactif de Griess
(sulfanilamide et N-1-naphtyléthylénediamine en solution acide). Cette réaction, produisant une
coloration proportionnelle a la concentration de NO, a été mesurée a 540 nm. Les résultats, exprimés
en ICso, déterminent la concentration nécessaire pour inhiber 50 % de la production de NO. En
paralléle, un test de Hoechst a évalué la cytotoxicité des extraits, confirmant que I'effet observé est

lié a I'inhibition du NO et non a une toxicité cellulaire.

2.2.6.3 Activité antioxydante

L’activité antioxydante est essentielle pour prévenir et gérer les dommages causés par le
stress oxydatif, un facteur clé du vieillissement cutané et de diverses pathologies. Le vieillissement
de la peau résulte de processus intrinséques (génétique, type de peau, hormones) et extrinséques
(pollution, tabac, alimentation, rayons UV)116,

Parmi les facteurs extrinseéques, les rayons UV ont un impact destructeur, favorisant la
production excessive d’espéces réactives de 'oxygéne (ROS) telles que le radical hydroxyle (HO-),
le superoxyde (O2") et le peroxyde d’hydrogéne (H202)%". Lorsque ces ROS dépassent les capacités

de neutralisation de I'organisme, ils entrainent des dommages cellulaires significatifs, comme la
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dégradation des lipides, protéines et acides nucléiques, causant des altérations tissulaires et une
inflammation chronique!?.

Le stress oxydatif agit directement sur la peau en dégradant le collagéne et I'élastine, deux
protéines structurales essentielles!?. |l stimule leur dégradation enzymatique (par la collagénase et
I'élastase) et réduit leur synthése, entrainant une perte de fermeté et d’élasticité. Ce processus
favorise également I'hyperpigmentation, les dommages a I'’ADN et les maladies cutanées, y compris
les cancers. Il est également impliqué dans des pathologies systémiques comme les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives!?®,

Pour limiter ces effets, la recherche des composés antioxydants capables de neutraliser les
ROS ou d’en limiter la formation est indispensable. Les antioxydants agissent principalement par
deux mécanismes : I'élimination directe des ROS (« scavenging ») et la chélation des métaux (par
exemple, le fer), qui catalysent la production de ROS via la réaction de Fenton. L'évaluation de
I'activité antioxydante repose sur des approches chimigues et cellulaires complémentaires?20,

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) évalue la capacité d’un échantillon a
neutraliser les radicaux peroxyles (ROO-) a l'aide d’'une sonde fluorescente, la fluorescéine. La
réduction de la fluorescence, induite par 'oxydation de la fluorescéine, est directement corrélée a
I'efficacité antioxydante!?°,

Ce protocole utilise des microplaques a 384 puits, ou des échantillons et des controles
(quercétine et Trolox) sont soumis a un agent oxydant, le 2,2’-azobis(2-methyl-propionamidine)
dihydrochloride (AAPH)?L. La fluorescence est mesurée a intervalles réguliers sur une heure grace a
un fluorimétre. Les résultats, exprimés en pmol TE/mg d’extrait (équivalents Trolox), permettent des
comparaisons standardisées. Malgré sa reproductibilité et sa sensibilité aux radicaux peroxyles, le
test ORAC présente certaines limitations, notamment son incapacité a détecter les antioxydants qui
agissent par chélation des métaux.

Le test antioxydant cellulaire examine la capacité d’'un composé a protéger des fibroblastes
humains (WS-1) exposés a un stress oxydatif induit par le tert-butyl hydroperoxide (tBH). Le tBH
génére des radicaux hydroxyles qui oxydent une sonde fluorescente, le 2’,7’-dichlorofluorescin-

diacétate (DCFH-DA). La fluorescence générée refléte le niveau d’oxydation cellulaire.
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Les fibroblastes sont cultivés dans des microplaques a 96 puits et incubés avec DCFH-DA
avant exposition a I'échantillon testé et au tBH. Les mesures de fluorescence sont effectuées
immédiatement et apres trois heures. L’efficacité antioxydante est exprimée en ICso, correspondant
a la concentration requise pour inhiber 50 % de I'oxydation. Cette méthode reproduit des conditions
biologiques proches de celles in vivo, tout en permettant d’évaluer I'activité des agents chélateurs de
fer. Elle compléte ainsi le test ORAC en offrant une perspective cellulaire des mécanismes

antioxydants.

2.2.6.4 Activité antibactérienne

La résistance aux antibiotiques représente un probléeme majeur dans le domaine de la santé
publique, avec des conséquences graves sur le traitement des infections. Ce phénoméne repose sur
le développement de stratégies adaptatives chez les bactéries, visant a diminuer l'efficacité des
antibiotiques?!. Parmi ces stratégies figurent la dégradation des antibiotiques, leur expulsion hors de
la cellule ou encore la modification de leur structure pour éviter leur reconnaissance par les
médicaments. Ces mécanismes favorisent la propagation des souches résistantes, rendant les
traitements plus complexes et colteux'?2,

L’usage inapproprié des antibiotiques, tant dans le domaine médical que dans I'agriculture,
constitue l'un des principaux facteurs responsables de cette résistance!?. L’administration
prématurée ou insuffisante des traitements antibiotiques chez les patients, ainsi que I'emploi
d’antibiotiques comme facteurs de croissance dans I'élevage animal, ont entrainé I'’émergence de
souches pathogénes résistantes!?4. Ce contexte rend impératif le développement de nouvelles
molécules dotées de propriétés antibactériennes pour contrer I'évolution des infections25.

Dans le cadre de ce mémoire, I'évaluation de I'activité antibactérienne a été réalisée selon la
méthode de microdilution. Cette technique permet de déterminer la concentration inhibitrice 90 %
(ICe0), définie comme la concentration nécessaire pour inhiber 90 % de la croissance bactérienne
(IC90). Deux souches bactériennes ont été testées : Staphylococcus aureus et Escherichia coli, qui
représentent respectivement des bactéries a Gram positif et & Gram négatif.

Staphylococcus aureus est une bactérie coccique, regroupée en amas évoquant des grappes

de raisin, immobile et asporulée. Elle vit de maniére commensale sur la peau et les muqueuses des
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mammiféres, mais peut étre responsable de diverses infections, incluant des intoxications
alimentaires dues a la production de toxines. En revanche, Escherichia coli est une bactérie bacillaire
a Gram négatif, souvent mobile grace a sa ciliature péritriche. Cette bactérie est présente
naturellement dans la flore intestinale, mais peut provoquer des infections urinaires, digestives ou
encore des méningites néonatales.

Les essais ont été réalisés dans des microplagues a 96 puits contenant des densités
bactériennes de 5 x 103 cellules par puits pour E. coli et 40 x 103 pour S. aureus. Les échantillons
ont été exposés a des concentrations croissantes d’extraits antibactériens, variant entre 1,56 et 200
pg/mL, dans un milieu de bouillon nutritif contenant 0,1 % de DMSO pour éviter la toxicité. Aprés une
incubation de 24 heures & 37 °C, labsorbance a été mesurée a 600 nm a laide d’'un
spectrophotometre Varioskan (Thermo, Labsystems).

La gentamycine, un antibiotique de référence appartenant a la famille des aminoglycosides2¢,
a été utilisée comme contréle positif. Cette molécule agit en inhibant la synthése protéique des

bactéries, offrant ainsi une base comparative fiable pour les nouvelles substances testées.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Résultats de I'extraction et de la séparation

Tableau 2 : Résumé des rendements d'extraction et de séparation liquide - liquide.

Extraction Extrait / Masse () Solvant Masse Rendement
Fraction (%)
Extraction Brut 1kg 100 % méthanol / 94,10 ¢ 9,41
méthanolique 70% méthanol
Extraction DCM Dichlorométhane 31,779 33,76
liquide - liquide AcOEt 93,08 g Acétate d’éthyle 2,069 2,19
H20 Eau 54,11¢g 57,50

A partir de 1 kg de poudres des racines de Carthamus caeruleus, une extraction par reflux
successif a été réalisée en utilisant 100 % de méthanol (MeOH) puis 70 % de MeOH. Cette étape a
permis d’obtenir un extrait brut d’'une masse de 94,10 g, correspondant a un rendement de 9,41 %.
Afin de fractionner cet extrait brut, une extraction liquide-liquide a été effectuée avec une masse
initiale de 93,80 g, en utilisant successivement les solvants dichlorométhane (DCM), acétate d’éthyle
(AcOEt) et eau (H,0).

Tel que le montre le tableau 2 ci-dessus, trois fractions ont été obtenues a l'issue de cette
séparation :

e La fraction DCM présente une masse de 31,77 g, avec un rendement de 33,76 %.

e La fraction AcOEt, quant a elle, obtenue & une masse de 2,06 g pour un rendement
de 2,19 %.

e Enfin, la fraction H,O présente la masse la plus élevée, soit 54,11 g, avec un

rendement de 57,50 %.



26:18:3 NP-PEG 20:1 H2504 20 %
CHCls : CH20OH : H20 UV 365 nm CHClIs : CH3sOH Visible

Figure 18 : Analyse CCM de I'extrait brut et des fractions obtenues par séparation liquide-liquide.

La figure 18 illustre les résultats de la chromatographie sur couche mince (CCM) des fractions
obtenues aprés extraction liquide-liquide avec des solvants de polarités différentes. Cette séparation
a permis de mettre en évidence des métabolites spécifiques selon leur affinité chimique. La fraction
au dichlorométhane (DCM) est constituée principalement de métabolites non polaires, tels que les
lipides, stérols et terpenes. Sous observation a la lampe UV a 365 nm, ces composés ne présentent
généralement pas de fluorescence marquée. Lors de la pulvérisation avec du H,SO, a 20 % suivie
d’'un chauffage, les terpénes apparaissent avec une coloration rose violacée, tandis que les stérols
forment des taches brunes ou noires visibles en lumiére normale.

La fraction obtenue avec I'acétate d’éthyle (AcOEt) contient essentiellement des métabolites
modérément polaires, incluant les flavonoides, alcaloides et certains acides phénoliques. Sous UV a
365 nm, en présence du révélateur NP-PEG, ces composés émettent des fluorescences jaunes,
bleues ou vertes, caractéristiques de ces familles chimiques. Lors de la révélation avec H,SO, a 20
% aprées chauffage, les acides phénoliques se manifestent par des taches brun -claires visibles a I'ceil
nu. La fraction aqueuse (H,O) est composée principalement de métabolites hautement polaires, tels

que les sucres, glycosides, acides aminés et certains polyphénols. Généralement, ces composés ne
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réagissent pas visiblement avec H,SO, a 20 %, mais certains polyphénols peuvent étre détectés

grace a leur fluorescence bleue ou verte sous UV a 365 nm, lorsqu’ils sont révélés avec le NP-PEG.

3.2 Résultats de I'activité biologique des fractions obtenus

Le dosage phénolique par la méthode Folin-Ciocalteu révéle des concentrations variables en
polyphénols entre les fractions étudiées comme le montre le tableau 3 ci-dessous. La fraction AcOEt
présente la teneur la plus élevée en polyphénols (18 + 2 g/100 g), ce qui peut expliquer en partie son
activité antioxydante notable. La fraction H,O contient également une quantité de polyphénols (6,5 =

0,3 g/100 g), tandis que la fraction DCM affiche une teneur (3,8 £ 0,3 g/100 g).

Tableau 3 : Résultats du dosage des composés phénoliques de I'extrait brut et de ses sous

fractions.
Dosages phénoliques au
Folin-Ciocalteu

Extraits / Fractions % (g/1009)

Brut 57+£0,3

DCM 3,8+0,3

AcOET 18+ 2

H20 6,6 +0,3

Les résultats des essais de cytotoxicité sur trois lignées cellulaires (A-549, DLD-1 et WS-1),
présentés dans le tableau 4 ci-dessous, révelent que la fraction DCM présente une cytotoxicité
modérée avec des valeurs d’ICso de 108 = 7 pg/ml pour A-549, 59 + 2 pug/ml pour DLD-1 et 62 + 3
pg/ml pour WS-1, les lignées DLD-1 et WS-1 étant plus sensibles. La fraction AcOEt présente une
cytotoxicité plus faible a modérée avec des ICso plus élevées (126 + 7 ug/ml pour DLD-1 et 135 + 11
pg/ml pour WS-1). Enfin, la fraction H,O ne présente aucune cytotoxicité notable, avec des ICso

supérieures a 200 pg/ml.
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Tableau 4: Résultats d'activité cytotoxique de I'extrait brut et des sous fractions.

Résazurine Hoechst
ICs0 (ug/ml) ICso (ng/ml)
Extraits / A-549 DLD-1 WS-1 A-549 DLD-1 WS-1
Fractions
Brut >200 >200 >200 >200 148 + 14 | 122 + 36
DCM 108 + 7 59+ 2 62+3 75+9 32+9 35+7
AcOEt >200 126 + 7 135+11 | 191 +18 69+9 778
H20 >200 >200 >200 >200 >200 >200
Etoposide >50 24+ 4 6,0+£04 | 3,7+0,8 7+1 1,1+0,3
en uM

Les essais anti-inflammatoires réalisés sur les cellules RAW264.7 montrent que la fraction
DCM est la plus active, avec une inhibition de 100 % a une concentration non toxique de 40 ug/ml et
une toxicité apparaissant a 80 ug/mL tel que le résume le tableau 5 ci-dessous. La fraction AcOEt
présente également une bonne activité anti-inflammatoire, avec 89 % d’inhibition a 40 ug/ml, mais
elle devient toxique a partir de 80 pg/ml. En revanche, la fraction H,O affiche une inhibition beaucoup
plus faible (15 % a 160 pg/ml) sans présenter de toxicité dans la gamme testée. La fraction brute

montre une activité négligeable avec une inhibition <10 % a 80 ug/ml.

Tableau 5 : Résultats de l'activité anti-inflammatoire de I'extrait brut et des sous fractions.

Anti-inflammatoire sur RAW264.7
Extraits / ICs0® % inhibition & la concentration Concentration
Fractions maximale non toxique cytotoxiqueP
Brut >80 pug/mi < 0% @ 80 pg/mi 160 pg/ml
DCM 13 £ 3 pg/ml 100% @ 40 pg/ml 80 pg/ml
AcOEt 18 + 2 pug/ml 89% @ 40 pg/ml 80 pg/ml
H20 >160 pg/ml 15% @ 160 pg/ml NA
Quercétine L-NAME 250 41 + 5%
Catéchine L-NAME 1 rtllm 75+ 9%
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Concernant I'activité antioxydante tel que le montrent les tableaux 6 et 7 ci-dessous, les

résultats des essais cellulaires révelent que la fraction DCM posséde la meilleure capacité

antioxydante avec une ICso < 0,195 pg/ml, ce qui témoigne d’une forte efficacité. Les fractions AcOEt

et H,O montrent des activités plus modérées avec des ICso de 2,8 £ 0,7 ug/ml et 7 + 3 pg/ml,

respectivement. Les résultats du test ORAC confirment ces observations : DCM présente une valeur

significative de 0,371 pymol TE/mg, tandis que la fraction AcOEt atteint 2 ymol TE/mg, indiquant une

activité antioxydante relativement élevée comparée aux autres fractions. Comparativement aux deux

témoins positifs, les valeurs ORAC sont faibles alors que I'activité antioxydante cellulaire (fraction

DCM) est similaire a la quercétine.

Tableau 6 : Résultats de I'activité antioxydante cellulaire de I'extrait brut et des sous fractions sur

les fibroblastes humains WS1.
Antioxydant cellulaire sur WS1
Extraits / ICs0 antioxydante
Fractions
Brut 39 = 4 pg/ml (9%)
DCM <0,195 pg/ml
AcOEt 2,8+ 0,7 ug/ml (25%)
H20 7 + 3 pg/ml (46%)
Quercétine 0,20 + 0,03 pg/ml (16%)

Tableau 7 : Résultats de I'activité antioxydante de I'extrait brut et des sous fractions a I'aide du test

ORAC.
ORAC
Extraits / Fractions pmol TE / mg pmol TE / pmol
Brut 0,86 + 0,03
DCM 0,371 £ 0,008
AcOEt 2+1
H20 0,8+0,1
Quercétine 23+2 7,8+ 0,6
Catéchine 24 +3 6,9+ 0,8
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Tel que le montre le tableau 8 ci-dessous, les essais antibactériens contre Escherichia coli (E.
coli) et Staphylococcus aureus (S. aureus) montrent que la fraction DCM posséde la plus forte
activité, avec des valeurs d’'ICso de 17 + 3 pyg/ml pour E. coli et 18 + 4 uyg/ml pour S. aureus, ce qui
indique un potentiel antibactérien intéressant. La fraction AcOEt présente une activité antibactérienne
modérée, avec des ICso plus élevées respectivement de 62 + 14 ug/ml pour E. coli et de 85 + 11

pg/ml pour S. aureus. Les fractions brute et H,O sont inactives.

Tableau 8 : Résultats de l'activité antibactérienne de I'extrait brut et des sous fractions.

3.3

ICs0 (ng/ml) ICo0 (Hg/ml)

Extraits / E. coli S. aureus E. coli S. aureus
Fractions
Brut 83+3 118+ 3 >200 >200
DCM 17+ 9 18+4 >200 >200
AcOEt 62+14 85+1 >200 >200
H20 >200 >200 >200 >200
Gentamycine 0,0124 + 0,018 + 0,001 0,0258 + 0,046 + 0,003

0,0003 0,0006

Identification des composés isolés

La RMN du composé 1 démontre qu'il s'agit de la syringine ; un glycoside phénolique, constitué

d’un cycle benzénique tétra-substitué de formule moléculaire C,,H,,04 Ce composé a été identifié

dans plusieurs especes tels que Carthamus lanatus et Saussurea neoserrata 11°. Le spectre RMN du

proton montre plusieurs signaux caractéristiques : des multiplets entre 6,7 et 6,9 ppm attribués aux

protons aromatiques H-2 et H-6 du cycle benzénique tétrasubstitué, indiquant une symétrie

moléculaire. Le signal a 6,58 ppm (doublet de triplet, J = 15,7 Hz, 4,8 Hz) correspond au proton H-8

porté par une double liaison trans, confirmé par le couplage caractéristique d'une configuration trans.

Le signal a 5,78 ppm (doublet, J = 6 Hz) est attribué au proton anomérique H-1' lié au glucose,

confirmant la nature glycosidique de la molécule. Entre 4,3 et 4,6 ppm, un signal apparait,
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correspondant au méthyléne oxygéné H-9, tandis qu’a 3,7-3,8 ppm (singlet, 6H), on observe deux
groupes méthoxy (-OCHj;) attachés au cycle aromatique en C-3 et C-5. Le spectre RMN du carbone
13C compléte cette analyse en révélant des signaux significatifs : 154,5 ppm pour les carbones
aromatiques C-3 et C-5 liés aux groupes méthoxy, 136,5 ppm pour le carbone quaternaire C-4, et
105,2 ppm pour le carbone anomérique C-1' du glucose. Les carbones du sucre sont identifiés par
des signaux a 79,2 ppm, 78,7 ppm, 76,2 ppm et 72,1 ppm, correspondant respectivement aux C-2',
C-3', C-4' et C-5' du glucose. Le carbone terminal CH, est visible a 63,0 ppm (C-6"), tandis que le
carbone lié au méthyléne oxygéné apparait a 63,2 ppm et les carbones des groupes méthoxy sont
confirmés a 57,1 ppm. La spectrométrie de masse Q-TOF a permis d’identifier avec précision la
masse moléculaire de composés 1. La masse exacte expérimentale est de 372,1424 g/mol, en
parfaite concordance avec la masse théorique. Les ions majeurs observés incluent m/z 395,1316
correspondant a [M+Na]* avec un écart de précision de 0,87 ppm, attestant la haute résolution des
mesures. Le temps de rétention (RT) est mesuré a 0,227 min, soulignant la pureté du composé.

Le composé 2 a été identifié comme étant la syringinoside; un diglycoside phénylpropanoide
précédemment isolé de diverses especes végétales telles que Peganum harmala L. et Stellera
chamaejasme L. Ce composé est reconnu pour ses propriétés biologiques, notamment ses activités
anti-inflammatoires, antioxydantes et antibactériennes!16,

L'identification précise de sa structure a été réalisée grace a lI'analyse des spectres RMN et de
la spectrométrie de masse, complétée par des données issues de la littérature. Dans le spectre RMN
1H, les protons aromatiques (H-3 et H-5) apparaissent sous forme des doublets a 6,99 et 6,81 ppm,
indiquant la symétrie du noyau aromatique. Les groupes méthoxyles liés aux carbones C-10 et C-11
géneérent des signaux singulets a 3,85 ppm. Les protons (H-8 et H-9) de la chaine allylique présentent
des déplacements chimiques a 7,15 ppm et 4,36 ppm, accompagnés de constantes de couplage
caractéristiques qui confirment une double liaison trans (configuration « E »). Les protons
anomériques des deux unités glucosidiques sont détectés a 4,84 ppm et 4,22 ppm sous forme de
doublets, caractérisant des liaisons B-glycosidiques.

Le spectre RMN 13C révele les carbones anomériques a 102,0 ppm et 106,0 ppm, ainsi que

les carbones méthoxyles a 56,0 ppm. Les signaux des carbones quaternaires aromatiques a 153,0
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ppm et 153, 7 (C-3, C-5) et ceux des carbones vinyliques a 128,0 ppm (C-7) et 130,0 ppm (C-8)
confirment la structure d’'un noyau phénolique substitué.

En mode négatif, la spectrométrie de masse a permis d’observer un ion quasi-moléculaire a
m/z 534,52 g/mol correspondant a une formule brute de C,3;H3,0,,4. Ces données valident la structure
d’'un diglycoside phénylpropanoide composé d’'un noyau 3,5-diméthoxyphénol substitué et de deux
unités de B-D-glucopyranoses.

L’analyse des spectres RMN du composé 3 confirme qu’il s’agit de la molécule qui appartient
a la classe des polyacétylenes triene-diyne, soit la (4E,6E,12E) -4,6,12-tetradecatriene-8,10-diyne-
1,3-diol. Cette molécule est caractérisée par la présence de doubles liaisons, de triples liaisons et de
deux groupes hydroxyles. Ce polyacétyléne reconnu par ces propriétés anti-inflammatoires a été
isolé a partir des rhizomes d’Atractylodes lancea (AL)!%. Le spectre RMN H révele un signal
caractéristique a 1,83 ppm, attribué au groupement méthyle terminal (CH3) en position 14,
apparaissant sous forme de multiplet. Cette attribution est validée par des corrélations HMBC avec
les carbones en positions 12 et 1319, Les protons des carbones sp? situés en positions 4, 6, et 12
apparaissent respectivement a 5,92 ppm, 6,35 ppm, et 6,32 ppm, avec des constantes de couplage
(J = 15 Hz) indiquant une configuration trans (E) des doubles liaisons. Par ailleurs, le proton lié au
carbone hydroxylé en position 3 est déblindé et présente un signal a 5,73 ppm, confirmant la présence
d’un groupe hydroxyle a cette position05.

Le spectre RMN 13C vient compléter cette analyse en montrant des signaux cohérents avec la
structure proposée. Les carbones sp? des doubles liaisons sont identifiés dans la région de 110 a
145 ppm, notamment aux positions 4, 6, et 12 (141,95 ppm, 145,50 ppm, et 144,77 ppm
respectivement). Les carbones sp des ftriples liaisons, situés en C-8 et C-10, apparaissent a 80,8
ppm et 77,1 ppm. Le carbone méthylique terminal en position 14 génére un signal a 18,9 ppm, tandis
que le carbone hydroxylé en position 3 est clairement détecté a 110,6 ppm, confirmant la présence
des groupes fonctionnels. Les corrélations observées dans le spectre HMBC valident la connectivité
entre les différentes parties de la molécule. Par exemple, le proton en position 4 est corrélé aux

carbones en positions 3 et 5, confirmant I'organisation autour de la double liaison. De méme, les
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protons en positions 6 et 12 montrent des corrélations avec les carbones voisins, corroborant
I'attribution des doubles liaisons et leur configuration géométrique trans.

Pour ce qui est du composé 4, I'analyse des spectres RMN a permis de I'identifier comme
étant du safynol, soit la (2R,3E,11E) -3,1l1-tridecadiene-5,7,9-triyne-1,2-diol) un composé
acétylénique, qui est retrouvé dans des plantes de I'espéce Carthamus tinctoriusi. Cette structure
est caractérisée par la présence de deux groupes hydroxyles (-OH) et de plusieurs insaturations. Le
spectre 'H de composé 4, un doublet de doublets a été observé a 1,84 ppm, correspondant a un
groupe méthyle (CH;) en position 13. Ce signal est fortement corrélé avec le carbone en position 12
sur le spectre HMBC, confirmant la présence d’'une chaine terminale insaturée. Par ailleurs, un signal
large a 5,91 ppm est attribué a un proton vinylique, indiquant la présence d’'une double liaison
conjuguée dans la structure. Le spectre RMN du carbone de composé 4 indique une liaison triple
entre le carbone en position 10 (8C = 72,98 ppm) et celui en position 11 (6C = 78,81 ppm), ces
derniers étant typiques des carbones sp. De plus, les carbones en position 2 (6C = 73,39 ppm) et 4
(6C = 109,32 ppm) sont davantage déblindés, en raison de leur proximité avec les groupes
hydroxyles.

Le composé 5, identifié comme le 2-méthoxy-safynol, partage une structure chimique similaire
au compose 4, le safynol, mais différe par la présence d'un groupe méthoxy (-OCHs) sur le carbone
en position 2. Cette différence structurelle a des implications significatives, a la fois sur le plan
spectroscopique et chimique. Le 2-méthoxy-safynol a été isolé a partir de I'espéce végétale
Carthamus tinctorius1%. Ce composé fait partie des composés bioactifs identifiés dans la préparation
médicinale traditionnelle, connue pour ses propriétés anti-athérogenes, notamment dans le
traitement des maladies cardiovasculaires. En spectroscopie RMN du proton, la présence du groupe
méthoxy dans le 2-méthoxy-safynol se distingue par un signal sous forme de singulet a un
déplacement chimique de 3,81 ppm, attribuable aux trois protons équivalents du groupe méthoxy (-
OCH?3;). En RMN du carbone, la substitution méthoxy entraine un déplacement chimique qui apparait
a 108,60 ppm pour le carbone en position 2.

L'analyse RMN du composé 6 a permis de l'identifier comme étant de I'alpha-amyrine 6a et la

béta-amyrine 6b. L’alpha-amyrine et la béta-amyrine sont deux triterpénes pentacycliques
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étroitement liés qui se distinguent principalement par la configuration spatiale de leur double liaison
au niveau des carbones C-12 et C-13. L’analyse attentive des spectres RMN du proton et du carbone
a révélé la présence de signaux appartenant a deux composés. En comparant ces résultats a la
littératurel1®, il a été identifie comme étant I'alpha-amyrine et la béta-amyrine, avec une
prédominance de cette derniére sur la base des intensités des pics observés. Dans le spectre
RMNI3C du composé isolé, les déplacements chimiques des carbones C-12 et C-13 sont observés
a 121,7 et 140,8 ppm respectivement. Ces valeurs sont cohérentes avec les données rapportées
pour le composé 6b. Cependant, des pics supplémentaires a des déplacements également typiques
de composé 6a ont été détectés. Toujours en RMN 13C, le carbone C-3 du composé 6a montre un
signal a 105,9 ppm tandis que dans le composé 6b montre un signal a 77,3 ppm ce méme carbone.
Ces différences indiquent que les deux isoméres sont présents dans I'échantillon. De maniéere
similaire, le spectre RMN H montre des variations claires dans les signaux des protons liés aux
carbones C-12 et C-3. Le proton H-12 dans le composé 6a apparait a 5,12 ppm (t) tandis que pour
le composé 6b, il est observé a 5,33 ppm (t). De plus, les protons des groupes méthyles montrent
des déplacements légerement différents, par exemple a un & de 0,74 (H-28, alpha-amyrine) contre
un & de 0,73 (H-28, béta-amyrine).

Le HPLC-Q-TOF a fourni des informations pour la confirmation de la structure de composé 6a
et 6b. La formule brute du composé, CaoHs00, a été confirmée par la présence des pics suivants :
[M+H] + a 427,38 m/z, correspondant a la masse exacte de la molécule protonée ; [M+Na]+ a 449,37
m/z, indiquant la formation de I'adduit avec le sodium ; et [M+2Na-H]+ & 451,87 m/z, confirmant une
structure stable avec deux sodiums. Selon la littérature, I'alpha amyrine et le béta-amyrine ont été
isolées a partir de nombreuses plantes telles que Protium heptaphyllum, Cecropia obtusifolia et
Erythrina americana. Elles sont reconnues pour leurs nombreuses propriétés pharmacologiques,
notamment anti-inflammatoires, antioxydantes et antidiabétiques's,

Le composé 8 est confirmé comme étant la scopolétine, également connue sous son nom
systématique 7-hydroxy-6-methoxycoumarine. Cette identification repose sur I'analyse des données
spectroscopiques obtenues par RMN H et 13C ainsi que sur une comparaison avec la littérature

scientifiqgue décrivant cette molécule. La scopolétine est une coumarine hydroxylée et méthoxylée,
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extraite de plusieurs espéces : Morinda citrifolia, Helichrysum italicum, Convolvulus pluricaulis,
Artemisia annua, Lasianthus lucidus et Morus alba et Launaea resedifolial®®1%9, Les carbones du
composé 8 montrent des déplacements chimiques caractéristiques comme, entre autres, un signal a
172,7 ppm correspondant au carbone du groupement carbonyle. Les carbones aromatiques sont
observés entre 135 a 144 ppm ce qui est caractéristique d’'une coumarine substituée. Le carbone du
groupe méthoxy (-OCHj5) en position 6 est identifié a 61,92 ppm, une valeur typique pour un méthyle
d’un éther aromatique. Le proton H-8 apparait a 4,83 ppm avec une multiplicité de triplet (t), associée
a des constantes de couplage de 7,5 Hz et 8,0 Hz, cohérentes avec un environnement aromatique
substitué. Les autres protons aromatiques, comme H-4 et H-9, montrent des déplacements chimiques
respectivement a 4,09 ppm et 2,07 ppm, avec une multiplicité de triplets et de doublets, confirmant
leur position sur le cycle. Le proton du groupe hydroxyle (-OH) est observé a 6,39 ppm,
caractéristique d’un groupe hydroxyle aromatique. Selon les études in vitro, la scopolétine posséde
des activités pharmacologiques, notamment anti-hépatotoxique, antibactérienne, antifongique,
antituberculeuse et antioxydantel?. Les études in vivo ont démontré des activités pharmacologiques
telles qu’anti-thyroidienne, antihypertensive, antiproliférative, anti-inflammatoire, neurologique, anti-
dopaminergique et anti-adrénergique, antidiabétique et antihyperuricémique©®.

L’analyse des spectres RMN et la comparaison avec les données spectroscopiques de la
littérature ont permis d’identifier le composé 11 comme étant 'isohamnétine, également connue sous
le nom de 3’-méthoxyquercétine. Il s'agit d’un flavonol méthylé, un dérivé de la quercétine, ou un
groupe méthoxy (-OCHj3) est situé sur le carbone 3’ du cycle B. Ce composé appartient a la famille
des flavonoides isolée a partir Callianthemum taipaicum. L’'isohamnétine a démontré une activité
inhibitrice notable contre des pathogénes fongiques tels que Botrytis cinerea et Rhizoctonia
cerealis!®0. La structure chimique de composé 11 repose sur un squelette flavonolique comprenant
trois cycles : deux cycles benzéniques (A et B) et un cycle pyranique (C). Elle est caractérisée par la
présence d’'un groupe méthoxy sur le carbone 3’, de groupes hydroxyles (-OH) sur les positions 3,
4’/ 5 et 7, ainsi que d’'un carbonyle (C=0) sur le carbone 4 du cycle C.

Les spectres RMN H et 13C confirment la présence du groupement méthoxy (-OCH;) avec un

déplacement chimique en carbone a 55,93 ppm et un singulet a 3,6 ppm en proton. Les cycles
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aromatiques (A, B, C) montrent des déplacements chimigues cohérents, notamment 13C de
171,94 ppm pour le carbone carbonyle (C-4), 13C de 140,05 ppm et 'H de 5,8 ppm (d, J=15,8 Hz) pour
un proton conjugué, ainsi que des valeurs comprises entre 3C de 140 & 147 ppm pour des carbones
aromatiques. Les protons aromatiques des cycles A et B présentent des signaux 1H a 7,72 ppm,
7,6 ppm et 6,02 ppm, avec des constantes de couplage cohérentes. Enfin, le cycle pyranique (C) se
distingue par un carbone 13C a 82,59 ppm et un proton *H a 5,37 ppm (s), confirmant la structure de
isohamnétine.

La caractérisation du composé 12 indique que sa structure est similaire a celle du composé
11, a la différence qu'il posséde des groupes méthoxy aux positions 3' et 4' du cycle B, tandis que le
méthoxy est présent uniquement dans la position 3’ dans le composé 11. Les spectres RMN montrent
qu’il s’agit du 3',4'-diméthoxy quercétine qui est un flavonoide méthoxylé dérivé de la quercétine. Ce
composé a été isolé des feuilles de Kalanchoe pinnata ; une plante tropicale utilisée en médecine
traditionnelle pour traiter divers maux, tels que les infections, les inflammations, les ulceres
gastriques, les douleurs, la toux et la fievre!ll, Les recherches modernes ont confirmé que les
flavonoides, tels que la 3'4'-diméthoxy quercétine, jouent un rdle essentiel dans les effets
thérapeutiques de cette plante!!l, La structure chimique du composé 12 repose sur un noyau
flavonoide comprenant deux groupes méthoxy (-OCH3) situés aux positions 3' et 4' sur le cycle B,
trois groupes hydroxyles (-OH) aux positions 5, 7 et 3 sur les cycles A et C, et une fonction cétone (-
C=0) a la position 4 du cycle C. Sa formule moléculaire est C17H140s, avec une masse moléculaire
de 329,96 g/mol, confirmé par spectrométrie de masse avec m/z 330,9826 en [M+H]*.

Le composé 12 présente des doublets pour les protons H-6' (& ~7,23 ppm) et H-5' (0 ~6,98
ppm), avec un couplage ortho (J=9,1 HzJ = 9,1). Des singulets ont été observés pour H-2' (d ~7,59
ppm) et pour les groupes méthoxy H-7' (& ~4,05 ppm) et H-8' (8 ~3,95 ppm). Un signal distinct a &
~179 ppm correspond au carbone cétone (C-4), tandis que les signaux des carbones aromatiques
sont situés entre 100 et 160 ppm.

Les résultats des analyses RMN du composé 13 isolé, associés aux données de la littérature,
confirment qu’il s’agit de l'acacétine, également appelée 5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone. Ce

flavonoide naturel est présent dans le regne végétal et posséde une formule chimique C1sH120s avec
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une masse moléculaire de 284,26 g/mol. La molécule se caractérise par deux groupes hydroxyles
en positions 5 et 7 et un groupe méthoxy en position 4'. L’acacétine est particulierement présente
dans des plantes telles que Carthamus tinctorius, Ziziphora clinopodioides et Sidastrum micranthum,
souvent utilisées en phytothérapie pour leurs nombreuses propriétés médicinales''2-113, | es spectres
RMN ont permis de caractériser la structure chimique du composé 13. Le carbone C-4 est visible sur
le RMN 13C a 178,2 ppm, caractéristique de la présence d’'un groupement carbonyle conjugué. Les
carbones aromatiques substitués, comme C-2'/6' (6C = 126,8 ppm) et C-3'/5' (6C = 114,8 ppm),
montrent un couplage typique des hydrogenes en position ortho avec des déplacements chimiques
a 6H = 8,09 ppm et dH = 6,28 ppm respectivement, et une constante de couplage J = 8,2 Hz. Les
carbones du cycle flavonoide, tels que C-6 (6C = 99,8 ppm, 6H = 5,81 ppm, J = 2,4 Hz) et C-8 (8C =
88,4 ppm, dH = 5,82 ppm, J = 2,4 Hz), présentent des déplacements caractéristiques, indiquant un
couplage méta. Le groupe méthoxyle sur le carbone C-4' est identifié a un 6C de 55,3 ppm, avec un
signal &H de 3,73 ppm sous forme de singulet. Le composé 13 est reconnu pour ses nombreuses
propriétés pharmacologiques, notamment des effets cardioprotecteurs en protégeant les
cardiomyocytes contre les lésions liées a I'ischémie et au stress oxydatif, ainsi que des propriétés
anti-inflammatoires. Bien que son activité antibactérienne directe soit limitée (CMI = 256 pg/mL),
'acacétine agit comme un modulateur d’antibiotiques en réduisant significativement la concentration
minimale inhibitrice de médicaments comme la norfloxacine et I'érythromycine!3,

Le composé 14 isolé a été identifié comme étant de l'isoscopoletine connue sous le nom de 6-
hydroxy-7-méthoxy-coumarine, appartenant a la classe des coumarines. Ce composé est caractérisé
par un noyau coumarinique substitué par un groupe hydroxyle (-OH) en position 6 et un groupe
méthoxy (-OCH3) en position 7, avec une formule moléculaire C10HsO4 et un poids moléculaire de
192,17 g/mol*4. La 6-hydroxy-7-méthoxy-coumarine a été isolée a partir des parties aériennes de la
plante égyptienne Ammi majus L, mais elle est également présente dans d'autres plantes telles que
Artemisia capillaris. L’isoscopoletine a démontré des propriétés biologiques remarquables,
notamment des activités anti-inflammatoires, antivirales, antioxydantes et antimicrobiennes*.

Les déplacements chimiques de la 6-hydroxy-7-méthoxy-coumarine, mesurés par RMN proton

et carbone, confirment sa structure. Les principaux déplacements enregistrés sont un &C de
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162.5 ppm pour le carbone en position 2, un 8C de 115.5 ppm pour le carbone en position 3, et un
OH de 6.45 ppm pour le proton lié au groupe hydroxyle en position 6. Une comparaison des données
expérimentales avec celles rapportées dans la littérature montre des variations mineures dues aux
conditions expérimentales, notamment le solvant utilisé!4,

Le composé 14 (isoscopoletine) se différencie du composé 8 (scopoletine), qui est un isomere
de position, par la disposition de ses groupes fonctionnels. Le composé 14 possede un groupe
hydroxyle (-OH) en position 6 et un groupe méthoxy (-OCH3) en position 7, tandis que le composé 8
présente ces groupes a l'inverse, avec le -OH en position 7 et le -OCH; en position 6. Ces différences
structurales se traduisent également dans leurs spectres RMN : I'hydroxyle en position 6 de
I'isoscopoletine est observé a un 6H de 6,45, tandis que I'nydroxyle en position 7 de la scopoletine
apparait a dH de 6,36 ppm. La figure 19 ci-dessous montre les structures moléculaires des composés

identifiés.
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Figure 19 : Structure des composés isolés de I'extrait de carthamus caeruleus.
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3.4 Caractéristiques physiques et spectroscopiques des composés isolés.

HO

QN
T

OCH,

Figure 20 : Structure chimique de la syringine 1.

Poudre blanchatre, ESI-MS: m/z 395,1 [M+Na]* (calculé pour C17H2409, 372,1424) Rf 3,7 (gel
de silice 60 F254 CHClIz /CH30OH/ H20 55 :15 :1). RMN *H (500 MHz, CD30OD) 6 : 4,85 (d, J = 5,4 Hz,
H-1), 6,34 (dd, J = 15,5, 5,1 Hz, H-2), 6,55 (d, J = 15,4 Hz, H-3), 6,74 (s, H-5,9), 3,85 (S, OCH3), 6,32
(m, H-1"), 3,3 (s, H-2Y), 3,34 (s, H-3", 3,39 (s, H-4"), 3,46 (s, H-5'), 3,65 (dd, J = 11,6, 5,1 Hz, H-6").
RMN 23C (125 MHz, CDs0OD) 6 : 63,5 (C-1), 130,0 (C-2), 131,2 (C-3), 105,3 (C-5,9), 154,3 (C-6,8),

57,0 (C-10,11, OCHs), 105,4 (C-1'), 71,3 (C-2)), 75,7 (C-3), 77,8 (C-4"), 78,3 (C-5'), 62,5 (C-6").

OH OH

Figure 10 : Structure chimique de la syringinoside 2.

Poudre blanchatre, ESI-MS: m/z 534,5 [M+H]* (calculé pour C23Hs3014, 533,1871) ) Rf 3,6 (gel

de silice 60 F254 CHCI3 /CH3OH/ H20 55 :15 :1). RMN *H (500 MHz, CD30D) 6: 4,68 (d, J = 5,2 Hz,
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H-1), 6,12 (dd, J1= 16,1 Hz, J2 = 4,4 Hz, H-2), 6,99 (d, J = 15,3 Hz, H-3), 6,81 (d, J = 16,1 Hz, H-5),
7,15 (s, H-6), 4,36 (dd,J1 = 14,1 Hz, J2 = 4,4 Hz, H-8), 4,34 (d, J = 4,8 Hz, H-9), 4,31 (d, J = 7,3 Hz,
H-1'), 6,10 (d, J = 4,6 Hz, H-2'), 4,73 (s, H-3", 3,43 (m, H-4), 3,22 (m, H-5), 3,75 (t, J = 5,4 Hz, H-6"),
4,08 (d, J = 7,9 Hz, H-1"), 3,20 (d, J = 4,6 Hz, H-2"), 3,17 (d, J = 6,0 Hz, H-3"), 3,27 (d, J = 5,0 Hz,
H-4"), 3,11 (m, H-5"), 3,74 (t, J = 4,2 Hz, H-6"), 3,85 (s, OCHs). RMN 13C (125 MHz, CD:0D) & : 137,5
(C-1), 106,4 (C-2), 153,7 (C-3), 135,5 (C-4), 153,2 (C-5), 106,4 (C-6), 127,9 (C-7), 130,6 (C-8), 61,5
(C-9), 101,9 (C-1), 76,4 (C-2'), 73,7 (C-3), 78,0 (C-4'), 76,9 (C-5'), 60,5 (C-6'), 103,7 (C-1"), 76,5 (C-

2"), 77,7 (C-3"), 69,9 (C-4"), 78,0 (C-5"), 61,5 (C-6"), 56,0 (OCHs).

Figure 22 :(4E,6E,12E) -4,6,12-Tetradecatriene-8,10-diyne-1,3-diol 3.

Légérement jaune, ESI-MS : m/z 215,3 [M-H] (calculé pour Ci14H1602, 216,1150). RMN H
(500 MHz, CD30D) & : 3,66 (m, H-1), 1,72 (q, J = 6,5Hz, H-2), 4,30 (g, J=6,5 Hz, H-3), 5,92 (dd,
J1=15,1, J2=6,4 Hz, H-4), 6,35 (dd, J1=15,9, J2=10,7 Hz, H-5), 6,73 (dd, J1=15,6, J2=10,9 Hz, H-6),
5,73 (d, J=15,6 Hz, H-7), 5,64 (d, J=15,8 Hz, H-12), 6,32 (s, H-13), 1,83 (m, H-14).RMN 13C (125
MHz, CD3OD) &: 59,6 (C-1), 40,6 (C-2), 70,0 (C-3), 141,9 (C-4), 129,8 (C-5), 145,5 (C-6), 110,5 (C-

7), 80,8 (C-8), 77,0 (C-9), 73,0 (C-10), 82,2 (C-11), 110,8 (C-12), 144,7 (C-13), 18,9 (C-14).

Figure 11 : Structure chimique de safynol 4.
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Légérement jaune, ESI-MS : m/z 199,2 [M-H]- (calculé pour C13H1202, 200,0837). RMN H
(500 MHz, CD30D) &: 3,49 (m, H-1), 4,20 (m, H-2), 6,46 (s, H-3), 5,91 (d, J = 16,0 Hz, H-4), 5,64 (d,
J = 15,8 Hz, H-11), 6,44 (s, H-12), 1,84 (dd, J1 = 6,9 Hz, J2 = 1,9 Hz, H-13). RMN 13C (125 MHz,
CDs0OD) &: 66,5 (C-1), 73,3 (C-2), 150,2 (C-3), 109,3 (C-4), 75,0 (C-5), 77,7 (C-6), 65,8 (C-7), 66,7

(C-8), 72,9 (C-9), 78,8 (C-10), 110,0 (C-11), 147,4 (C-12), 19,0 (C-13).

13

Figure 24 : Structure chimique de 2-méthoxy safynol 5.

Légerement jaune, ESI-MS : m/z 246,5 [M-H]- (calculé pour Ci14H1602, 247,1450). RMN H
(500 MHz, CD30D) &: 3,51 (m, H-1), 3,81 (s, H-2), 6,42 (s, H-3), 5,89 (d, J = 16,0 Hz, H-4), 5,64 (d,
J = 15,8 Hz, H-11), 6,43 (s, H-12), 1,83 (dd, J1 = 6,9 Hz, J2 = 1,9 Hz, H-13). RMN 13C (125 MHz,
CD30D) &: 66,2 (C-1), 72,3 (C-2), 150,2 (C-3), 108,3 (C-4), 75,0 (C-5), 77,7 (C-6), 64,8 (C-7), 65,7

(C-8), 72,6 (C-9), 78,2 (C-10), 110,6 (C-11), 146,4 (C-12), 18,8 (C-13), 108,6 (OCHs).

Figure 25 : Structure chimique de I'alpha amyrine 6a.
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Poudre blanchatre, ESI-MS : m/z 427,4 [M+H]* (calculé pour CsoHs0O, 426,3851). RMN H
(500 MHz, CD30D) & 5,12 (t, J=3,39 Hz, H-12), 3,22 (dd, J=4,94, 10,8 Hz, H-3), 1,94 (dd, J=4,45,
12,8 Hz, H-2), 1,86 (dd, J=3,85, 6,25 Hz, H-11), 1,77 (dd, J=4,01, 12,3 Hz, H-15), 1,01 (s, H-16), 0,94
(s, H-23), 0,89 (s, H-25), 0,85 (s, H-30), 0,74 (s, H-28), 0,74 (s, H-29), 0,74 (s, H-24). RMN 13C (125
MHz, CD;0D) 6 138,6 (C-13), 123,1 (C-12), 105,9 (C-3), 56,9 (C-18), 56,1 (C-5), 51,3 (C-9), 45,9 (C-
14), 42,2 (C-22), 39,2 (C-8), 38,9 (C-19), 34,8 (C-20), 34,0 (C-4), 32,4 (C-1), 31,1 (C-10), 30,7 (C-
17), 30,3 (C-7), 29,8 (C-21), 29,3 (C-28), 28,9 (C-23), 27,3 (C-16), 26,2 (C-2), 25,5 (C-15), 23,2 (C-

11), 22,0 (C-27), 20,3 (C-30), 18,3 (C-6), 17,7 (C-26), 15,8 (C-25), 14,3 (C-29), 12,7 (C-24).

Figure 26 : Structure chimique de béta amyrine 6b.

Poudre blanchatre, ESI-MS : m/z 427,4 [M+H]* (calculé pour CsoHs0O, 426,3851). RMN H
(500 MHz, CDCls) & 5,33 (t, J=3,38 Hz, H-12), 3,53 (dd, J=4,93, 9,82 Hz, H-3), 1,94 (dd, J=4,38, 11,2
Hz, H-2), 1,86 (dd, J=3,85, 6,15 Hz, H-11), 1,73 (dd, J=4,02, 11,3 Hz, H-15), 1,05 (s, H-16), 0,96 (s,
H-26), 0,87 (s, H-25), 0,83 (s, H-30), 0,73 (s, H-28), 1,83 (s, H-29), 0,73 (s, H-24). RMN 13C (125
MHz, CDCl;) 5 140,8 (C-13), 121,7 (C-12), 77,3 (C-3), 77,1 (C-18), 76,8 (C-5), 71,8 (C-9), 56,8 (C-
14), 56,2 (C-22), 50,2 (C-8), 50,2 (C-19), 42,3 (C-20), 42,4 (C-4), 42,3 (C-1), 39,8 (C-10), 39,6 (C-
17), 37,3 (C-7), 36,5 (C-21), 36,2 (C-28), 35,8 (C-23), 31,9 (C-16), 31,7 (C-2), 28,3 (C-15), 28,0 (C-

11), 24,3 (C-27), 23,9 (C-30), 22,9 (C-6), 22,6 (C-26), 19,4 (C-25), 18,8 (C-29), 11,9 (C-24).
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Figure 12 : Structure de la scopolétine 8.

Solide jaunatre, ESI-MS : m/z 191,2 [M-H]- (calculé pour C10HgO4, 192,1651). RMN *H (500
MHz, CDsOD) & 6,39 (br, H-6), 4,83 (t, J = 7,5, 8 Hz, H-8), 4,09 (t, J = 7,5, 8,1 Hz, H-4), 2,07 (d, J =
7,8 Hz, H-9), 1,99 (d, J = 8 Hz, H-2), 1,81 (d, J = 8,3 Hz, H-7), 1,3 (s, H-10). RMN 13C (125 MHz,
CDs30D) 6 172,7 (C-1), 171,9 (C-5), 144,9 (C-6), 144,6 (C-3), 135,7 (C-8), 132,5 (C-4), 112,3 (C-9),

110,8 (C-2), 72,3 (C-7), 61,9 (C-10).

Figure 28 : Structure chimique de I'isohamnétine 11.

Solide jaunatre clair, ESI-MS : m/z 317,2 [M+H]* (calculé pour C16H1207, 316,2623). RMN 'H
(500 MHz, CDz0D) b 5,8 (br, d, J = 15,8 Hz, H-3), 7,72 (dd, J = 8,52, 2,03 Hz, H-11), 7,6 (dd, J =
8,12, 1,58 Hz, H-12), 6,02 (d, J = 8,12 Hz, H-14), 4,98 (br d, J = 16,0 Hz, H-4), 5,54 (d, J = 2,03 Hz,
H-10), 5,37 (br s, H-15), 3,6 (s, H-5). RMN 3C (125 MHz, CDsOD) & 171,9 (C-6), 147,9 (C-1), 144,9
(C-13), 140,0 (C-3), 140,0 (C-2), 125,5 (C-11), 123,7 (C-12), 114,8 (C-14), 113,1 (C-4), 109,9 (C-10),

82,6 (C-15), 76,8 (C-7), 71,8 (C-9), 66,6 (C-8), 55,9 (C-5).
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Figure 29 : Structure chimique de la 3',4'-diméthoxy quercétine 12.

Solide Jaunatre clair, ESI-MS 329,9 m/z [M+H]* (calculé pour C17H1407, 330,9726). RMN H
(500 MHz, CDsOD) & 7,59 (d, J = 9,15 Hz, H-6"), 7,23 (s, H-2'), 6,98 (d, J = 9,15 Hz, H-5'), 6,76 (s, H-
6), 6,29 (s, H-8), 4,05 (s, H-7', OCH,), 3,95 (s, H-8', OCH;). RMN 13C (125 MHz, CD30D) & 179,7 (C-
4), 161,3 (C-5), 154,5 (C-7), 153,5 (C-10), 152,1 (C-2), 150,1 (C-3"), 145,9 (C-4"), 128,3 (C-3), 122,2
(C-1Y, 119,0 (C-6", 113,6 (C-2'), 108,0 (C-5", 105,8 (C-9), 105,5 (C-6), 86,7 (C-8), 59,0 (C-7', OCH3),

52,2 (C-8', OCH3).

Figure 30 : Structure chimique de la 5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone 13.

Solide Jaunatre, ESI-MS 285,6 m/z [M+H]* (calculé pour C16H120s, 284,2606). RMN H (500
MHz, CDsOD) & 8,09 (d, J = 8,2 Hz, H-2'/6"), 6,28 (d, J = 8,2 Hz, H-3/5"), 6,02 (s, H-3), 5,81 (d, J =
2,4 Hz, H-6), 5,82 (d, J = 2,4 Hz, H-8), 3,73 (S, H-4' OCH3). RMN 13C (125 MHz, CDsOD) & 178,2 (C-
4),177,5 (C-2), 175,9 (C-7), 175,9 (C-4'), 164,4 (C-5), 140,0 (C-9), 126,8 (C-2/6"), 123,6 (C-1"), 114,8

(C-3/5'), 104,1 (C-10), 103,8 (C-3), 99,8 (C-6), 88,4 (C-8), 55,3 (C-4' OCHj).
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Figure 31 : Structure de l'isoscopoletine 14.

Solide jaunatre, ESI-MS : m/z 191,6 [M-H] (calculé pour C10HsOa4, 192,1706), Rf 2,7 (gel de
silice 60 F254 hexane / AcOEt, 2 :3). RMN H (500 MHz, CDsOD) 6 6,45 (s br, H-6), 5,91 (dd, J =
7,23, 8,01 Hz, H-8), 5,64 (dd, J = 7,22, 8,13 Hz, H-4), 4,23 (d, J = 7,81 Hz, H-9), 3,51 (m, H-2), 2,34
(s, H-7), 3,83 (s, H-10). RMN 13C (125 MHz, CDsOD) & 162,6 (C-1), 160,5 (C-5), 142,6 (C-6), 115,5

(C-3), 113,5 (C-8), 145,0 (C-4), 106,8 (C-9), 108,1 (C-2), 77,7 (C-7), 58,3 (C-10).

3.5 Résultats de I’analyse du profil d’acides gras

Les composés 7, 9 et 10 appartiennent a la classe des lipides, plus précisément aux acides
gras. Le tableau 9 présente une analyse détaillée du profil lipidique de I'extrait de Carthamus
caeruleus, répartissant les acides gras en trois grandes catégories: saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés. Les acides gras saturés représentent 7,75 g/100 g (24,54 % du profil total), avec une
nette prédominance de I'acide palmitique (C16:0) a 6,69 g/100 g (20,22 %). Les monoinsaturés sont
peu présents, totalisant 3,87 g/100 g (12,23 %), entiérement constitués d’acide oléique (C18:1n9).
Les polyinsaturés dominent largement le profil lipidique avec 19,97 g/100 g (63,23 %), portés par une
forte concentration d’acide linoléique (C18:2n6, oméga-6) a 12,79 g/100 g (40,51 %) et d’acide alpha-
linolénigque (C18:3n3, oméga-3) a 7,04 g/100 g (22,28 %). Le pourcentage global de lipides dans

I'échantillon est de 31,59 %, indiquant une teneur grasse moyenne.
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Tableau 9 : Résultats d'analyse du profil d'acide gras.

Calcul - Gras

g/100g % Profil acide gras

SATURES TOTAL /100 g 7,75

C15:0 0,09 0,27
C16:0 6,69 20,22
C17:0 0,23 0,72
C18:0 0,62 1,97
C22:0 0,12 0,39
MONOINSATURES TOTAL g/100 g 3,87

C18:1n9¢c 3,87 12,23
POLYINSATURES TOTAL g/100 g 19,97

C18:2n6 ¢ 12,79 40,51
C18:3n6 0,14 0,43
C18:3n3 7,04 22,28
% de Gras dans |'échantillon 31,59 100,00
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3.5 Activités biologiques des composés isolés

Les activités biologiques décrites dans cette section ont été testées sur la syringine 1,
syringinoside 2, alpha et béta amyrine 6, scopolétine 8, isorhamnétine 11, 3',4'-diméthoxy quercétine
12, 5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone 13 et isoscopolétine 14. Ces composés ont été retenus en
raison des quantités récupérées a la suite de l'isolation.

Tel que montre le tableau 10 ci-dessous, la syringine 1, la syringinoside 2, I'alpha et béta
amyrine 6, la scopolétine 8, 'isorhamnétine 11, la 3’,4’-diméthoxyquercétine 12 et I'isoscopolétine 14
ne présentent aucune activité cytotoxique. La 5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone 13 montre I'activité

cytotoxique la plus intéressante parmi ces composés.

Tableau 10: Résultats d'activité cytotoxique des composés isolés

Résazurine Hoechst
ICs0 (UM) ICso (LM)
Composés
A-549 DLD-1 WS-1 A-549 DLD-1 WS-1
isolés
Syringine > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Syringinoside > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Alpha et béta
> 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
amyrine
Scopolétine > 200 > 200 > 200 > 200 > 200 > 200
Isorhamnétine 125+ 9 81+5 124 £ 9 97+ 7 55+5 105+ 12
3',4'-diméthoxy
155+7 | 98,7+0,8 126 +18 | 130+16 | 78,1+1,0 | 106 +10
guercétine
5,7-dihydroxy-4’-
717 46 + 3 75+9 64 +5 361 72+9
méthoxyflavone
Isoscopolétine > 200 194 + 3 > 200 > 200 134+8 188 + 17
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Tel que montre le tableau 11, la syringine 1, la syringoside 2 et I'alpha et béta amyrine (6a et
6b) n'ont pas montré d’activité anti-inflammatoire méme a des concentrations de 160 puM. La
scopoletine 8, quant a elle, a montré une activité anti-inflammatoire modérée avec un pourcentage
d’inhibition de 33,9 % a 160 pM. L’isorhamnétine 11, la 3’,4’-diméthoxy quercétine 12, la 5,7-
dihydroxy-4’-méthoxyflavone 13 et l'isoscopoletine 14 ont montré une forte activité anti-inflammatoire

avec 100 % d'inhibition de la production de NO a une concentration de 160 puM.

Tableau 11: Résultats de l'activité anti-inflammatoire des composés isolés.

Anti-inflammatoire sur RAW 264.7
% inhibition a
A iz concentration |Concentration

Composés isolés ICso ; .

maximale non | cytotoxique

toxique

Syringine >160 uM <0% @ 160 uM NA
Syringinoside >160 uM <0% @ 160 pM NA
Alpha et beta amyrine >160 uM <0% @ 160 uM NA
Scopolétine >160 uM 33,9% @ 160 pM NA
Isorhamnétine 305 uM 100% @ 160 uM NA
3',4'-diméthoxy quercétine 45+ 6 uM 100% @ 160 uM NA
5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone 22 +3 uM 100% @ 160 uM NA
Isoscopoletine 79+ 13 uM 100% @ 160 uM NA
L-NAME 250 pM 45+5 % NA
L-NAME 1mM 75+9% NA

Tel que montre le tableau 12 ci-dessous, aucun des composés isolés ne présente une activité

significative contre E. coli ou S. aureus.
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Tableau 12 : Résultats de I'activité antibactérienne des composés isolés.

Composés isolés oo (M) oo (M)
E. coli S. aureus
Syringine >200 >200
Syringinoside >200 >200
Alpha et beta amyrine >200 >200
Scopolétine >200 >200
Isorhamnétine >200 >200
3',4'-diméthoxy quercétine >200 >200
5,7-dihydroxy-4’-méthoxyflavone >200 >200
Isoscopolétine >200 >200

Gentamycine

0,021 + 0,03 pg/ml

0,09 + 0,03 pg/ml
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CONCLUSION

L’objectif principal du projet consistait a étudier la composition chimique et les activités
biologiques des extraits, des fractions et des produits naturels isolés des racines de Carthamus
caeruleus. L’extraction méthanolique effectuée sur 1 kg de poudre de racines a permis d’obtenir
94,10 g d’extrait brut, ce qui correspond a un rendement de 9,41 %. L’extrait solubilisé dans I'eau et
ensuite partitionné avec le DCM et I'AcOEt par extraction liquide-liquide a conduit a trois fractions
distinctes : 31,77 g pour la fraction DCM (33,76 %), 2,06 g pour la fraction AcOEt (2,19 %) et 54,11
g pour la fraction aqueuse (57,50 %). La fraction AcOEt montre une teneur élevée en polyphénols
(18 £ 2 g/100 g) et inhibe la production de NO (activité anti-inflammatoire) de 89 % a 40 pug/ml. La
fraction DCM, riche en composés non polaires, a montré une forte activité anti-inflammatoire en
inhibant la production de NO de 100 % a 40 ug/ml ainsi qu'une activité antibactérienne contre
Escherichia coli (ICso=17 pg/ml) et Staphylococcus aureus (ICs0=18 pg/ml). Cette fraction a
également montré une forte activité antioxydante sur modeéle cellulaire avec une ICso inférieure a
0,195 pg/ml.

Cette étude a permis l'isolation et I'identification de plusieurs composés issus des racines de
Carthamus caeruleus. Parmi ces composés, on retrouve la syringine 1, le syringinoside 2, le
(4E,6E,12E)-4,6,12-tétradécatriene-8,10-diyn-1,3-diol 3, le safynol 4 et sa variante le 2-méthoxy-
safynol 5. L’alpha et la béta-amyrine (composés 6a et 6b), des flavonoides tels que I'isohamnéine
11, la 3',4'-diméthoxyquercétine 12, 'acacétine 13 ainsi que des coumarines comme la scopolétine
8 et l'isoscopolétine 14 ont également été identifiés. Les analyses des acides gras de la fraction
lipidique (extrait a 'hexane) ont révélé la présence de I'acide palmitique (20,2 %), I'acide stéarique
(2,0 %), l'acide oléique (12,2 %) et 'acide gamma-linolénique (0,4 %). Ces résultats montrent que la
fraction lipidique de Carthamus caeruleus contient un mélange équilibré d’acides gras saturés (24,54
%), mono-insaturés (12,23 %), et polyinsaturés (63,23 %).

L’évaluation de la cytotoxicité de certains composés isolés a révélé que la majorité d’entre eux,
notamment la syringine 1, la syringinoside 2, l'alpha et béta amyrine 6, la scopolétine 8,
lisorhamnétine 11, la 3’,4’-diméthoxyquercétine 12 et I'isoscopoletine 14, sont dépourvus de

cytotoxicité significative (ICs, > 200 pM). En revanche, l'acacétine 13 a présenté une légére



cytotoxicité contre les lignées cancéreuses A-549 et DLD-1 mais également une toxicité comparable
sur les cellules normales WS-1. Concernant I'activité anti-inflammatoire, I'isorhamnétine 11 (ICs, =
30 £ 5 uM), la 3',4’-diméthoxyquercétine 12 (ICs, = 45 + 6 uM), l'isoscopoletine 14 (ICs, = 79 £ 13
pM) et surtout I'acacétine 13 (ICso = 22 + 3 pM) ont inhibé 100 % de la production de NO a une
concentration de 160 uM. Les quelques composés testés n‘ont pas montré d’activité antioxydante

sur modele cellulaire, ni d’activité antibactérienne sur E. coli et S. aureus.

Pour les travaux futurs, il serait intéressant d’identifier un modéle de test qui permettrait de confirmer
clairement « I'effet antibrGlure » des racines de Carthamus caeruleus. Enfin, le développement de
formulations spécifiques, notamment pour le traitement des brdlures et des cicatrices cutanées

pourrait étre envisagé.
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ANNEXE 1

Annexe 1 : Spectres RMN de la syringine

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 1

Position (C) Ca(rotl):)ne Proton (dc) Type JHH1 JHH2
1 63,5681 4,85 d 54
2 130,0354 6,34 dd 15,5 51
3 131,2656 6,55 d 15,4
4 -
5,9 105,3368 6,74 s
6,8 154,3518
7 —
10,11(OCHa) 57,0179 3,85 s
1 105,4654 6,32 m
2' 71,3488 3,3 s
3 75,7316 3,34 s
4 77,8307 3,39 S
5' 78,3621 3,46 s
6' 62,594 3,65 dd 11,6 51
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Agrandissement du spectre RMN H (CDsOD, 500 MHz) de 1
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Annexe 2 : Spectres RMN de la syringinoside

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 2

Carbone

Position (C) (dc) Proton (dc) Type JHH1 JHH2
1 137,5149 4,68 d 5,2
2 106,4139 6,12 dd 16,1 4,4
3 153,6507 6,99 d 15,3
4 135,5355
5 153,2276 6,81 d 16,1
6 106,4139 7,15 s
7 127,8844
8 130,5945 4,36 dd 14,1 4,4
9 61,5191 4,34 d 4,8
1 101,8987 4,31 d 7,3
2' 76,3798 6,1 d 4,6
3 73,7022 4,73 s
4 77,9792 3,43 m
5' 76,9206 3,22 m
6' 60,5068 3,75 t 54
1" 103,7364 4,08 d 7,9
2" 76,5155 3,2 d 4,6
3" 77,7197 3,17 d 6
4" 69,9249 3,27 d 5
5" 77,9792 3,11 m
6" 61,5191 3,74 t 4,2

10, 110CHs 55,9803 3,85 s
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Annexe 3 : Tableaux des spectres RMN des polyacétylénes

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 3

Position (C) Ca(r(?f)”e Proton (dc) Type JHH1 JHH2
1 59,6704 3,66 m
2 40,6585 1,72 q 6,5
3 69,9985 4,30 q 6,5
4 141,9548 5,92 dd 15,1 6,4
5 129,8389 6,35 dd 15,9 10,7
6 145,4966 6,73 dd 15,6 10,9
7 110,5874 5,73 d 15,6
8 80,8253
9 77,0733
10 73,0874
11 82,2209
12 110,8305 5,64 d 15,8
13 144,7678 6,32
14 18,9029 1,83 m
Tableau de d’assignation de proton et de carbone 4
Position (C) Ca(rotl’:)”e Proton (dc) Type JHH1 JHH2
1 66,5096 3,49 m
2 73,3943 4,20 m
3 150,2837 6,46
4 109,3252 5,91 d 16,0
5 75,0448
6 77,785
7 65,8098
8 66,7833




9 72,9838

10 78,8183

11 110,0417 5,64 d 15,8

12 147,4189 6,44

13 19,0484 1,84 dd 6,9 1,9




Annexe 4 : Spectres RMN de I’'alpha amyrine et béta amyrine

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 6a

Position (C) Ca(rotl)f)ne Proton (dc) Type JHH1 JHH2
13 138,5601
12 123,0711 5,12 t 3,39
3 105,9101 3,22 dd 4,94 10,8
18 56,9076
5 56,1135
9 51,2533
14 45,8861
22 42,2481
8 39,1684
19 38,9178
20 34,7682
4 34,0129
1 32,4356
10 31,0522
17 30,6645
7 30,3489
21 29,7752
28 29,2586 0.74 S
23 28,9644 0.94 S
16 27,2857 1.01 S
2 26,1725 1.94 dd 4,45 12,8




15 25,4687 1.77 dd 4,01 12,3
11 23,1732 1.86 dd 3,85 6,25
27 21,9587
30 20,3158 0.85 s
6 18,3288
26 17,6952 0.95 S
25 15,7951 0.89 S
29 14,2645 0.74 S
24 12,6923 0.74 S
Tableau de d’assignation de proton et de carbone 6b
Position (C) Ca(r(;’CO)”e Proton (dc) Type JHHL JHH2
13 140,795
12 121,712 5,33 t 3,38
3 77,3141 3,53 dd 4,93 9,82
18 77,0601
5 76,8061
9 71,7952
14 56,8064
22 56,2111
8 50,2032
19 50,1779
20 42,3162
4 42,3549
1 42,3162
10 39,8292
17 39,5577
7 37,3031
21 36,5334
28 36,2361 0,73 S




23 35,8252 S
16 31,9429 1,05 S
2 31,6678 1,94 dd 4,38 11,2
15 28,2681 1,73 dd 4,02 11,3
11 28,0394 1,86 dd 3,85 6,15
27 24,3283
30 23,8799 0,83 S
6 22,8516
26 22,5983 0,96 S
25 19,4268 0,87 S
29 18,7579 1,83 S
24 11,8933 0,73 S
gt |Cod 1: NBOZOBSE; C30 H50 0; 0.227: + FBF Spectrum (it 0.182:0.408 min) AP_240924_NBO208SE_POS NH3_2.d Subtract
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Annexe 5 : Spectres RMN de I'isohamnétine

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 11

Position (C) Ca(rgco)”e Proton (dc) Type JHH1 JHH2
6 171,9405
1 147,9208
13 144,8949
3 140,048 5.8 brd 15.8
2 140,005
11 125,4729 7,72 dd 8.52 2.03
12 123,7101 7.6 dd 8.12 1.58
14 114,8015 6,02 d 8.12
4 113,0553 4,98 brd 16.0
10 109,9067 5,54 d 2.03
15 82,5977 5,37 brs
7 76,7783
9 71,8044
8 66,6421
5 55,932 3,6 s

Spectre RMN *H (CDsOD, 500 MHz) de 11
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Annexe 6 : Spectres RMN du I'isoscopoletine.

Tableau de d’assignation de proton et de carbone 14

Position (C) Ca(r(;’:)”e Proton (dc) Type JHH1 JHH2
1 162,5599
5 160,4898
6 142,6294 6,45 s (br)
3 115,5134
8 113,502 5,01 dd 7,23 8,01
4 145,0038 5,64 dd 7,22 8,13
9 106,83647 4,23 d 7,81
2 108,0975 3,51 m 8,01
7 77,7007 2,34 s 8,32
10 58,2855 3,83 s
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Annexe 7 : Profil des acides gras sur GC-MS

Profil des acide gras obtenu par GC-MS.






