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Introduction

generale



Depuis ' Antiquité, I’homme a appris I’importance des plantes pour sa propre survie et I’art de
les cultiver. Les plantes médicinales ont été utilisées pendant des milliers d'années pour
aromatiser et conserver la nourriture, traiter les troubles de santé et maladies de I'événement, y

compris les épidémies [1, 2].

Les plantes médicinales ont été utilisées dans presque toutes les cultures comme source de
médicaments. L'assurance de la sécurité, de la qualité et de l'efficacité des plantes médicinales
et des produits a base de plantes médicinales est devenue une question clé dans les pays

industrialisés et dans les pays en développement [2].

La connaissance de leurs propriétés curatives a été transmise au cours des siécles au sein et
entre les communautés humaines. Les composés actifs produits au cours du métabolisme
secondaire sont généralement responsables des propriétés biologiques des espéces végétales
utilisées dans le monde entier a diverses fins, y compris le traitement des maladies infectieuses.
A titre d’exemple, actuellement, les données sur l'activité antimicrobienne de nombreuses
plantes, jusqu'ici considérées comme empiriques, ont €té scientifiquement confirmées, avec le
nombre croissant de rapports sur les microorganismes pathogenes résistants aux antimicrobiens.
Les produits dérivés de plantes peuvent potentiellement contrdler la croissance microbienne
dans diverses situations et dans le cas spécifique du traitement de la maladie, de nombreuses
¢tudes ont cherché a décrire la composition chimique de ces antibiotiques de la plante et les
mécanismes impliqués dans I'inhibition de la croissance microbienne, séparément ou associ€s

antimicrobiens conventionnels [2].

Le terme de plantes médicinales comprend différents types de plantes utilisées en herboristerie
et certaines de ces plantes ont des activités médicinales. Les plantes médicinales sont la
«colonne vertébrale» de la médecine traditionnelle, ce qui signifie que plus de 3,3 milliards de
personnes dans les pays les moins développés utilisent réguliérement des plantes médicinales
[3].

L'utilisation de la médecine traditionnelle et des plantes médicinales dans la plupart des pays en

développement, comme base pour le maintien de la bonne santé, a été¢ largement observé par

I'UNESCO (1996) [4].

Au cours de la derniére décennie, on a assisté a une résurgence considérable de l'intérét et de
l'utilisation des plantes médicinales, particuliecrement en Amérique du Nord. Les enquétes sur

l'utilisation des plantes médicinales par le public américain ont montré une augmentation
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d'environ 3% de la population en 1991 a plus de 37% en 1998 [5]. Le marché nord-américain
des ventes de plantes médicinales montre une augmentation d’environ 3 milliards de dollars par

année [6].

Ces plantes médicinales peuvent étre utilisées dans le développement de médicaments de
synthése grace a leurs richesses en ingrédients, par ailleurs ces plantes ont joué un role essentiel

dans le développement des cultures humaines [2].

Un recours croissant a 1'utilisation de plantes médicinales dans les sociétés industrialisées a été
attribué en partie a 1’effet thérapeutique des métabolites secondaires extraits de ces plantes ainsi
que le développement de plusieurs médicaments dont leurs principes actifs étaient & base de

plantes[7].

La flore Algérienne avec ces différentes espéces appartenant a plusieurs familles botaniques

dont 15% endémiques [8], reste trés peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan

pharmacologique.

Le présent travail s’inscrit donc dans le cadre de la recherche de nouveaux composés qui
peuvent trouver une utilisation thérapeutique. Pour cela, trois plantes ont fait I’objet d’une
étude phytochimique, 4stragalus gombo et Genista cinerea ssp. ramosissima appartenant a la

famille Fabaceae et Cistanche violacea de la famille Orobanchaceae.
La présentation de nos travaux répartie comme suit :

Une premiéere partie consacrée a une synthése bibliographique comporte deux chapitres :

Le premier chapitre est consacrée a la connaissance botanique et phytochimique des deux
familles, Fabaceae et les genres Astragalus et Genista, Orobanchaceae et le genre Cistanche ;
les travaux phytochimiques antérieurs relatifs aux métabolites secondaires les plus courants
chez les trois genres. Il reporte également les résultats relatifs a leurs activités biologiques.

Le deuxieme est consacré a 1’étude bibliographique des métabolites secondaires flavonoides,
iridoides et phenylethanoides.

Une deuxiéme partie consacrée aux travaux personnels comporte deux chapitres :

Le troisieme chapitre renferme une exposition détaillée des travaux phytochimiques et
biologiques réalisés.

Le quatrieme chapitre renferme la discussion des résultats obtenus.

Ce manuscrit est terminé par une conclusion générale
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Partie 1

Synthese
bibliographique

Chapitre 1

Généralités sur les familles

Fabaceae et Orobanchaceae



I.1. La famille Fabaceae

I .1.1. Généralités

La famille Fabaceae (de faba, la féve) doit son unité a son fruit, appelé gousse ou
légume, d’ou I’autre dénomination de Légumineuses sous laquelle cette famille est plus connue.
Les fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus de 730
genres et 19 400 especes, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical [1]. Les formes
arborescentes prédominent dans les pays chauds et les formes herbacées dans les régions
tempérées [2]. Néanmoins, la prédilection des plantes de cette famille pour les habitats arides
ou semi-arides est reliée a leur métabolisme dépendant de 1’azote, qui est considérée comme
une adaptation aux variations climatiques et imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de
I’azote via la symbiose légumineux-rhizobium permet aux plantes de cette famille
d’obtenir des taux élevés en azote ammoniacal au niveau de leurs racines en fonction de la

demande de leur métabolisme [1].

I.1.2. Le genre Astragalus

Le genre Astragalus, appartenant a la famille Fabaceae, est largement distribué dans les régions
tempérées situées principalement en Europe, en Asie et en Amérique du Nord [3]. Environ 2000
especes ont été décrites dont 372 en Amérique du Nord et 133 en Europe [3-4]. Une
cinquantaine d’especes sont rencontrées en Afrique du Nord dont 15 environ au Sahara algérien
[5]. Les plantes de ce genre se présentent en général sous forme d’un calice tubuleux en cloche,
a 5 dents subégales ou trés inégales. Pétales généralement longuement onguiculés. Etendard
dressé. Caréne égalant environ les ailes. Etamines diadelphes, a gaine entrouverte au sommet.
Ovaire pluri ovulé a ovules sur 2 rangs. Gousse de forme variée, rarement uniloculaire,
généralement a 2 loges plus ou moins complétes par intro flexion de ’une des sutures,

déhiscente ou indéhiscente. Feuilles imparipennées en général stipulées [6].

1.1.2.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Les racines de l'astragale sont utilisées dans la médecine traditionnelle comme un anti
sudorifique, diurétique et tonique. Il a été également utilisé pour traiter le diabéte, la néphrite,
la leucémie et le cancer de 1’utérus [7].

Certaines espéces d’astragales comme Astragalus mongholicus et A. membranaceus sont

utilisées en médecine traditionnelle chinoise en raison de leurs propriétés anticancéreuses [7-9].



En Anatolie qui est situ¢ dans le sud-est de la Turquie, ’extrait aqueux des racines de
I’astragale est traditionnellement utilisé contre la leucémie et pour traiter les blessures [10].

La drogue orientale connue sous le nom d’A4stragali Radix, utilisée pour ses propriétés anti-
transpirantes, diurétiques et toniques n’est autre qu’une mixture préparée a partir des racines
séches de A. membraneus et A. mongholicus et d’autres espeéces d’astragales [11]. Elle est
¢galement employée pour traiter ’anémie, les blessures, la fiévre, les allergies multiples, la
fatigue chronique ainsi que la perte d’appétit [12]. L’espéce A. scorpioides est employée en

application locale contre les piqires de scorpions [13].

1.1.2.2. Toxicité de quelques espéces du genre Astragalus

L'intoxication par les especes du genre Astragalus a été décrite pour la premiere fois chez les
moutons en 1873 a l'ouest des Etats Unis [14], puis dans d'autres pays du monde tels que le
Canada, I'Australie, I'Espagne, le Maroc et autres [15- 17].

Le genre Astragalus regroupe des especes toxiques et d’autres non toxiques.

» Astragales non toxiques : La majorité des astragales ne sont pas toxiques. Certaines sont
utilisées pour l'alimentation du bétail comme A. nuttalianus et A. cicer rencontrées
respectivement dans le Sud-Ouest et a I’Ouest des Etats Unis qui sont trés appréciées par le
bétail. D’autres comme A. fennelus bien que non toxiques, elles ne sont pas appréciées par
les animaux [18].

> Astragales toxiques : Les espéces toxiques du genre Astragalus sont classées selon la
nature du principe toxique dominant et le type d’intoxication qu’elles provoquent, en trois
catégories [18-19] :

» Les astragales accumulatrices de Sélénium.
» Les astragales synthétisant des produits nitrés.

» Les astragales renfermant des alcaloides indolizidiques.

1.1.2.3. Travaux antérieurs

Les investigations chimiques réalisées sur le genre Astragalus, ont permis 1’isolement et
I’identification de divers types de métabolites secondaires, constitués majoritairement de
saponosides triterpéniques et de flavonoides.

Dans ce qui suit, le tableau 1.1 rassemble les quelques flavonoides isolés du genre Astragalus.



Tableau I.1:

Quelques flavonoides isolés du genre Astragalus

Nom de
Pespéce

Parties
étudiées

Composés identifiés

Réf

A. adsurgens

plante entiére

* Astradsurnine (1)

*4.2’ 4’-trihydroxy-3’-prenylchalcone (2)
*2°,4’-dihydroxy-3,4-diméthoxychalcone (3)

*4,2° 4’ -trihydroxychalcone (4)
*2°.4’-dihydroxy-2,3-dimethoxychalcone (5)
*2’,4’-dihydroxy-4-méthoxychalcone [isoliquiritigénine4-

méthyléther] (6)

*2°,4’-dihydroxy-4-méthoxychalcane (7)
*Melilotocarpane B (8)

*2,3-dihydro-5- hydroxy-7,4’-diméthoxyflavanone (9)

2,3-dihydro-6,3’-dihydroxy-4’-méthoxyflavanone (10)
5,7-dihydroxy-4’-méthoxyisoflavanone (11)

7,4’-diméthoxyisoflavanone (12)

5,7,2’-trihydroxy-4’-méthoxy- isoflavanone (13)

7,3’-dihydroxy-4’-méthoxyisoflavanone (14)

(3R)-7,3’-dihydroxy-2’,4’-diméhoxy isoflavane [(R)-

mucronulatol] (15)

[20]

A.

gombiformis

parties

aériennes

* kaempférol 3-O-a-L- rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-
hydroxy-3-methylglutaryl)-f- D-galactopyranoside] (16)
*7-methylquercétine 3-O-o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-3-D-
galactopyranoside (17)
*7-methylkaempférol 3-O-oa-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-(3-
hydroxy-3-methylglutaryl)-B-D-galactopyranoside (18)
*7-methylkaempférol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2) -B-D-
galactopyranoside] (19)
*7-methylquercétine 3-O-B-D-galactopyranoside (20)
Kaempférol 7- methyl ether (21)
*7-methylquercétine-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6-O-
(3-hydroxy-3-methylglutaryl)-f-D-galactopyranoside (22)

[21]

A. inopinatus

parties

aériennes

Apigénine (23)

[22]

A.

shikokianus

parties

aériennes

Astrasikokioside I (24)
Kaempférol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl  (1—»2)--D-
galactopyranosyl-7-O-o-L-rhamnopyranoside (25)

[23]




Tableau I.1: Flavonoides isolés du genre Astragalus (suite)

Nom de Parties Composés identifiés Réf
P’espéce étudiées
A. shikokianus | parties Robinine (25) [23]
aériennes
A. racines Formononetine ( 26) [24]
mongholicus Ononine (27)
Calycosine ( 28)

Calycosine7-O- glucopyranoside(29)
9,10-diméthoxypterocarpan 3-O-B-D-glucopyranoside (30)

A. cruciatus plante Narcissine (31) [25]
entiére Nicotiflorine (32)

Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1% 4) -a.- L-
rhamnopyranosyl-(1# 6)-3-D-glucopyranoside (33)
5, 7,2’-trihydroxyflavone (34)

2
R1 R2 R3 R4
3 H OCH3 OCH3 H
4 H OH H H
5 H H OCH3 OCH3
6 H OCH3 H H
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O-gle
HCO °
OCH;
30
R1 R2 R3 R4
31 rha(l —6)glu OH | OCH; | H
32 rha(l —6)glu OH H H
33 tha(1—>4)rha(1—6)glu | OH | H H
34 H H H OH

Schéma I-1: Structures chimiques de quelques flavonoides isolés de différentes
especes du genre Astragalus.

1.1.3. Le genre Genista

1.1.3.1. Généralités sur le genre Genista

Le nom Genista dérive de 1'ancien mot Gaulois Gen, qui signifie arbuste, appartenant a la
famille des Légumineuses sous-familles des papilionacées [26-27]. 1l est reconnu comme tel par
Linné (1753) [26]. Ce genre est Circumméditerranéen, constitué d'arbustes épineux et non-
épineux, la plupart des especes de ce genre forment des maquis sclérophylles ou des matorrals,
avec 87 especes [28]. Le genre Genista est représenté en Europe occidentale et centrale, il est
également présent en Turquie, en Syrie et en Afrique du Nord [29]. Selon Quezel et Santa en

Algérie ce genre inclus 16 especes dont 11 endémiques [30].

1-1-3-2. Description du genre

Calice a 5 segments, les deux supérieurs libres ou soudés, les trois inférieurs formant une Iévre
a 3 dents profondes, rarement calice campanulé a 5 dents subégales. Caréne oblongue, droite ou
presque, biggibeuse latéralement. Etendard étroit, 10 étamines monadelphes en tube non
fondu,5 longues et 5 courtes. Stigmate oblique. Gousse déhiscente, variable. Arbrisseaux

épineux ou parfois aphylles et junciformes. Feuilles 1-3 folioles, stipulées ou non, graines non

arillées [30].
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1.1.3.3. Utilisation en médecine traditionnelle

Certaines especes du genre Genista sont utilisées en médecine traditionnelle populaire pour
guérir bon nombre de maladies, On citera a titre d’exemple Genista tenera dont I’infusion des
parties aériennes est utilisée dans la médecine traditionnelle Portugaise pour traiter le diabéte
[31]. Alors que deux autres plantes, G. anglica et G. germanica, sont préconisées en tant que

diurétiques pour le traitement de néphrolithiase et encore contre la goutte [32-33].

1.1.3.4. Travaux antérieurs

L’¢étude bibliographique menée sur les especes du genre Genista a montré que les travaux
phytochimiques effectués ont permis, essentiellement 1’isolement d’alcaloides [34-37] et de
flavonoides, notamment les isoflavonoides [38- 41]. Le tableau I-2 rassemble un nombre
d’espéces du genre Genista et leur contenu flavonique, les structures respectives sont données
dans le schéma I-2.

Tableau I-2: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes espéces du genre

Genista.
Nom de I’espéce Nom du composé isolé N° de la réf
structure

Génistéine 36a
Isoprunétine 36b
Wighteone 36¢
Génistine 36d
Génisteone 36e

G. epheroides 8-C-glucoside génistéine 36f
Alpinumisoflavone 36g 38
Hydroxyalpinumisoflavone 36h
Apigénine 22
Ephedroidine 36i
Isokaempféride 36j

G. cinerea 8-C-glucoside génistéine 36f 39
6-C-glucoside génistéine 37
Daidzéine 38a
Génistéine 36a
Isoprunétine 36b
7-O-B-D-glucopyranoside genistéine 36d
7-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine 38b
7,4’-di-O-B-D-glucopyranoside genistéine 38¢ 40
7,4’-di-O-B-D-glucopyranoside isoprunétine | 38d
Lutéoline 38e
7-O-B-D-glucopyranoside lutéoline 38f

12



Tableau I-2: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes espéces du genre
Genista (suite).

Nom de I’espéce Nom du composé isolé N° de la Réf
structure

Orientine 38¢g

G. morisii Vitexine 38h
Eriodictyol 38i
Daidzéine 38a
Isoprunétine 36b 41

G. corcica Isoderrone 39a
Ficuisoflavone 39b
Dihydroisoderrondiol 39c¢
Lutéoline 38e
lutéoline 7-O-B- glucoside 39d
lutéoline 4’-O-B-glucoside 39e
Taxifoline 39f
5-methoxytaxifoline 39¢g
Génistéine. 36a
5,7-dihydroxy-6"’, 6°’-diméthylpyrano 40a
[2°°, 3% :4°,3"]flavone
5, 7-dihydroxy-3’-methoxy-6"’, 6”’- 40b
diméthylpyrano[2°’, 3*’ : 4°, 5°] flavone

G. saharae Apigénine. 23
Kaempférol 21
4’, 5, 7-trihydroxy 6-méthoxy isoflavone 40c 42
5, 7-dihydroxy 8-C-glucosylisoflavone. 40d
8-C-glucopyranosylgénistéine 40e
4’, 7-dihydroxy 8-C-glucosyl 5- 40f
methoxyisoflavone

G. ferox poirret Génistéine 36a
Apigénine. 23
7-0O-glucosyl apigénine 41a 42
Lutéoline 38e

Genista ulicina 5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone 42a
6,8-di-C-B-D-glucopyranosyl apigénine 42b
6-C-B-D-glucopyranosylapigénine 42c
3-O-[B-D-apiofuranosyl-(1—2)-o-L- 42d 43
rhamnosyl(1—6)-f- -D- glucopyranosyl]
kaempférol
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Tableau I-2: Quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de différentes especes du genre
Genista (suite).

Nom de I’espéce Nom du composé isolé N°dela | Réf
structure
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D- 42e 43
glucopyranosyl] isorhamnetine
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D- 42f
glucopyranosyl] quercétine
Thevetiaflavone 43 a
G. quadriflora Génistéine 36a
Munby Isoprunétine 36b
Biochanine A 43b 44
Genkwanine 43¢
G. aspalathoides Laburnetine 44a
Lamk ssp. Isokaempferide 44b
erinaceoides (Lois.) | 7-(2-hydroxyisobutyrate)génistéine 44c
5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-8- 44d
isopropyl-4H-furo[2,3-h] chromen-4-one. 44
Sakuranetine 44e
Isoprunétine 36b
7-O-B-D-glucopyranoside genistéine 36d
4’-O-Methylderrone 44f
Eriodictyol 7, 3’-dimethyl ether 44¢g
R, R, R, R,
36a OH H OH H
36b OCH; | H OH H
3¢ [OH |~ [OH [H
36d |OH | H Oglu | H
36e OH e~ | Oglu | H
36f OH H OH glu

36g 36h
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R, R, R;
36i H H H
36j |H OCH; | H

37
Ry R; R;

38a H OH OH
38b OCHj; Oglu OH
38¢ OH Oglu Oglu
384 | OGH; |Oglu | Oglu
Ry R, R;

38e OH H OH

38f O glu H OH

38g OH glu OH

38h OH glu H
OH
J\\\j _OH

OH O

8i

Schéma I-2 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de

différentes especes du genre Genista.
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R1 | R2

39a | H | H

39p |H | OH

39¢ | OH | OH

OH R1 |R2

. o [ 39d | Oglu | OH
‘ | 39 [OH |Oglu

oH R1
39f OH
39¢g OCHj;
R
40a H
40b OCH;
R1 R2 R3
40 ¢ OCHj; H OH
40d H Glu H
40 e H Glu OH

Schéma I-2 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de

différentes espéces du genre Genista (suite).
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40f

OH

Oglu o

OH o

41a

R1 R2
42b glu glu
42c¢ glu H

42d

Schéma I-2 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de
différentes espéces du genre Genista (suite).
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(O-CH,3
43a 43b
OH
H3CO O
OH 0
43¢
OH
HO O
OCH3
OH 8]
44a 44b

Schéma I-2 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de

différentes espéces du genre Genista (suite).
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OH
H,CO 0 O/

OH O
44e
O/
OH
o Ol o
OH O
44f 44g

Schéma I-2 : Structures chimiques de quelques flavonoides et isoflavonoides isolés de

différentes espéces du genre Genista (suite).
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I-2. La famille Orobanchaceae

I-2-1. Généralités sur la famille Orobanchaceae

Orobanchaceae comme redéfini par Young et al. (1999) [45], morphologiquement est une
famille variée principalement herbacée, les plantes de cette famille sont des parasites. La
majorité des espéces sont des parasites racines, qui peuvent é&tre photosynthétiques
(hémiparasites) ou totalement dépendantes de la plante hote (holoparasites).

Plusieurs genres de cette famille, tels que Striga, Alectra et Orobanche sont des ravageurs
agricoles des cultures de céréales et de 1égumineuses en particulier dans les régions tropicales et
subtropicales seches, ou ils peuvent réduire considérablement les rendements des cultures [46].
La famille Orobanchaceae a une distribution mondiale, y compris les espeéces de latitudes
extrémes du Nord tel que, Pedicularis dasyantha, endémique de I'Arctique russo-européen [47],
mais les principaux centres de distribution sont la Méditerranée, 1’ Afrique du sud, I'Himalaya et
'Ouest de I’Amérique du Nord. Certains genres sont répartis sur plusieurs continents, tels que
Euphrasia (Europe, Nord et Sud d’ Amérique, Océanie), Bartsia (Afrique, Europe, Nord et Sud
d’Amérique), Buchnera et Melasma (Afrique, Asie, Nord et Sud d’ Amérique).

Actuellement 89 genres, contenant environ 2061 espéces, sont comptabilisés dans la famille
Orobanchaceae [48]. Ainsi, cette famille est la plus riche en espéces parmi les familles

d'angiospermes parasites [48].

1-2-2. Le genre Cistanche

1-2-2-1. Généralités sur le genre Cistanche

Cistanche (famille Orobanchaceae) est un genre de plantes désertiques holophrastiques
croissent sur les plantes du désert comme Haloxylon, Salvadora, Reaumuria, Kalidium et

Tamarix [49].

Les especes du genre Cistanche manquent de chlorophylle et obtiennent leurs éléments nutritifs
et I'eau a partir des racines des plantes hotes [49]. Ce genre est principalement distribué dans les
terres arides et les déserts de I'hémisphere nord, comme Xinjiang, Mongolie intérieure, régions
autonomes du Ningxia ainsi que 1'Iran, 1'Inde, la Mongolie, etc... [50]. Elles croissent dans des
environnements trés séveres : climat extrémement aride, des variations séveres de températures,

ensoleillement intensive, moins de 250 mm de précipitations annuelles et des sols appauvries

[51-52].
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Le genre Cistanche est représenté dans le Sahara algérien par trois espéces: Cistanche
tubulosa; qui est commun au Sahara central (Tassili N’Ajjer), Cistanche tinctoria (Desf.) Beck,
qui est une espéce Saharo-Méditerranéenne et enfin, Cistanche violacea qui est un arbuste

endémique du Nord de I’ Afrique [53].

1-2-2-2. Description du genre Cistanche

La plante fixée a la racine de 1'hote par une plage ténue et fragile. Elle est formée d'une ou de
plusieurs tiges, chacune renflée a la base en un gros tubercule allongé portant des rangées
hélicoidales d'écailles. Au tubercule fait suite une tige cylindrique d'un diametre de 1'ordre du
pouce, ¢galement habillée d'écailles foliaires, mais celles-ci espacées ; elle porte souvent des
fleurs déja a un niveau tres bas, a peu de distance du tubercule, et passe progressivement a un
épi floral dense, comprenant plusieurs dizaines de fleurs. Toute la plante est charnue,
y compris les fleurs ; les parties souterraines (tubercule et tige) sont ordinairement d'un blanc
ivoire tandis que les épis, qui seuls sortent de terre, sont d'un jaune vif et peuvent atteindre
plus d'un metre chez C. tincloria, d'un violet améthyste et de 1 a 3 dm seulement chez C.

violacea. [54].

1-2-2-3. Utilisation en médecine traditionnelle

Le genre Cistanche a été enregistré pour la premiere fois en Nong Bencao Jing in ca. 100 B.C.
[55]. Les plantes de ce genre aussi appelé ginseng du désert a été considéré comme un tonique
supérieur et utilis€ pour traiter I’insuffisance rénale, 1’impuissance, l'infertilit¢ féminine,
leucorrhée morbide, abondant métrorragie et la constipation chronique chez les personnes agées
[56]. Parmi les especes du genre Cistanche seulement C. deserticola et C. tubulosa sont

enregistrées dans la pharmacopée chinoise (Edition 2010) [57].

Cependant ces derni¢res années, les deux espéces C. deserticola et C. tubulosa sont en voie
d'extinction en raison de la surexploitation. Deux autres espéces de Cistanche, Cistanche salsa
et C. sinensis, sont souvent utilisées comme substituts dans certaines régions de la Chine [49].
Cistanche salsa est utilisée traditionnellement comme un agent tonique, favorisant la circulation
sanguine, le traitement de I’impuissance, l’infertilit¢ féminine, le lumbago et la faiblesse

corporelle [58-59].
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Les études sur les especes du genre Cistanche ont commencé en 1980, un certain nombre de
composés ont ¢été¢ isolés a partir de ce genre comprenant les huiles essentielles, les
phenylethanoides glycosides, les monotérpenes, les lignanes et autres [60-63].

Les phenylethanoides ont été signalés comme un type des principaux composants actifs et
démontrent plusieurs activités biologiques : antioxydante, neuroprotection, Amélioration de
I'immunité, hépatoprotection et antiradiation [64-66]. Les glucides et polysaccharides se
trouvent également dans les especes du genre Cistanche, ont été considérés comme un principe
actif, qui améliore l'immunit¢ du corps et posséde les Propriétés anti-vieillissement et

antitumorales [67-69].

1-2-2-4. Travaux antérieurs

L'é¢tude phytochimique des especes du genre Cistanche a conduit a l'isolement de plusieurs
groupes chimiques comprenant les phenylethanoides glycosides, les iridoides et les lignanes
(présents sous forme libre et glycosidique), Polysaccharides, acides aminés libres, ¢léments de
cendres et minéraux [51-54]. Cependant, dans la présente étude, on s’est intéressés aux
phenylethanoides glycosides et aux iridoides. Le tableau 1.2 résume les iridoides isolés du
genre Cistanche.

Tableau 1.3: Les iridoides isolés du genre Cistanche

Nom de I’espece Parties étudiées Composés identifiés Réf.
C. sinensis Tiges Geniposide 45 [49]
Ajugol 46
8- acide épiloganique 47
8-épiloganine 48
Mussaenoside 49
Ajugol 46 [70], [71].
Bartsioside 50 [70],
Cistanche Tiges 8- acide epiloganique 47 [71].
deserticola 6-deoxycatalpol 51 [70].
Cistanin 63 [70], [71].
Cistachlorin 64 [72], [73].
Acide Genposidique 59 [73].
Acide Mussaeonosidique 58 [70].
[70].
Kankanoside A 52 [75]
Cistanche Kankanoside B 53 [75]
Tubulosa Tiges Kankanoside C 54 [75]
Kankanoside D 55 [75]
(R) — Rotundiol 56 [75]
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Kankanol 57 [75]
Acide Mussaeonosidique 58 [74-75]
Acide Genposidique 59 [74-75]
Acide 8-epologanique 47 [75]
Gluroside 60 [75]
-Antirrhide 61 [75]
-Ajugol 46 [75]
-Bartsioside 50 [75]
6-Deoxy catalpol 51 [75]
Argyol 62 [75]
Cistanin 63 [75]
Cistachlorin 64 [75]

C. phelypaea 6-Deoxy catalpol 51 [70]
Gluroside 60 [70]
-Ajugol 46 [70]
Phelypaeside 65 [76]
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Schéma I-3: Structures chimiques de quelques iridoides isolés de différentes especes du genre

Cistanche.

Tandis que le tableau (I.4) rassemble les phenylethanoides glycosides isolés des especes du

genre Cistanche.

Tableau 1.4 : les phenylethanoides glycosides isolés du genre Cistanche

Nom de ’espéce | Parties étudiées | Composés identifis Réf
2-Acetylacteoside (66) [77]
Acteoside (67) [77]
Cistanoside A (68) [78]
Cistanoside B (69) [79]
Cistanoside C (70) [79]
Cistanoside D (71) [80]
Cistanoside E (72) [81]

C. deserticola Plante entiere Cistanoside G (73) [82]
Cistanoside H (74) [79 ,83]
Decaffeoylacteoside (75) [83]
Echinacoside (76) [77]
Isosyringalide-3--I-rhamnopyranoside (78) | [84]
Salidroside (80) [80]
Syringalide A-3--l-rhamnopyranoside (81) | [82]
Tubuloside A (82) [84]
Tubuloside B (83) [84]
Tubuloside C (84) [77]
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C. phelypaea Plante entiere 2-Acetylacteoside (66) [85]
Acteoside (67)
Echinacoside (76)
Tubuloside A (82)
Tubuloside E (86)

C. tubulosa Plante entiere 2-Acetylacteoside (66) [86]
Acteoside (67) [87]
Cistanoside A (68) [88]
Decaffeoylacteoside (75) [86]
Echinacoside (76) [89]
Isosyringalide-3--1-thamnopyranoside (78) [86 ,88]
Osmanthuside B (79) [90]
Syringalide A-3--I-rhamnopyranoside (81) | [86, 91]
Tubuloside A (82) [86, 90]
Tubuloside B (83) [86, 88]
Tubuloside C (84) [88]
Tubuloside D (85) [88]
Tubuloside E (86) [88]
Cistantubuloside A (87) [90]
Cistantubuloside B1/B2 (88) [92]
Cistansinenside A (89) [92]
Kankanoside F (93) [91]
Kankanoside G (94) [91]
Cistantubuloside C1/C2 (95) [92]
Crenatoside (99) [87]

C. salsa Tiges 2-Acetylacteoside (66) [93]
Acteoside (67) [93]
Cistanoside C (70) [93]
Cistanoside D (71) [93]
Isoacteoside (77) [93]
Isosyringalide-3--I-rhamnopyranoside (78) | [93]
Tubuloside C (84) [93]
Cistantubuloside C1/C2 (95) [94]
Salsaside D (96) [93]
Salsaside E (97) [93]
Salsaside F (98) [93]

C. sinensis Tiges Jionoside D (90) [95]
Poliumoside (91) [95]
Kankanoside F (92) [95]
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N°de composé Ry R, R; R4 Rs Rs R,
(66) Ac Rha Ct H OH OH H
(67) H Rha Ccf H OH OH H
(68) H Rha Ct Glc OMe OH H
(69) H Rha Fr Glc OMe OH H
(70) H Rha Ct H OMe OH H
(71) H Rha Fr H OMe OH H
(72) H Rha H H OMe OH H
(73) Ac Rha H H H OH H
(74) H Rha H H OH OH H
(75) H Rha H H OH OH H
(76) H Rha Ct Glc OH OH H
(77) H Rha H Cf OH OH H
(78) H Rha Cm H OH OH H
(79) H Rha Cm H H OH H
(80) H H H H H OH H
(81) H Rha Ccf H H OH H
(82) Ac Rha Ct Glc OH OH H
(83) Ac Rha H Cf OH OH H
(84) Ac TA-Rha | Cf Glc OH OH H
(85) Ac TA-Rha | Cm Glc OH OH H
(86) Ac TA-Rha | Cm H OH OH H
(87) H Rha Ccf Glc H OH H
(88) H Rha Cm/c-Cm | Glc OH OH H
(89) Ac Rha Ccf H OH OMe H
(90) H Rha Ct H OH OMe H
91) H Rha Ccf Rha OH OH H
92) H Rha H Glc OH OH H
(93) H Rha H Cf H OH H
(94) H H H Cm H OH H
95) H Rha Ccf Glu OH OH OH
(96) Ac Rha Ct H H OH H
97) Ac Rha Ccf H OMe OH H
(98) Ac Rha H Cm OH OH H

Cf: trans-cafféoyle; Cm: trans-coumaroyl; c-Cm: cis-coumaroyle; Glc: B-glucopyranose. Rha:a

-L-rhamnopyranose; TA-Rha: 2", 3", 4"-triacetyle-a-L-rhamnopyranose; Ac: acétyle.
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Chapitre 11

Metabolites

Secondaires



1I-1 Les flavonoides

1I-1-1 Généralités

Les flavonoides (flavus : jaune) appartiennent a la famille des polyphénoles et forment une
grande partie des métabolites secondaires par plus de 9000 structures naturelles qui ont été
isolées et caractérisées jusqu'a 2007 [1]. Les flavonoides sont réputés pour leurs nombreuses
activités biologiques, citons par exemple anti-oxydante, antivirale, anti-inflammatoire,
anticancéreuse, antibactérienne, anti-allergique et antitumorale.....etc [2].

La structure d’un flavonoide est basée toujours sur un squelette de quinze atomes de carbone

le 1, 3- diphénylpropane C6-C3-C6 (schéma 1), constitué¢ de deux cycles benzyliques A et B
reliés par une chaine en C3, cette chaine peut étre complétée par une fonction éther formant

ainsi un cycle central, appelé cycle C, par condensation avec un OH phénolique du noyau A.

Squelette de base des flavonoides structure tricyclique commune aux flavonoides

Schéma II-1: squelette de base de flavonoides

1I-1-2 Classification

Le degré d’oxydation du chainon propyle C3 et la nature des différents substituants présents sur
les cycles, peuvent étre déterminer les plusieurs sous-groupes des flavonoides telles que: les
flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones,
aurones, isoflavones, isoflavonols, isoflavanes, ptérocarpanes, coumaronochromones,

roténoides, 3- arylcoumarines, coumestanes ...... etc [3], comme le montre le schéma II- 2:
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R=H, flavone R=H, flavanone R=H, flavane

R=0H, flavonol R=0H, dihydroflavonol R=0H, flavan-3-ol
7 O E
C —
X
@) @)
chalcone aurone

isoflavone isoflavanone coumestane
o
c
isoflavane roténoide

coumaranochromone 3-arylcoumarine

Schéma II- 2 : Structures des différents squelettes des flavonoides
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La plus part des flavonoides sont renferment des unités osidiques fixées sur 1’aglycone. La
partie osidique peut étre mono, di ou trisaccharidique. Les monosaccharides sont généralement
le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, 1’acide D-glucuronique, 1’acide D-galacturonique,
le L-arabinose, le D-xylose. En reégle générale, ce sont surtout 1’hydroxyle en 7 des flavones et

I’hydroxyle en 3 des flavonols qui sont les sites de glycosilation [4]

II-1-2 La biosynthése des flavonoides

L’enzyme clé pour créer un squelette flavonique est la chalcone synthase (CHS) qui catalyse la
condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec la 4-coumaroylCoA pour accorder la 4,
2’, 4, 6’- tétrahydroxychalcone [5]. A partir de cette chalcone nous pouvons obtenir les
différents groupes de flavonoides.

Le tableau ci-dessous rassemble la liste des enzymes concernées par différentes étapes de

biosynthése des flavonoides telles que présentées dans le schéma 11-3.

Tableau II.1 : Liste des enzymes

Némuro Abréviation L’enzyme
1 CHS Chalcone synthase
2 CHI Chalcone isomerase
3 FNSI Flavone synthase I
4 FNSII Flavone synthase II
5 IFS Isoflavone synthase
6 FNR Flavanone 4-reductase
7 F3H Flavanone 3-hydroxylase
8 ANS Anthocyanine synthase
9 FLS Flavonol synthase
10 DFR Dihydroflavonol 4-reductase
11 F3GT Flavonoide3-O-glucosyl-

transférase
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Schéma IL.3 : Biosynthéese des flavonoides
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11.1.3 Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont couramment consommeés quotidiennement sous forme de fruits, Iégumes
et boissons. Ils sont capables de moduler I’activité de certaines enzymes et de modifier le
comportement de plusieurs systemes cellulaires, suggérant qu’ils pourraient exercer une
multitude d’activités biologiques, notamment des propriétés antioxydantes, vasculoprotectrices,
anti hépatotoxiques, antiallergiques, anti-inflammatoires, antiulcéreuses et méme antitumorales

significatives [6].

1I-1-3-a .L’activité antioxydant

L’activité anti-radicalaire des flavonoides [7-10] est conditionnée par:

*Pour le cycle C: La présence d’une double liaison en 2,3 avec un groupement oxo en 4 et une
hydroxylation en 3.

* Pour le cycle A: une dihydroxylation en 5 et 7

*Pour le cycle B: une ortho-dihydroxylation.

(x)

O
@\5}5/

Schéma 1I-4: Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides

LN
gl

T

OH O

Le potentiel antioxydant des flavonoides peut aussi s’expliquer par la capacité de chélation des
ions métalliques par les flavonoides [7, 11]. Cette capacité est trés largement dépendante du
nombre d’hydroxyles dans la molécule [7]. Les 3 sites de chélation principaux [9] se situent:

- Entre I’hydroxyle en 5 et le carbonyle en position 4.

- Entre I’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en 4.

- Entre les deux hydroxyles en positions 3' et 4' sur le cycle B.
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Schéma I1-5 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques

11-1-3-b. Effets vasculoprotectrices

Les flavonoides fonctionnent pour maintenir la perméabilité vasculaire normale [12- 13]. Cette
action est appelée la propriété vitaminique P sur les vaisseaux sanguins [ 14],

Autres flavonoides sont responsables d’une augmentation de la résistance des capillaires. Cette
activité est reliée avec les effets de certains flavonoides sur les plaquettes, les leucocytes et sur

les enzymes intervenant dans la coagulation sanguine [15- 16].

11-1-3-c. Propriétés antihépatotoxiques

Silybum marianum (chardon marie) qui est riche aux flavonoides a été utilisés depuis des
siecles en médecine traditionnelle dans le traitement des affections hépatiques[17]. La
quercétine, issue d’Artemisia scoparia, a une activité protectrice vis-a-vis de I’hépatotoxicité du

paracétamol chez le rat et la souris [18].

11-1-3-d. Propriétés antiallergiques
Les flavonoides également réputés pour leurs effets antiallergiques ou ils agissent sur
I’inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des mastocytes et des

basophiles [19- 22].

11-1-3-e. Activité anti-inflammatoire

Plusieurs travaux indiquent que les flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires
[23- 25]. La quercétine a un effet anti inflammatoire en inhibant les enzymes de synthése, la
cyclo-oxygénase (pour les postaglandines) et la li-oxygénase (pour les leucotriénes) des

principaux médiateurs de I’inflammation [26].
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11-1-3-f.Activité antiulcéreuses:

Les flavonoides ont le pouvoir de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogenes par exemple 1’hypolaetine-8- glucose, flavonoide présent dans diverses especes du
genre Sideritis, montre une activité anti-ulcérogene significative [27]. De la méme maniére

La naringénine et la quercétine exercent une activité antiulcéreuse mise en évidence chez le rat

dont ’ulcere gastrique a été induit par 1’éthanol [28].

11-2. Les iridoides
11-2-1.Définition

Ce sont des composés monoterpéniques caractérisés par le squelette cyclopenta [c] pyrane ,
nomm¢ iridane. Le groupe iridoides inclus prés de 1700 composés identifiés jusqu’a 2012

[29634]. La majorité des composés de ce groupe sont glycosylé.

Schéma I1-6: Structure du squelette iridane

Les iridoides doivent leur nom aux fourmis Australiennes du genre Iridomyrmex d’ou ont été
isolées ces substances en 1956, impliqués dans un mécanisme de défense de ces insectes [35].
Le premier iridoide séparé est I’iridial qui est en équilibre avec la forme lactol [36],
représentant la structure de base des iridoides.

|

Schéma II-7: Structure de I’iridodial

Malgré que les premiers iridoides ont été isol¢é a partir des fourmis, ce groupe des substances est
rare chez les insectes, par contre elles sont particuliérement répandus dans le régne végétal.
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Ils sont présents exclusivement dans les dicotylédones part en particulier chez les Asteridael :

Dipsacales, Gentianales, Lamiales, Plantaginales, Rubiales, Scrophulariales [37].

11-2-2. Classification

Plusieurs classifications des iridoides ont été proposées. Parmi celles-ci, A. Bianco[33] divise
les iridoides en deux sous classes :

» Les composés iridoiques subdivisés en quatre groupes (glycosides d‘iridoides, iridoides
simples, sécoiridoides et bisiridoides).

» Les alcaloides monoterpéniques.

La classification de H. Franzyk considére trois sous classes [34] :

» Les hétérosides d‘iridoides (regroupant les iridoides carbocycliques, les sécoiridoides et les
bis-iridoides).

» Les iridoides simples.

» Les alcaloides monoterpéniques.

Nous avons choisi la derniere classification et nous allons présenter quelques exemples
d‘iridoides.

La numérotation utilisée dans ces exemples, sera la numérotation usuelle.

6 4
> 3
! O
8 97
10 OGlc

Schéma I1-8 : Nomenclature usuelle

(15)-1-(O-p-D-glucopyranosyl)-1, 5, 6, 7, 8, 9-hexahydrocyclopentano[c]pyrane

I1-2-2-a .Hétérosides d’iridoides

Dans la plupart des cas, le sucre est un glucose relié¢ a la génine par une liaison osidique entre
I‘hydroxyle en CI de la génine avec 1°‘hydroxyle porté par le carbone anomérique du sucre,
mais dans quelques cas le sucre peut étre un rhamnose [38], un arabinose (jioglutoside)[39] ou

un oligosaccharide (rehmannioside)[40]
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Schéma I1-9: Exemples de différents sucres présents dans les hétérosides d’iridoides

1I-2-2-a-1 .Iridoides carbocycliques

Les iridoides ont généralement 10 atomes de carbone comme loganine [41,42], géniposide

[43]),

dans certains cas le cycle pyranique est ouvert par exemple le népétariaside [44].

HO H C02Me H COZMe H
S S OGlc
© © COOH
H H H
OGlc HO OGilc
loganine géniposide népétariaside

Schéma I1-10: Exemples d’iridoides en C10

On trouve aussi des composés a 9 carbones (le catalpol) et plus rarement les molécules enC8

(unédoside).
HO 4 HQ H
A
o= 0 0 ©
i H
E H
HO OGlc OGlc
catalpol unédoside

Schéma I1-11 : Exemples d’iridoides en C9 et en C8
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I1I-2-2-a-2. Sécoiridoides

Ces composés résultent par I’ouverture oxydante de la liaison C7-C8 de la génine. Les
différentes génines se caractérisent par certaines fonctionnalités :

» Présence d‘un groupe vinyle en C9 sous forme lactone par exemple le gentiopicroside
[45] ou ouverte (sécologanoside)[46,47]) :

O O
X =~
@]
gentiopicroside sécologanoside

Schéma II-12: Exemples de sécoiridoides possédant une chaine latérale vinylique

» Présence dun groupement éthylidéne (oléoside [48]) ou hydroxyéthylidéne (10-
hydroxyoléoside-11-méthylester (14) [49]) en C9. Présence d‘un acide carboxylique estérifié

(oleuropéine[50]) ou non.

H
HO =

OGlc 0Glc

oléoside 10-hydroxy-11- oleuropéine
meéthylester-oléoside

Schéma I1-13: Exemples de sécoiridoides possédant un groupement éthylideéne

»Présence d‘une structure tricyclique : par refermeture en C8 via une liaison C-O, comme pour

le sécogalioside [51] :
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Secogairoside

Schéma I1-14: Exemple de sécoiridoide possédant une structure tricyclique

I1-2-2-a-3 Bis-iridoides

ce type d’iridoides et composé de deux molécule iridoiques reliés au minimum par une liaison
(généralement une liaison ester). Les deux composés iridoides peuvent étre li€s directement

entres eux (sylvestroside I [52]) ou par un squelette intermédiaire (coelobillardin [53]).

H CO,Me
_
HO, HO )
R H
p §OMe o 0Glc
X
0] OGlc O—"
OGlc o 0
OH OH
.
H
sylvestroside | COMe coelobillardin

Schéma I1I-15: Exemples de bisiridoides

I1-2-2-b Iridoides simples

Ils sont souvent appelés aglycones d’iridoides ou génines d’iridoides, caractérisés par

I’absence de ’unité glucosidique en C1

y $OMe —<_40 CH,OACc
S
CH-,OH
Sy sU%
E R @) H 5 .~\‘\\

O
W "y

valtrate H

CH,OH

pluméricine

Mentzetriol

Schéma II-16: Exemples d’iridoides simples
II-2-2-c. Alcaloides monoterpéniques

Les iridoides alcaloidiques naturels qui ont été isolés sont peu nombreux, alors que plusieurs
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composés de ce groupe ont été produits au niveau de I’extraction réalisée en présence

d‘ammoniaque.

H
| S
2N N
H 1A Sae
(-)-actinidine (+)-skytanthine strictosidine
H
N__O
H
\\
o
IH Saie
bakankoside

Iridoide azoté naturel

Schéma I1-17: Exemples d’iridoides alcaloidiques

11-2-3. L’activité biologique des iridoides

Les iridoides sont souvent présents dans les feuilles de plantes utilisées en phytothérapie et en
médecine traditionnelle pour leurs propriétés thérapeutiques antipyrétiques, antitussives,
hypotensives et dans le traitement de diverses affections et plaies cutanées.
Certaines plantes a iridoides sont enregistrées dans la pharmacopée européenne a titre
d’exemple on peut citer :

» L’Harpagophytum procumbens, les racines seéches utilisées pour le traitement
symptomatique des manifestations articulaires mineures, peuvent contenir jusqu’a 2 %
d’harpagoside.

» Les racines séches de I’espeéce Gentiana lutea sont utilisées comme stimulant de I’appétit.
Elles peuvent contenir jusqu’a 9 % de gentiopicroside.

» Les feuilles séches de 1’olivier (Olea europaea, Oleaceae) ont des propriétés hypotensives,
hypoglycémiantes et diurétiques. Elles peuvent contenir jusqu’a 9 % d’oleuropéine
Nombreux travaux se sont intéressés aux activités biologiques et pharmacologiques d‘iridoides

et de sécoiridoides. Ces travaux ont montré que ces composés possedent de multiples activités
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biologiques et plusieurs revues font état d‘activités
pharmacologiques de type anti-allergique, hypotensif, anti-hépatotoxique, cholérétique,
hypoglycémiant, purgatif, anti-inflammatoire, antipasmodique, antitumoral, antiviral et

antibiotique[31,54-55].

11.3) Les Phenylethanoides glycosides :

Les composés naturels phenylethanoides glycosides (PhGs) ont été un sujet d’intérét pour les
chimistes médicinaux donnent leur génial potentiels dans les applications pharmaceutiques et
industrielle.

Comme leur nom I’indique les structures de base de PhGs sont caractérisées par le fragment
hydroxyphénylethyl attachés a un B-glucopyranose par une liaison glycosidique.

Les structures de base sont souvent substituées avec des substituants tels que les acides
aromatiques (ex : acide cinnamique, acide férulique et I’acide isoférulique) et les divers

sucres (ex : rhamnose, xylose, apiose et arabinose) attaché respectivement au résidu de glucose
par une liaison ester ou bien par une liaison glucosidique [56].

Les phenylethanoides glycosides (phGs) sont solubles dans 1’eau, distribués largement dans le
régne végétal, la plupart sont isolés a partir de plantes médicinales. Ces composés ne sont pas
spécifiques pour un organe et ont été isolé des racines des plantes, ecorces, feuilles, parties
aériennes [57].

La majorité¢ des phényléthanoides rapportés a ce jour se trouvent dans les familles: Oleaceae,
Plantaginaceae, Lamiaceae et Orobanchaceae [58].

La premiere référence de la littérature sur les phenylethanoides glycosilés concerne 1’isolement
de echinacoside a partir de Echinacée angustifolié (Asteraceae) en 1950 [59] mais leurs

structures n’ont ét¢ déterminées qu’en 1983 [60].

Echinacoside
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Grace a ’amélioration rapide des technologies de I’isolement, purification et élucidation de la

structure presque 200 nouveaux PhGs ont ét¢ identifi¢ jusqu’a 2008 [56].

11-3-1 Activité biologique de PhGs :

Au cours des dix derniéres années un grand nombre de PhGs ont été isolé a partir de différentes
plantes dont plusieurs ont montré une activité pharmaceutique variée comprenant :
antibactérienne [61, 62, 63, 64, 65], neuroprotective [56], antioxydant [66], immunosuppresseur
[67], antitumeur [68-69], antihypertension [68-69], analgésique [68-69], antivirale [70],

antihépatotoxique[71] et anti inflammatoire [56].

1I-3-1-1) L’antioxidant et les capacites de piegeage des radicaux libres
Les radicaux libres surproduits ou le systéme antioxydant naturel affaibli peuvent souvent

conduire a un stress oxydatif qui peut éventuellement entrainer des blessures et des maladies
oxydatives. Il a été largement reconnu aujourd’hui que la réduction du stress oxydatif peut
offrir des avantages cliniques sur une variét¢ de conditions pathologiques telles que les
maladies cardiovasculaires, I’ischémie rétinienne, le sida et les maladies neurodégénératives
telles que la congestion, la maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer.

Le traitement anti-oxydant a donc été considéré comme une thérapie adéquate pour atténuer les
1ésions oxydatives de ces troubles. En tant que groupe de polyphénols naturels, des composés
PhGs (ainsi que des extraits PhGs ont été largement étudiés pour leurs activités anti-oxydantes
au cours des dernicres années. Des études ont en effet montré que les propriétés antioxydantes
de PhGs sous tendent un grand nombre des autres activités biologiques observées pour ces
composes [56].

Les extraits PhGs d’un certain nombre d’herbes telles que Plantago major [72], Wulfenia
carinthiaca [ 73], et Forsythia suspense [74] ont été signalés comme antioxydants remarquables.
Un grand nombre de composés PhG présentent également des capacités antioxydantes, par
exemple, Actéoside qui posséde un effet de piégeage des radicaux évalué dans un certain
nombre d’études [75-78]. L’étude réalisée par Nektarios et al a démontré que Actéoside a la
capacit¢ de piégeage le 1,1- diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) comparables a celle du
hydroxytoluénebutylé et de a-tocophérol, ce qui indique la possibilit¢ d’utiliser I’actéoside
comme agent protecteur naturel contre le rancissement oxydatif [79]. Neonuezhenide des fruits
de Ligustrum lucidum [76], 2-acetylacteoside, poliumoside et brandioside de Brandisia hancei
[75], ont des effets antioxydants puissants contre 1’hémolyse des globules rouges induits par les
radicaux libres. Plantamajoside, 2- O-acetylplantamajoside et 2,6"- diacetylplantamajoside
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issues de Wulfenia carinthiaca qui présentent des activités antioxydantes élevées en réaction de
Briggs-Rauscher (BR) [73], tandis que les cistanosides ont une activité anti-oxydante et

lipoxygénases inhibitrices in vitro [80].
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II1-1- Etude phytochimique de I’espéce Astragalus gombo

II1-1- 1 : Etude bibliographique :

La recherche bibliographique menée sur les travaux effectués sur I’espece Astragalus gombo

Coss. & Dur., espece endémique au Nord du Sahara, a montré une seule étude sur celle

poussant en Algérie de la région de Biskra montrant sa richesse en métabolites secondaires

notamment les saponines de type cycloartaniques dont 6 étaient nouveaux et deux flavonols

glycosylés [1-2]

3-O-[$-D-glucopyranosyl(1 — 2)-5-D-
xylopyranosyl]-35,164,23(R),24(R),25-
pentahydroxycycloartane.

3-O-[$-D-glucopyranosyl(1 — 2)-5-D-
xylopyranosyl]-38,168,23(R),24(R)-tetrahydroxy-
ylopyranosyl]-34,16/,23(R),24(R) ydroxy

%,

“NOCHS

o]}
HO!
HO

OH # %CQCH;;
3-0-[p -D-xylopyranosil]-6 a~acétoxy-23 o.-
méthoxy-1601,23(R)-époxy-24,25,26,27-
tetranorcycloartane

25-dehydrocycloartane

%,

“IIOCHCHCHACHy

0 H
oH ’ BCOCH;

3-O-[p-D-xylopyranosyl]-6a-acetoxy-23a-butoxy-
164,23(R)-epoxy-24,25,26,27-tetranorcycloartane

%,

= DCHs

o OCOCH;

3-O-[p-D-glucopyranosyl(1 — 2)]-f-D-
xylopyranosyl]-6a-acetoxy-23a-methoxy-
1643,23(R)-epoxy-24,25,26,27-tetranorcycloartane

3-O-[p-D-glucopyranosyl(1 — 2)]-f-D-
xylopyranosyl]-23a-methoxy-164,23(R)-epoxy-
24,25,26,27-tetranorcycloartane

*Tomentoside 11

* Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1— 2) - 3-D-galactopyranoside

* Kaempférol 3-O-o-L-rhamnopyranosyl-(1 — 2) - [6-O- (3-hydroxy-3-méthylglutaryl)-B-D-

galactopyranoside].




1I1-1-2 : Choix du matériel végétal

Dans cette étude, notre choix a porté sur les especes sahariennes dont la spécificité est double ;
d’une part, ’endémisme de nombreuses especes au Sahara et d’autre part les conditions
climatiques variées qui offrent des caractéristiques intéressantes et non négligeables a ces

especes.

Le choix de I’espeéce 4. gombo Coss. & Dur., a reposé essentiellement sur son endémisme au
nord saharien et le peu d’études phytochimiques effectuées sur cette espece. En effet, comme
signalé précédemment, seule une investigation a ¢été réalisée parallelement avec la présente

étude [1-2].

1I1-1-3 : Place dans la systématique

Reégne - —— Plante
Sous régne ' —— Tracheobionta
Sous Embranchement=———————————— Angiospermes

Classe — Magnoliopsidas

Sous classe ' —— Rosidae

Ordre - — Fabales

Famille - —— Fabaceae (Leguminosae)
Sous-famille ' —— Faboideae

Genre ' —— Astragalus

Espéce - —— Astragalus gombo Coss. et Dur.

II1-1-4: Description botanique

L’espece 4. gombo est une plante vigoureuse au port dressé élevé de couleur claire. Elle porte
de treés longues feuilles aux nombreuses petites folioles. Les pétioles, perdant leurs folioles,
deviennent coriaces et piquants a I’extrémité. Les pieds bien développés atteignent aisément 40
a 50 cm de haut. Les fleurs papilionacées sont jaunes, en grappes axillaires denses. Comme
pour toutes les especes d’Astragale, la caractérisation du fruit est déterminante. Les gousses de
35-55mm, droites sur le dos, fortement et grossiérement cotelées-réticulées par de grosses
nervures saillantes, acuminées en rostre aigu et droit, long de 7-9mm. Fleurs longues de 25mm

environ, pubescentes veloutées [3].

Astragalus gombo est une plante endémique au nord saharien et dispose de trois noms

vernaculaires qui sont : Gelza, Foum el hamir ou encore Djelban el hamir [4].
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Schéma IlI-1 : Photo d’Astragalus gombo Coss.& Dur.

II1-1-5 : Protocole expérimentale

1I1-1-5-1 : Récolte du matériel végétal

Les parties aériennes de A. gombo ont été recueillies en mai 2010 de la région de M’Sila. La
plante a été identifiée par Dr. Sarri (Université de M’Sila, Algérie). Les feuilles et les fruits ont
été coupés en petits morceaux et séchés dans un endroit aéré et loin des rayons solaires et de

I’humidité puis pesés.

111-1-5-2 : Extraction

Une masse de 600 g du matériel végétal (feuilles et fruits) est mise a macérer dans un mélange
hydroalcoolique (Ethanol/Eau ; 80 : 20 ; v/v) pendant 48 heures a température ambiante. Le
premier extrait récupéré est concentré sous pression réduite a une température modérée (environ
35°C). La macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chaque
cas de 24 a 48 heures.

Les trois extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution obtenue,
on ajoute sous agitation magnétique 180 ml d'eau distillée jusqu’a disparition de la coloration
verte au profit d’une coloration marron. La solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid
pendant une nuit pour décantation. Cette derniére permet le dépot de la chlorophylle, des cires,
du sable, etc....

Apres filtration on obtient une solution aqueuse de coloration rouge brune. Cette phase aqueuse
subit une extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante. Le

filtrat est épuisé, en premier par le chloroforme et la phase organique obtenue est séchée par le
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Na,SO4 anhydre, filtrée puis concentrée a sec a une température n’excédant pas 35°C et donne
une masse de 1,2 g de I’extrait chloroforme.

La phase aqueuse résiduelle est reprise avec 1’acétate d’éthyle. La phaseorganique séchée par le
Na,SO4 anhydre est filtrée puis concentrée a sec, donne un extrait de masse 1,35 g. Finalement
en suivant la méme procédure avec du n-butanol, on obtient un extrait de masse 7,5 g.

Le tableau III-1 rassemble les valeurs des rendements de 1’extraction.

Tableau III-1 : Rendements de I’extraction

L’extrait masse (g) | rendement (%)
CHCl; 1,2 0,2

AcOEt 1,35 0,225
n-Butanol 7.5 1,25

Le protocole d’extraction est résumé dans I’organigramme présenté dans le schéma I11-2.
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Shéma III-2: Différentes étapes du processus d’extraction
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1I1-1-5-3 : Séparation chromatographique des composants de ’extrait n-butanol

Les trois extraits ont été soumis a des tests chromatographiques en utilisant essentiellement la
chromatographie analytique sur couche mince de gel de silice pour mettre au point I’éluant ou
le systeme d’élution qui donnerait les meilleures séparations. Les résultats de ces travaux ont
montré une richesse importante de tous les extraits et vu la faible quantité des deux extraits

chloroforme et acétate d’éthyle, notre choix a porté sur I’extrait n-butanol.

Une masse de 7 g de ce dernier est déposé sur une colonne de gel de silice (type60, 230-400
mesh, Merk), préparée dans le chloroforme, I'¢lution est réalisée par un gradient de polarité du
systeme chloroforme/méthanol, en commengant par le chloroforme pur et en terminant par le
méthanol pur avec un fractionnement tous les 50 ml. Le suivi de cette colonne est effectué¢ par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium et les plaques sont
visualisées sous lumiere UV (254 et 365 mm) puis révélées avec l'anisaldéhyde et chauffées

pendant 03 min a 100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau I11-2.

Tableau III - 2 : La progression de la colonne de I’extrait n-butanol.

Lots de Fraction | MeOH% | Masse (mg) | Remarques
fraction N°

1-7 1 0 8,7 Une tache bleue
08-13 2 0 3 Deux taches bleues
14-19 3 0 1 Trois taches bleues
20-26 4 0 2 Trois taches bleues et une tache jaune
27-28 5 1 0,5 M¢lange complexe
29-31 6 1 6 M¢lange complexe
32-34 7 1 5 M¢lange complexe
35-53 8 1 6 M¢lange complexe
54 9 1 4 Me¢lange complexe
55-58 10 1 3 M¢lange complexe
59-61 11 1 2 M¢lange complexe
62-64 12 1 2 M¢lange complexe
65-76 13 1 4 M¢lange complexe
77-88 14 1 7 Me¢lange complexe
89-121 15 1 5 Me¢élange complexe
122-141 16 1 15 M¢lange complexe
142-153 17 4 10 M¢lange complexe
154-162 18 4 16 M¢lange complexe
163-172 19 4 210 M¢lange complexe
173-180 20 4 210 Me¢lange complexe
181-189 21 4 150 M¢lange complexe
190-209 22 4 95 M¢lange complexe
210-215 23 4 84 M¢lange complexe
216-220 24 4 99 M¢lange complexe
221-230 25 4 32 Me¢lange complexe
231-238 26 4 41 Me¢élange complexe
239-246 27 4 77 M¢lange complexe
247-260 28 8 50 M¢lange complexe
261-270 29 8 50 M¢lange complexe
271-292 30 8 140 M¢lange complexe
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Tableau III — 2 : La progression de la colonne de 1’extrait n-butanol. (suite)

293-309 31 10 330 Meélange complexe
310-327 32 10 352 Meélange complexe
328-353 33 10 255 Meélange complexe
354-373 34 10 322 M¢lange complexe
374-392 35 20 330 Me¢lange complexe
393-416 36 20 280 Me¢lange complexe
417-422 37 20 200 Formation d’un précipité jaune
423-445 38 25 300 M¢lange séparable
446-452 39 25 280 M¢élange complexe
453-463 40 25 376 Me¢élange complexe
464-490 41 30 350 M¢lange complexe
491-540 42 45 386 Me¢lange séparable
541-555 43 60 599 Meélange complexe
556-600 44 100 490 Mélange complexe

La recherche du meilleur ¢luant en combinant deux ou trois solvants avec différentes
proportions a été tres difficile vue la complexité du profil chromatographique de la majorité des

fractions. Seules les fractions Fs7, Fsg et F4, ont été traitées.

III-1-5-3-a La Fraction F;;:
La fraction F37 (100 mg) contient un précipité jaune qui a été récupéré par filtration puis rincé
avec de 1’acétone pour obtenir un produit propre sous forme d'une poudre jaune nommé P37 de

masse 5,2 mg.

II1-1-5-3-b La Fraction F;g:

La chromatographie en phase normale s’est avérée insuffisante pour la séparation de la fraction
F3g malgré sa simplicité, alors nous avons essayé la séparation par chromatographie en phase
inverse. La fraction F33 (300 mg) a subi une séparation sur une colonne en phase inverse en
utilisant le gel de silice greffée C-8 préparé dans le méthanol. L'élution est réalisé¢ par un
gradient de polarité du systeéme eau/méthanol, en commengant par les proportions 8/2 et avec

un fractionnement tous les 20 ml.

Le suivi de cette colonne est réalisé par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur
support aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumieére UV (254 et 365 mm) puis
révélées avec l'anisaldéhyde et chauffées pendant 03 min a 100°C. Les résultats obtenus de la

re-chromatographie de la fraction Fig sont enregistrés dans le tableau I1I — 3.
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Tableau II1.3 : Résultats de la séparation par chromatographie en phase inverse
de la fraction Fsg

Fraction N° Lot de | Systéme d’¢lution Remarque Masse (mg)
fraction |"Fay04 [ Méthanol%
F1 1 80 20 M¢élange complexe 50
F2 2 80 20 M¢élange complexe 90,6
F3 3 80 20 Me¢élange 14,6
F4 4-5 80 20 Me¢élange 11,6
F5 6-10 80 20 Mélange 14,8
F6 11-20 60 40 Mélange 19
F7 21-26 60 40 M¢lange 7
F8 27-36 60 40 Mélange 2,2
F9 37-38 40 60 Mélange 0,9
F10 39-45 40 60 Mélange 3
F11 46-48 40 60 Mélange 0,9
F12 49 40 60 Produit monotache 13,4
F13 50-53 20 80 M¢élange 7,2
F14 54 20 80 M¢élange 0,8
F15 55 20 80 Me¢élange 5,4
Fl16 56-57 20 80 M¢élange 4,2
F17 58-61 20 80 Mélange 10,9
F18 62-63 0 100 Mélange 11.3
F19 64-81 0 100 Mélange 15,6
F20 82-90 0 100 Mélange 10.1

Cette étape a permis 1’obtention du produit Fsgj, sous forme d’une monotache de masse

13,4mg.

III-1-5-3-¢ La Fraction F,;

Comme la fraction Fsg, la fraction F4, a été testée sur deux plaques greffées, I'une en C18 et
I’autre en Cg et la meilleure séparation a été obtenue avec la plaque greffée en CS.

Une masse de 386 mg de la fraction F4; a subi une séparation sur une colonne de phase inverse

avec le gel de silice greffée en C8 (RP-8), comme phase stationnaire, préparé dans le méthanol.

L'élution est réalisé avec un gradient de polarité du systéme eau/méthanol, en commencant par
eau/méthanol (8/2) et un fractionnement tous les 20 ml. Le suivi de cette colonne est réalisé par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium et les plaques sont
visualisées sous lumiere UV (254 et 365 mm) puis révélées avec l'anisaldéhyde et chauffées

pendant 03 min a 100°C. Les résultats de cette colonne sont enregistrés dans le tableau I11-4.
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Tableau III-4: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction Fg,.

N° Fraction Lot de Systéme d’élution Remarques Masse
fractions Eau% | Méthanol (mg)
%
F1 1-6 80 20 M¢lange complexe 99,9
F2 7-9 80 20 M¢lange complexe 100
F3 10 80 20 Mélange 5
F4 11 60 40 Produit pur 7
F5 12 60 40 M¢lange 6
F6 13 60 40 Mélange 3
F7 14-17 60 40 Mélange 13
F8 18-21 60 40 M¢lange 0,9
F9 22 40 60 M¢lange 9
F10 23 40 60 M¢lange 0,7
F11 24-25 40 60 Me¢lange de deux produits 15
F12 26-28 40 60 Mélange 10,6
F13 29 40 60 M¢lange 8
F14 30-33 40 60 M¢lange 3.5
F15 34 20 80 Mélange 4,7
Fl16 35-36 20 80 Me¢lange complexe 3,5
F17 37-39 20 80 M¢lange complexe 2,8
F18 40-49 20 80 M¢lange complexe 9,2
F19 50-59 0 100 M¢lange complexe 10,6
F20 60-70 0 100 M¢lange complexe 13,4

La sous fraction F4;.4 donne une monotache. La pureté de ce composé a été confirmé par une
rechromatographie sur une plaque CCM en utilisant la phase organique du systéme éluant

CHCly/ MeOH /H,0 (13 : 7 : 3).

De méme la sous fraction F4y.11 a subi une séparation sur plaque de gel de silice normale en
utilisant le méme systeme ¢luant que précédemment pour donner deux produits Fsp.1.; de
masse 3 mg et Fay.1;» de masse 4.2 mg.

L’organigramme présenté dans le schéma III-2 résume 1’ensemble des résultats obtenus.
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Schéma III-3: Organigramme résumant les résultats obtenus

Un teste de purification des prouduits isolés de 1’espece Astragalus gombo a montré que le P3;

est identique au prouduit F4; 4

II1-2- Etude phytochimique de I’espéce G. cinerea ssp. ramosissima Desf.

II1-2-1 : Choix du matériel végétal

Les résultats obtenus au cours des travaux phytochimiques réalisées sur quelques espéces du

genre Genista, au sein du laboratoire de 1’unité de recherche VARENBIOMOL, ont montré la

richesse de ce genre en métabolites secondaires notamment les flavonoides et les isoflavonoides

réputés d’avoir diverses propriétés pharmacologiques. Ceci nous a encouragés a entreprendre ce

travail phytochimique sur 1’espéce Genista cinerea ssp. ramosissima qui d’apres plusieurs

recherches bibliographiques, il semble que cette espece n’a fait I’objet d’aucune étude chimique

ni biologique a ce jour.

II1-2-2 : Place dans la systématique

Reégne —— Plante

Embranchement —— Spermatophytes

Sous Embranchement=————————— Angiospermes

Classe ' — Dicotylédones

Sous classe —— Rosidae

Ordre —— Fabales

Famille —— Fabaceae (Leguminosae)
Sous-famille — Faboideae

Genre — Genista

Espece —— Q. cinerea ssp. ramosissima
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1I1-2-3: Description botanique

D’apres Quezel et Santa (1962) [3], 1l existe deux sous especes de G. cinerea DC. La premiére
est la sous-espéce G. cinerea Maire et la seconde c’est la sous espeéce ramosissima Desf.
(Maire). La sous espece G. ramosissima, sujet de notre travail se trouve sous forme d’un arbuste

de 1,5-2 m avec fleurs longues de 14-17 mm et gousses a pubescence fauve.

Schéma I11-4 : Photo de Genista cinerea ssp. ramosissima

1I1-2-4 : Protocole expérimentale

1I1-2-4-1 : Récolte du matériel végétal

Les parties aériennes de G. cinarea ssp. ramosissima ont été recueilles en Avril 2012 de la
région de Ibn Ziad prés de Constantine. La plante a été identifiée par Dr. Sarri (Université de

M’Sila, Algérie).

111-2-4-2 : Extraction

Le matériel végétal, apres avoir été séché a I’ombre, a subi une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Ethanol/Eau) dans les proportions (80/20 ; v/v) pendant 48 heures. Cette
macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. Les 3 extraits hydroéthanoliques

sont réunis, concentrés a une température n’excédant pas 35 °C.

A la solution concentrée obtenue on ajoute 480 ml de 1’eau distillée, laissée au repos pendant

une nuit pour décantation, la solution est filtrée a 1'aide d'un Biichner.

Le filtrat obtenu a subi des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commengant par le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en
dernier le n-butanol. Durant I’extraction avec le n-butanol, une quantité importante de précipité

s’est formée. Ce dernier a été séparé de la phase aqueuse par simple décantation puis pesé.

71



Le précipité de masse 30 mg a subi une séparation sur plaque de gel de silice (CCM) avec
comme ¢luant la phase organique du systtme CHCIl; /MeOH/eau (14 :7 :4). Cette étape a
donnée deux bandes de concentrations importantes et de fluorescence noire-violette sous la
lumiere de Wood (365nm). Les deux bandes ont été récupérées, filtrées puis testées sur plaque

CCM pour donner deux produits propres nommés respectivement C1 (8mg) et C2 (10mg).
Les trois phases organiques ainsi obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont
séchées par du sulfate de sodium anhydre (Na,SO,), puis filtrées et concentrées a sec sous

pression réduite.

Le protocole d’extraction est résumé dans le schéma III-5
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111-2-4-3 : Séparation chromatographique des composants de ’extrait n-butanol
La formation d’un précipité au cours de la concentration de la phase n-butanol ainsi que sa
quantité relativement importante par rapport aux deux autres extraits nous a encouragées a

choisir cet extrait pour notre étude.

Une masse de 8 g de I’extrait n-butanol est déposé sur une colonne de gel de silice (type60,
230-400 mesh, Merk), préparée dans le chloroforme, 1'élution est réalisée par un gradient de
polarit¢ du systéme chloroforme/méthanol, en commengant par le chloroforme pur et en
terminant par le méthanol pur avec un fractionnement tous les 200 ml. Le suivi de cette colonne
est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support aluminium et les
plaques sont visualisées sous lumicere UV (254 et 365 mm) puis révélées avec I'anisaldéhyde et
chauffées pendant 03 min a 100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le

tableau III- 5.

Tableau III-5: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait n-

butanol

N° Fraction | Lot de fractions | Systéme d’¢lution Remarques Masse

CHCL;% | MeOH% (mg)
F1 1-20 100 0 M¢lange 139
F2 21-40 98 2 M¢lange 350
F3 41-60 96 4 M¢lange 368
F4 61-80 83 7 Mélange 546
F5 81-100 80 10 Mélange 620
F6 101-120 78 12 Mélange 450
F7 121-140 75 15 M¢lange 600
F8 141-160 80 20 Me¢lange séparable 1000
F9 161-180 70 30 M¢lange séparable 2000
F10 181-200 60 40 M¢lange complexe 1500

Parmi les 10 fractions obtenues, les fractions F8 et F9 ont un profile chromatographique tres
similaire et comporte deux produits majoritaires. Notre choix a porté sur la fraction F9 a cause

de son poids important.

1I1-2-4-3-a L’étude de la fraction F9

La séparation de la fraction F9 a été effectuée sur papier Whatman III, €luée par le systéme
aqueux acide acétique (20%), puis visualisée sous la lampe UV (365nm). Cette étape a permis
I’obtention de cinq bandes, parmi lesquelles trois ont ét¢ d’une coloration noire-violette. Ces

derniéres ont été recueillies, coupées en petits morceaux, dissoutes dans le méthanol puis
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filtrées et pesées. Cette séparation a permis 1’obtention de trois produits purs F9-1 (1 mg), F9-2

(4mg) et F9-3 (4,5mg).

Un teste de purification des prouduits isolés de I’espéce G. cinerea ssp. ramosissima a montré

que le C; est identique au prouduit Fg.,, de méme C, est identique au prouduit Fo_s.

Il avéré que les deux produits sont majoritaires dans 1’extrait n-butanol

I11-2-5 Etude biologique de I’espéce G. cinerea ssp. ramosissima Desf.

I1I-2-5-1 Dosage des polyphénols et des flavonoides totaux

I11-2-5-1a Dosage des polyphénols totaux

Cette analyse permet d'avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux contenu dans

I'échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué¢ par le réactif de Folin-Ciocalteu, ce

réactif est formé d'acide phosphomolibdique H3;PMo,,049 et d'acide posphotungstique

H3PW 204 qui est réduit par I'oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene WO;; et de
molybdéne MogO»;3 [5].

Les phénols sont estimés par la mesure de I'absorbance a I'aide d'un spectrophotometre UV a

une longueur d'onde A = 765 nm en utilisant I'acide gallique comme référence.

v

Le protocole [6]

Une solution mere d'acide gallique a été préparé avec une concentration de Img/ml
(1000 pg /ml) a partir de laquelle on a préparé une série de solutions filles de 10 ml de
concentrations (50, 75, 150, 300 pg/ml). Une courbe d'étalonnage standard a été obtenue
a partir de ces solutions filles d'acide gallique.

Iml de chaque solution a ét¢ introduit dans des tubes a essai, suivi de I'addition de 0,5
ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) et 7,5 ml d'eau distillée.

Aprées agitation puis repos pendant 10 minutes, un volume de 1,5 ml de carbonate de
sodium (Na,COs;) a 10% a été ajouté.

Les solutions sont maintenues a 1'obscurité pendant 90 minutes a température ambiante.
L'absorbance de chaque solution a ¢été déterminée a 765nm a l'aide d'un
spectrophotomeétre. Les absorbances obtenues avec les solutions filles d'acide gallique
ont permis d'établir la courbe d'étalonnage.

Les extraits a doser ont été préparés de la méme maniere et dans les mémes conditions
que la courbe d'étalonnage de 1'acide gallique, chaque concentration est répétée trois fois

et I'absorbance est lue a 765 nm.
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Les concentrations de ces extraits sont calculées a partir de 1'équation de régression de la courbe
d'étalonnage de l'acide gallique et sont exprimées en mg d'équivalent d'acide gallique par

gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait).

II1-2-5-1b Dosage des flavonoides
Dans cette méthode on utilise le chlorure d'aluminium (AICl;), ce réactif forme un complexe
avec le flavonoide trés stable, de couleur jaune, avec les groupements hydroxyles (OH) et

absorbe a une longueur d'onde de 430 nm.

Les flavonoides sont estimés par spectrophotométrie UV, dont la quercétine est utilisée comme

un standard a une longueur d'onde A =430 nm [6].

v" Le protocole
A partir de la solution mére de la quercétine (utilisée comme étalon) préparée dans le méthanol
a une concentration de 1mg/ml, des solutions filles de différentes concentrations (50, 150, 300,
500 pg/ml) ont été préparées.

e 1ml de chaque solution de quercétine ou de l'extrait est introduit dans des tubes a essais,
suivi de I'addition de 5 ml d'eau distillée et 0,3 ml de nitrite de sodium (NaNO,) a 5%.

e Apres repos de 5 minutes, 0,6ml d'AICI; sont ajoutés.

e Apres repos de 5 minutes encore une fois, un volume de 2ml de NaOH(IN) est
additionné et la solution est complétée jusqu'a 10ml avec de I'eau distillée.

e Apres agitation, la lecture de 1'absorbance a été faite au moyen du spectrophotometre a
430 nm. Les absorbances obtenues avec les solutions filles de quercétine ont permis
d'établir la courbe d'étalonnage.

e Les extraits a doser ont été préparé de la méme maniere et dans les mémes conditions
que la courbe d'étalonnage de quercétine, chaque concentration est répétée trois fois et

I'absorbance est lue a 430 nm.

Les concentrations de ces extraits sont calculées a partir de 1'équation de régression de la courbe
d'é¢talonnage de la quercétine et sont exprimées en mg d'équivalent de quercétine par gramme

d'extrait (mg EQ/g d'extrait).

I11-2-5-2 Test de piégeage du radical libre DPPH
I11-2-5-2a Introduction

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Les

antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique (vitamine
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C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydroxyphénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la capacité de ces
composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (O2¢).

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour
¢tudier la relation structure-activité antioxydant des composés phénoliques [7-8]. Il posséde un
¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote Schéma III-6 Du fait de cette délocalisation,
les molécules du radical ne forment pas des diméres, le DPPH’ reste dans sa forme monomeére
relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque aussi la couleur violette

bien caractéristique de la solution de DPPH".

La mesure de I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration

bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-

518 nm.
@\.N/H 02

NO,

Schéma III-6: Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)

II1-2-5-2b Préparation de la DPPH
Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est dissous
dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans

le spectrophotometre.

II1-2-5-2¢ Procédure:

Dans une cuve on met 160 pl (solution de DPPH) + 40 ul (extrait), la lecture est réalisée a
517nm dans le spectrophotometre.

Les mesures de I'absorbance du DPPH de nos extraits permettent de déterminer le pourcentage
d'inhibition en appliquant I'équation suivante [9].

I(%) = [(Abs contrdle - Abs échant) / Abs controle]*100
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e 1(%) : Pourcentage d'inhibition.

e Abs contrdle : absorbance de contrdle négatif.

Abs échant : absorbance de 1'échantillon (nos extraits).

111-3- Etude chimique de I’espéce Cistanche violacea

II1-3-1 : Etude bibliographique

La recherche bibliographique menée sur les travaux effectués sur les especes du genre

Cistanche a montré que 1’espéce Cistanche violacea n’a jamais fait objet d’étude de ce type.

111-3-2 : Place dans la systématique

Régne - —— Plante
Sous regne ' — Tracheobionta
Sous Embranchement=——————— Angiospermes

Classe — Magnoliopsidas

Sous classe ' —— Asteridae

Ordre ' —— Scrophulariales
Famille - —— Oranbanchaceae

Genre ' — Cistanche

Espéce : — C(istanche violacea Desf.

1I1-3-3 : Description botanique
Corolle violette munie de 2 plis jaunatres a la gorge. Bractées et bractéoles glabres. Etamines
insérées au-dessous du milieu du tube. Capsule au moins aussi longue que le calice, celui-ci de

15-18 mm [10]. Espéce parasite sur les Chénopodiacées et les Limoniastrum [10].

o
¥ o

Schéma II1-7 : Photo de Cistanche violacea Desf.
111-3-4 : Protocole expérimentale

111-3-4-1 : Récolte du matériel végétal
Les parties aériennes de C. violacea ont été recueillis au mois d’Avril 2011 de la région de

Bechar au sud-ouest de I'Algérie. La plante a été identifiée par M. Benabdelhakem (Directeur
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de l'agence nationale de préservation des ressources naturelles, Bechar, Algérie). Un spécimen
avec le numéro d’identification OCV/04/2011 était déposé a 1I’Herbier de I'unité de recherche

VARENBIOMOL, Université des fréres Mentouri Constantine 1.

111-3-4-2 : Extraction

Une masse de 300g du matériel végétal (fruits et feuilles) a subi une macération dans un
mélange hydroalcoolique (Méthanol /Eau ; 80 :20; v /v) a température ambiante pendant 48
heures. Cette opération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. Les trois extraits
hydroalcoolique récupérés sont concentrés a une température n’excédant pas 35°C et sous
pression réduite.

A la solution concentrée obtenue, on ajoute 120 ml d’eau distillée, la solution obtenue laissée
au repos pendant une nuit pour décantation. Aprés filtration on obtient une solution aqueuse
claire. Cette derniére a subi des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des
solvants de polarité croissante en commengant par le chloroforme, puis 1’acétate d’éthyle et en
dernier le n-butanol. Les trois phases organique ainsi obtenus (chloroforme, acétate d’éthyle et
n-butanol) sont concentrés a sec sous pression réduite puis pesées. Une masse de 0,8 g d’extrait

chloroforme, 3,5 g d’extrait acétate d’éthyle, et 18,8 g d’extrait n-butanol ont été obtenus.

L’organigramme (Shéma III-8) montre les différentes étapes du processus d’extraction.
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Matiére végétale
m = 300g.

e Macération a froid dans un mélange
MeOH/H,0 (80 :20 ; v/v), répétée 3
fois (48h)

e Filtration

A\ 4

e Concentration non a sec (t = 35°C)

e Dilution avec 120ml de H,O
distillée.

e Dé¢cantation pendnt une nuit.

e Filtration

A 4

e Extraction par du CHCl; (x3)
e Décantation

A 4
\ 4 \ 4
[ Phase aqueuse ] [ Phase organique ]
e Extraction par de I’AcOEt (x 3) e Filtration
e Décantation e Concentration a t = 35°C
\ 4
\ 4

v v ]
[ Phase aqueuse ] [ Phase organique ] Extrait chloroforme m = 0,8g

e Extraction par o Filtration
Le n-butanol (x3) e Concentration & t = 35°C

e Décantation

A\ 4
\ 4
\ 4 \ 4 Extrait AcOEt
Phase Phase m=3,5g

aqueuse

e Filtration
e Concentration a 60°C

Extrait n-butanol
m=10g

Schéma III-8 : Différentes étapes du processus d’extraction
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111-3-4-3 : Séparation chromatographique

111-3-4-3-1 : Séparation et purification de ’extrait acétate d’éthyle

Pour avoir une idée sur les meilleurs systémes de séparation, nous avons procédé a des
tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée sur une feuille
d’aluminium en utilisant plusieurs systémes d’¢lution, la meilleure séparation a été obtenue

avec le systéme de solvant Chloroforme/Méthanol (9 :1)

» Séparation sur colonne
L’extrait acétate d’éthyle (3,5g) dissout dans le méthanol est mélangé a une petite quantité de
gel de silice, ’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé¢ jusqu’a obtention d’une poudre
homogene. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh,
Merck), préparée dans le chloroforme. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du
systeme Chloroforme / Méthanol, en commengant par de chloroforme pur et en terminant par
de méthanol pur avec un fractionnement tous les 100 ml. Les fractions recueillies sont
regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couches minces de gel de
silice déposées sur feuilles d’aluminium (Merck) qui apres développement dans des cuves en
verre avec des systémes adéquats, ont été visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis
révélées avec ’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 mn a 100°C. Les résultats obtenus sont

regroupés dans le tableau III -6.

Tableau III -6: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait acétate

d’éthyle de Cistanche violacea

Lot de fraction N° Fraction Systéme d’élution Masse
CHCI;% | MeOH% | (mg)
1-5 F1 100 0 8
6 F2 97 3 12,5
7-8 F3 97 3 15,3
9-14 F4 97 3 47
15-17 F5 95 5 24
18-21 F6 95 5 27,4
22-25 F7 95 5 33,6
26-34 F8 92 8 36,5
35-56 F9 92 8 41,1
57-65 F10 90 10 200
66-76 F11 90 10 74,5
77-89 F12 85 15 227.5
90-96 F13 85 15 251
97-105 F14 80 20 119
106-112 F15 80 20 132
113-118 F16 80 20 267,6
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Tableau III -6: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de

I’extrait acétate d’éthyle de Cistanche violacea (Suite)

Lot de fraction N° Fraction Systéme d’élution Masse
CHCl15% MeOH% | (mg)
119-127 F17 70 30 60
128-138 F18 70 30 100
139-147 F19 60 40 365
148-157 F20 60 40 403
158-177 F21 0 100 678

Parmi les 21 fractions obtenues, seules les fractions F5, F6, F7, F12 et F14 ont été soumis a la
séparation a cause de leur simplicité et de leur poids. La séparation des fractions F5, F6 et F7 a
été effectuée sur couche mince, alors que les fractions F12 et F14 ont subi des séparations sur

flash colonne.

1I1-3-4 -1-a Etude de la fraction F5

La fraction F5 de masse 24 mg a subi une séparation sur plaque de gel de silice, ¢€luée une seule
fois par le systétme Hexane/Chloroforme/Isopropanol (7 :1 :2). Apres élution et séchage, une
partie de la plaque est révélée avec ’anisaldéhyde puis chauffée pendant 3 min a 100°C. Cette
opération a permis 1’apparition de deux taches, la premiére de coloration rouge et la seconde de
coloration jaune. Sur la base de cette observation, les deux bandes ont été récupérées et les

résultats obtenus sont reportés dans le tableau II1-7

Tableau III-7 : Résultats de séparation de la fraction F5

Sous fraction | Remarque Masse
F5-2 Produit pur | 3 mg
F5-3 Produit pur | 1,3 mg

111-3-4-3-1-b Etude de la fraction Fé6

De méme que la fraction Fs, la fraction Fg de masse 27.4 mg a subi une séparation sur plaque de
gel de silice avec comme systéme éluant hexane / chloroforme / isopropanol (7: 1: 2), puis
visualisée sous la lampe UV (254, 365nm) a permis 1’observation de trois bandes de couleur
bleue pale. La révélation d’une partie de la plaque avec l'anisaldéhyde puis chauffage pendant
03 mm a 100°C a permis 1’apparition d’une coloration marron sur 1’une des trois bandes

précédentes permettant apres séparation, 1’obtention d’un produit nommé Fe_; de masse 3mg.
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111-3-4-3-1-c Etude de la fraction F

La fraction F7 de masse 33,6 mg a subi une séparation sur plaque de gel de silice avec le méme
systeme précédent, la visualisation sous la lampe UV (365nm) montre la présence de cinq
bandes. Sur la base de cette observation nous avons dessinés les cinq bandes. La révélation
d’une partie de la plaque avec l'anisaldéhyde puis chauffage pendant 03 mm a 100°C a permis
I’apparition d’une coloration marron de deux bandes sur les cinq précédentes permettant apres
séparation 1’obtention de deux produits (F7.;) de masse 4mg et (F7.3) 3mg respectivement. Les

résultats obtenus sont reportés dans le tableau III-8:

Tableau III-8: Résultat de la séparation de la fraction F7.

Sous Remarque masse
fraction (mg)
F74 Produit pur 2.5
Fq, M¢élange
Fr3 Produit pur
F7_4 Mélange
Fqis M¢élange

E-NIN \SJRVS VS

Un test de purification a montré que les produits F6-3 et F7-1 sont identiques.

1I1-3-4-3-1-d Etude de la fraction Fy;
La fraction Fj, de masse 24 mg a subi une séparation sur flash colonne de gel de silice (230-
400mesh) €luées par la phase organique du systéme CHCIl3;/MeOH/H,0 (13:7:3) pour donner le

composé Fi,.7 (15 mg).

111-3-4-3-1-e Etude de la fraction F4:

Environ 251 mg de la fraction Fi4 ont été déposés sur une flash colonne de gel de silice (230-
400 mesh) avec la phase organique du systeme CHCls/MeOH/H,0 (13:7:3) comme éluant pour
obtenir dix sous fractions (Fi4.1-F14.10). La sous fraction F4.7 a subi une autre séparation sur une
plaque CCM de gel de silice avec le systéme AcOEt /MeOH / H,O (10:1:1) comme ¢luant pour
donner le produit pur Fj4.7.3 de masse 6mg et le produit le Fi4.7.5 (24 mg)

La sous fraction Fj49 a subi une autre séparation sur une plaque CCM de gel de silice avec le
systeme AcOEt/MeOH/H,0 (10:1:1) pour donner le produit Fi4.9.5.

L’organigramme résumant les résultats obtenus est rapporté dans le schéma II1-9
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L'extrait Acétate d’ethyle

l Colonne de gel de silice (CHCI; / MeOH)

l l l l

Fy F¢ E, F, FH
l CCSiOo2 l CC Si02 ¢ CCSiO2 lF]ashe colonne lFlashe colonne
' } F | v I
Fs, Fos E. E., Flog F
' 14-7 =
CC Si02 i
CCSio2
Flio0
Flyg; Fliqs

Schéma III-9: Organigramme résumant les résultats obtenus

II1-3-5-3b : Séparation et purification de ’extrait n-butanol

Une masse de 8 g de I’extrait n-butanol a été déposée sur une colonne de gel de silice (type 60,
230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme. L’¢lution a été réalisée par un gradient de
polarit¢ du systeme Chloroforme/ Methanol en commengant par le chloroforme pur et en
terminant par le methanol pur avec un fractionnement tous les 100 ml. Le suivi de ces fractions
a été effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium.
Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de I’acide
sulfurique et chauffées pendant 3 mn a 100°C.

A I’issue de ce fractionnement, 22 fractions (F1 a F22) ont été recueillies et sont rassemblées

dans le tableau IIL.9.
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Tableau II1.9: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait n-

butanol de Cistanche violacea

Lot de fraction Ne Systéme d’élution Masse (mg)
Fraction | CHCI;% | MeOH%

1-20 1 100 0 19
21-41 2 97 3 47
42-56 3 94 6 79
57-62 4 94 6 39
63-73 5 91 9 74,5
74-82 6 91 9 125
83-93 7 88 12 108
94-104 8 88 12 288,2

105-116 9 85 15 279,7
117-125 10 85 15 258
126-135 11 82 18 302
136-146 12 82 18 365
147-156 13 82 18 387
157-166 14 82 20 398
267-277 15 80 20 4552
278-297 16 60 40 467,6
298-307 17 55 45 376
308-318 18 55 45 647
319-339 19 50 50 834
340-360 20 40 60 969
361-381 21 20 80 870
382-402 22 0 100 1027

Parmi les 22 fractions obtenues, seules les fractions Fs, F¢ et F; ont été traités a cause de leur
simplicité. Les trois fractions ont subi une séparation sur couche mince avec le méme systeme
¢luant hexane / chloroforme / isopropanol (7 :1 : 2) pour obtenir les produits Fe 3, F7.1, F3_1, F3
et F3.3.

Nous n’avons pu obtenir la série spectrale de ces composés jusqu’a ce jour.

III-3-4 : activité anti-inflammatoire In vitro

II1-3-4-1 La méthode de stabilisation de la membrane (HRBC)

Le principe impliqué ici est la stabilisation de la membrane HRBC induite par hypo-toncité. Le
sang recueilli a été mélangé avec un volume égal de solution d'alsever stérilisée (2% dextrose,
0.8% citrate de sodium, 0.05% acid citrique et 0.42% chloride de sodium dans I’eau).

Le mélange était centrifugé a 3000 tr / min et les cellules tassées ont été lavées avec de

l'isosaline (0,85%, pH 7,2). Le dosage du mélange contenait l'extrait de C. violacea (0,5 ml, 50-
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1000 pg / ml) / le standard diclofénac de sodium (0.5 ml; 50, 100, 200pg/ml), 1 ml de tampon
phosphate (0,15 M, pH 7,4), 2 ml d'hyposaline (0,36%), 0,5 ml de suspension HRBC, ont été
incubés a 37°C pendant 30 min et centrifugés pendant 20min a 3000 tr / min. La teneur en
hémoglobine de la suspension a été estimée a l'aide d'un spectrophotometre a 560 nm.Le
pourcentage d'hémolyse produit en présence d'eau distillée a été pris comme 100%. La
stabilisation ou la protection de la membrane (HRBC) a été calculée a l'aide de la formule
suivante:

% Stabilisation = 100 - [(A; (échantillon / standard) / AO (contrdle) x 100], ou A, était
'absorbance de la réaction témoin et A; était I'absorbance en présence de 1'échantillon / le
standard (Diclofénac de sodium).

1I1-3-4-2 L’inhibition de la dénaturation de ’albumine:

L’inhibition de la dénaturation de I’albumine a été testée en utilisant le procédé de Misushima
et Kobayashi [11]. Le mélange réactionnel se constitue de:

e 50-500 pg/ml d’extrait acétate de la C. violacea.

e (0.5-10 uM) du composé (A): (+) — asteriscunolide A ou du composé (M) : I’acide
ester méthylique pulicaroique.

e Et d’une solution aqueuse a 01% d’albumine de sérum de bovin (ABS).

e Le pH du mélange réactionnel est ajusté a 6.3 avec HC1 (1N) et les échantillons ont été
soumis a une incubation a une température de 37°C pendant 20 min, puis échauffé a
51°C  pendant 20min. Aprés refroidissement, la turbidité a ¢été mesurée par
spectrophotométrie a 660 nm.

e Les résultats ont ét¢ comparés a un anti- inflammatoire standard le diclofinac sodique a
différentes doses (50, 100, 200ug/ml) et I’inhibition exprime en pourcentage, a été
calculée selon la formule suivante :

Ag— A
Inhibition (%) =—>< 100
Ay

Ay: Absorbance de la réaction témoin ;

Aj: Absorbance de I’échantillon standard le diclofinac sodique .

Tous les essais sont répétés trois fois et les résultats ont été exprimés en tant que moyennes =

écart-type (écart-type)
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II1-4 Conclusion

* L’investigation phytochimique de I’extrait n- butanol de I’espece Astragalus gombo a permis
d’isoler et purifier 4 composés dont la détermination structurale de trois composés d’entre eux
sera présentée dans le chapitre I'V.

* L’investigation phytochimique de D’extrait n- butanol de I’espéce Genista cinerea ssp.
ramosissima a permis d’isoler et purifier 3 composés dont I’élucidation structurale de deux
d’entre eux sera présentée dans le chapitre IV.

L’activité antioxydant des extraits AcOEt et n-butanol de 1’espéce G. cinerea ssp. ramosissima
a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

 L’étude phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle de I’espece C. violacea a permis d’isoler
et purifier 10 composés. La structure de 7 composés sera développée dans le chapitre I'V.
L’extrait acétate d’éthyle de I’espece C. violacea a été évalué pour son activité anti-
inflammatoire en utilisant deux méthodes, la méthode de stabilisation de la membrane HRBC et
la méthode de dénaturation de I’albumine. Les résultats seront développés dans le chapitre I'V.
Alors que I’investigation phytochimique de I’extrait #- butanol de la méme espéce a conduit a

I’isolement de 5 composés. Aucune série spectrale n’a pu étre obtenu jusqu’a ce jour.

87



Références

bibliographiques



. Thése de doctorat Maamria Leyla Université El-Hadj Lakhdar, Batna.

. Leyla Maamria, Christophe Long, Hamada Haba, Catherine Lavaud, Audrey Cannac,
Mohammed Benkhaled, 2015, Cycloartane glycosides from Astragalus gombo

Phytoc hemistry Letters, 11: 286-291.

. Quezel, P., Santa, S., 1963. Nouvelle flore de 1’ Algérie et des régions désertiques
méridionales. In : CNRS (Ed.), Vol. 1-2. Paris. France.

. benchelah, A. C., Bouziane, H., Make, M., Ouahés, C., 2000, Fleurs du Sahara. Ibis, Press.

. chaovabalikit And Worlstard, R.E., (2004), Total anthocyanins and total phenolics of fresh
and processed cherries and their antioxidant properties, Food and Chemical Toxicology, 69:
67-72.

. Singleton, V.L., Orthofer, R., Lamuela-Raventos, R.M., Analysis of total phenols and other
oxidation substrates and antioxidants by means of Folin- Ciocalteu reagent, Methods in

Enzymol, 1999; 299:152-178.

7. BLOIS M S., 1958, Antioxidant determinations by the use of stable free radical, Nature, 181:

1199-1200.

8. BRAND-WILLIAMS W., CUVELIER M E., BERSET C., 1995, Use of a free radical

method to evaluate antioxidant activity, Lebensmitel-Wissenschauft and Technologie. (28):

25-30.

9. Koleva, V., Beek, T.A., Linssen, J.P.H., (2002), Extracts for antioxidant activity: a

comparative study on three testing methods, Phytochemical Analysis, 15: 8- 17.

10. Ozenda, P., 1993, Flore et Végétation du Sahara, Edition Paris, 388.

11. Mizushima, Y., M. Kobayashi, 1968, Interaction of anti-inflammatory drugs with
serumproteins, especially with some biologically active proteins, Journal of Pharmacy and

Pharmacology. 20: 169—-173.

89



Chapitre 1V

Resultats Et

Discussions



IV-1- Elucidation structurale des produits isolés de ’extrait n-BuOH de
Pespéce Astragalus gombo

IV-1-1- Le composé P;,=F,;_,

Ce composé est obtenu sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol.

Sa fluorescence noire violette sous lumiére de Wood (365nm) devient jaune terne apres
révélation avec de ’ammoniaque, laisse supposer qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone

ou flavonol substitué en 3.

L’analyse simultanée des spectres RMN 'H (figure IV-1) et HSQC (figure IV-2) montre la
présence des signaux typique d’un flavonoide de type kaempférol reconnaissable par :

e Deux signaux sous forme d’un doublet (J/ = 9 Hz) et d’intégration 2H chacun, le premier
résonant a oy 8,03ppm attribuable aux protons H-2' et H-6" et le second a oy 6,88ppm
attribuable aux protons H-3" et H-5'. Cette constatation indique clairement une para-
substitution du cycle B. Ces quatre protons corrélent sur le spectre HSQC avec leurs
carbones a d¢ 132, 1ppm et 116,2ppm respectivement.

e Deux autres signaux sous forme de doublet (J =2,4 Hz) d’intégration 1H chacun, le
premier résonant a oy 6,3ppm attribuable a H-8 (6¢ 95,5ppm d’apres le spectre HSQC) et
le second a oy 6,12ppm attribuable a H-6 (8¢ 100,6ppm d’apres le spectre HSQC). Ces

deux signaux sont caractéristiques d’une substitution en méta du cycle A.
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Figure IV-1 : Spectre RMN 'H (CD;0D ; 300MHz) du composé F .4
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Figure IV-2 : Spectre HSQC du composé F 4.4

L’analyse du spectre HMBC (figure IV-3) permet de repérer les carbones quaternaires du
squelette flavonique comme suit :

e Les deux protons H2' et H-6" montrent une tache de corrélation avec le carbone résonant a
Oc 158, 1ppm attribuable au carbone C-2.

e Les deux protons H3' et H-5" montrent deux taches de corrélation, une premicre avec le
carbone résonant a 6¢c 123,0ppm attribuable au carbone quaternaire aromatique C-1' et la
deuxieéme a o¢c 161,4ppm qui ne peut étre que le carbone quaternaire oxygéné C-4'.

e Le proton H-8 corréle avec quatre signaux, la premicre tache de corrélation apparait avec le
carbone résonant a d¢ 100,6ppm déja attribué a C-6 (HSQC), la deuxiéme avec le carbone
résonant a d¢c 104,7ppm attribuable au carbone C-10, la troisiéme avec le carbone a d¢
158,6ppm qui ne peut étre que le C-9 et la derniére tache avec le carbone résonant a oc
168,8ppm attribuable au carbone C-7.

e Le proton H-6 montre une tache de corrélation avec le carbone résonant a ¢ 163ppm qui

ne peut étre que le C-5.
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Figure IV-3 : Spectre HMBC du composé F;_4

Toutes ces données sont en faveur d’un squelette flavonoidique de type kaempférol substitué¢ en
*{

Figure IV-4 : Squelette du kaempférol

position 3 comme le montre la figure [V-4.

Sur le méme spectre proton (figure IV-1), on observe également la présence d’autres signaux
typiques d’unités osidiques :

e Un premier signal d’intégration 1H sous forme de doublet (J = 7,8 Hz) résonant a oy

5,56ppm caractéristique du proton anomérique montrant la présence d’une entité sucre de

type glucose ou galactose. La valeur du déplacement chimique indique une jonction O-
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sucre, alors que la valeur de la constante de couplage est en faveur d’une configuration [3-
osidique.

Le second signal, également d’intégration 1H sous forme de singulet large a oy 5,21 ppm
caractéristique du proton anomérique d’un rhamnose. Ceci est confirmé par le signal a oy
0,98ppm d’intégration 3H sous forme de doublet (J = 6,3Hz) typique du groupement CHjs
du rhamnose.

Un ensemble de signaux trés complexe se trouvant dans I’intervalle 3,2-4,1ppm

attribuable aux autres protons osidiques.

L’étude du spectre relatif a ’expérience homonucléaire COSY '"H-'H (figure IV-5) permet

de repérer les protons de la partie osidique grace aux taches de corrélation suivantes :

Le proton anomérique (d; J=7,8Hz) de la premiére entit¢ osidique noté H-1" (Oy
5,56ppm) correle avec le signal résonant a oy 3,92ppm qui ne peut étre que le H-2"
(recouvert par d’autres signaux). Ce proton (H-2") montre une tache de corrélation avec le
proton résonant a dy 3,67 ppm attribuable au proton H-3" (également recouvert par
d’autres signaux). Ce méme proton montre une tache de corrélation avec le proton
résonant a dy 3,79ppm permettant son attribution au proton H-4" (recouvert par d’autres
signaux), ce dernier montre une tidche de corrélation avec le signal a oy 3,70ppm
attribuable au proton H-5" (recouvert par d’autres signaux), lequel a son tour montre deux
taches de corrélation avec deux autres signaux, le premier a oy 4,07ppm et le second a oy
4,10 ppm (tous deux recouvert par d’autres signaux) attribuables aux deux protons H-6"b

et H-6"a respectivement.

Les déplacements chimiques des carbones osidiques sont déduits par analyse du spectre HSQC

(figure IV-2-a) comme suit :

Le proton anomérique H-1" (dy 5,56ppm) avec son carbone C-1" a d¢ 101,0ppm.
Le proton H-2" (8 3,92ppm) avec le carbone C-2" a ¢ 77,4ppm.

Le proton H-3" (8 3,67ppm) avec le carbone C-3" a ¢ 74,1 ppm.

Le proton H-4" (dy 3,79ppm) avec le carbone C-4" a d¢ 70,4ppm.

Le proton H-5" (dy 3,70ppm) avec le carbone C-5" a d¢ 75,5ppm.

Les protons H-6"a et H-6"b avec le carbone C-6" a d¢ 63,8ppm.

Vu le recouvrement de 1I’ensemble des signaux des protons, la nature du sucre a été¢ déduite par

comparaison des valeurs des déplacements chimiques des carbones de ce sucre notamment celui
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de C-3" (6¢ 74,1ppm) avec ceux de la littérature, cette comparaison suggere qu’il s’agit du D-

galactose. En effet, dans le cas du D-glucose le C-3 est plus déblindé (5¢ 78,0ppm) [1].

Un retour au spectre COSY (figure IV-5) et (figure IV-5-a) permet de repérer les protons de la

deuxiéme entité osidique qui n’est autre que le rhamnose grace aux corrélations suivantes :

Le proton anomérique du rhamnose noté¢ H-1" (s/) et le proton résonant a oy 3,98ppm qui
ne peut étre que le H-2". Ce dernier (H-2") correle avec le proton résonant dy 3,80ppm
attribuable au proton H-3", celui-ci H-3" montre a son tour une tache de corrélation avec
le proton résonant a dy 3,34ppm correspondant au proton H-4", le méme proton correle
sur le méme spectre avec le proton résonant a oy 4,03 attribuable au proton H-5"
(I’ensemble de ces signaux se trouvent recouvert par d’autres signaux), et ce dernier

correle avec le signal du CHj; (d; J=6,3Hz) a oy 0,98ppm.

De méme, les carbones correspondants aux protons osidiques sont repérés grace au spectre de

corrélation hétéronucléaire HSQC (figure IV-2-a).

Le proton anomérique H-1" (6y 5,2 1ppm) avec son carbone C-1" a d¢ 102,5ppm.
Le proton H-2" (&g 3,98ppm) avec le carbone C-2" a d¢ 72,4ppm.

Le proton H-3" (dy 3,80ppm) avec le carbone C-3" a d¢ 72,3ppm.

Le proton H-4" (0 3,34ppm) avec le carbone C-4" a 6¢ 74,1ppm.

Le proton H-5" (0 4,03ppm) avec le carbone C-5" a 6¢ 69,8ppm.

Les protons CH3-6" (6 0,98ppm) avec le carbone C-6" a ¢ 17,5ppm.
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Un deuxieme retour au spectre proton indique la présence d’autres signaux dans la zone 2,1-

2,6ppm. L’analyse simultanée des spectres RMN proton (figure 1V-1), COSY (figure IV-5),

HSQC (figure IV-2) et HMBC (figure IV-3) permet de tirer les constatations suivantes :

e Un signal sous forme d’un doublet (J=15,4 Hz) d’intégration 1H a oy 2,19ppm correle sur

le spectre COSY avec le signal a dy 2,36ppm qui apparait sur le spectre RMN proton sous
forme de doublet (J=15,4Hz). Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec le
méme carbone résonant a 6c 47,1ppm. Cette observation indique que ces deux protons
sont diastériotopiques. Ces mémes protons correlent sur le spectre HMBC avec le carbone
du carbonyle a ¢ 180ppm. La valeur du déplacement chimique de ce dernier carbonyle
montre qu’il s’agit d’un carbonyle d’acide.

Un signal sous forme de doublet (J/=14,0Hz) d’intégration 1H a 6y 2,3 1ppm correle sur le
spectre COSY avec le signal a 6y 2,4ppm qui apparait sur le spectre proton sous forme de
doublet (J=14,0Hz). Ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec le méme
carbone résonant a 47,5ppm. Cette derniére observation indique que ces deux protons
sont également diastériotopiques. Ces mémes protons correlent sur le spectre HMBC avec

le carbone du carbonyle a d¢ 172,2ppm attribuable a un carbonyle d’ester.

Ces observations permettent de déduire la présence de deux groupements méthyléne et chaque

groupement est li¢ a un groupement carbonyle.
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e D’autre part ces quatre protons (les deux groupements méthyléne) montrent sur le spectre
HMBC quatre taches de corrélation avec le méme carbone quaternaire résonant a o
70,8ppm. La valeur du déplacement chimique de ce dernier carbone indique qu’il est
oxygéné. Ce méme carbone montre, sur le méme spectre, une tiche de corrélation avec le
signal a oy 1,12ppm (0. 27,7ppm) qui apparait sur le spectre proton sous forme de
singulet d’intégration 3H. Vu son déplacement chimique ainsi que sa multiplicité, ce
signal ne peut étre qu’un groupement méthyle porté par le carbone quaternaire oxygéné

(¢ 70,8ppm).

L’ensemble de cette derni¢re analyse permet de proposer la chaine représentée dans la figure

IV-6 ci-dessous.

(6}
HO \é:’\

Figure IV-6 : Chaine présente dans le composé F ;4
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A la fin de cette analyse et vu I’absence d’autres signaux sur le spectre proton, les autres

substituants ne peuvent €tre que des groupements hydroxyles et il ne reste qu’a lier les
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différentes parties déterminées précédemment a savoir le squelette kaempférol, les deux entités

osidiques (galactose et rhamnose) et la chaine latérale. Ceci peut se faire aisément grace au

spectre HMBC sur lequel on observe :

e Une premicre tiche de corrélation entre le proton anomérique du galactose et le carbone

résonant a o, 134,2ppm qui ne peut étre que le carbone C-3 du squelette flavonique.

e Une deuxi¢me tiche de corrélation entre le proton H-2" du galactose et le carbone

anomérique C-1" du rhamnose. Cette corrélation permet de déduire que le rhamnose est

lié au galactose par une liaison 1— 2.

e Une troisieme tache de corrélation entre le proton H-6"a du galactose et le carbone du

carbonyle a §. 172,2ppm noté C-1"" de la chaine. Ceci permet de déduire que la chaine

est portée par le carbone C-6" du galactose.
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Figure IV-3-b : Spectre HMBC étalé du composé F 4.4

L’ensemble de ces données se trouve en bon accord avec la structure du composé nommé

Kaempférol

3-O-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6- O-(3- hydroxy-3-methylglutaryl)-D-

galactopyranoside représenté dans la figure IV-7. Ce composé¢ a été isolé auparavant de
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plusieurs espéces du genre Rosa [2], de ’espece Oxytropis falcate [3] et récemment des espéces

du genre Astragalus [4].

Toutes les données spectrales relatives a ce produit sont rassemblées dans le tableau IV-1.

OH

O OH

Figure IV-7: Kaempférol 3-O-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6- O-(3- hydroxy-3-methylglutaryl)-
D-galactopyranoside
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Tableau IV.1 : Déplacements chimiques RMN "Het BC du composé F4, 4 dans CD30OD

Position Ou (ppm) Oc (ppm)
2 - 158,1
3 - 134,2
4 - 178,4
5 - 163,0
6 6,12 100,6
7 - 168,8
8 6,3 95,5
9 - 158,6
10 - 104,7
1' - 123,0
2' 8,03 132,1
3 6,88 116,2
4 - 161,4
5' 6,88 116,2
6' 8,03 132,1
1" 5,56 101,0
2" 3,92 77,4
3" 3,67 74,1
4" 3,79 70,4
5" 3,70 75,5

6"a 4,04 63,8
6"b 4,10
" 5,21 102,5
2" 3,98 72,4
3" 3,80 72,3
4™ 3,34 74,1
5" 4,03 69,8
6" 0,98 17,5
" - 172,2
M 2,31 47,5
2,4
3"" _ 70’8
4m 2,19 47,1
2,36
sm - 180,0
6" 1,12 27,7
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IV-1-2- Le composé Fsg 1,

Le composé Fg.13 se présente sous forme de poudre jaune soluble dans le méthanol.

La fluorescence noire violette sous lumiére de Wood (365 nm) devient jaune apres exposition
de la plaque CCM a la vapeur d’ammoniaque oriente vers un compos¢ a structure flavonoidique

de type flavone ou flavonol substitué en 3.

Le spectre RMN 'H (figure IV-8) enregistré dans le CD;OD montre une forte similitude des
signaux avec ceux du composé précédent. En effet, on note aisément la présence de plusieurs
signaux caractéristiques des protons aromatiques résonants entre 6 et 8 ppm et autres
caractéristiques des protons osidiques entre 3 et 5,6 ppm indiquant la nature hétérosidique de ce

compose€.
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Figure IV-8 : Spectre RMN 'n (CD;0D ; 300MH?7) du composé Fss.;,

Une lecture attentive des spectres RMN 'H étalés (Figure IV-8-a) et (Figure IV-8-b) et le
spectre HSQC (Figure IV-9) montre clairement la présence des signaux suivants :
e Deux doublets (J = 9 Hz) d’intégration 2H chacun, le premier a oy 8,11 ppm et le second
a oy 6,89 ppm attribuables respectivement aux protons H-2'/ H-6' et H-3'/H-5" du cycle B
du flavonoide. Ceci indique clairement que le cycle B est parasubstitué en position 4'.
e Deux doublets (J = 2,2 Hz) d’intégration 1H chacun, le premier a dy 6,57 ppm et le
deuxiéme a oy 6,29 ppm attribuables respectivement aux protons H-8 et H-6 du cycle A

du flavonoide. Ceci oriente vers une substitution des positions 5 et 7 du cycle A.
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e Un autre doublet (J = 7,8 Hz) d’intégration 1H a oy 5,73 ppm caractéristique du proton

anomérique d’un sucre noté¢ H-1". La valeur du déplacement chimique oriente vers une
jonction O-sucre, alors que celle de la constante de couplage indique qu’il s’agit d’un
glucose ou galactose de configuration f.

Un dernier signal sous forme d’un singulet large d’intégration 1H a oy 5,21 ppm
caractéristique d’un second proton anomérique noté H-1" attestant la présence d’un
deuxiéme sucre. La présence d’un signal sous forme d’un doublet (J =6 Hz) d’intégration
3H a oy 0,92ppm montre clairement la présence d’un groupement méthyle. La présence
de ce dernier ainsi que la multiplicité (s/) du proton anomeérique indique sans nul doute

qu’il s’agit d’un rhamnose.
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Figure IV-8-a : Spectre RMN 'H étalé (5,1 -8,2ppm) du composé Fss.1;

e Un ensemble de signaux dans ’intervalle 3,30-4,5 ppm confirme la présence de deux

unités osidiques. Dans cet ensemble, on repere également un signal sous forme d’un
singulet d’intégration 3H a oy 3,87 ppm indiquant la présence d’un groupement

méthoxyle dans la molécule.
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Figure IV-8-b : Spectre RMN "H étalé (0,5-4,2ppm) du composé Fss.;,

L’ensemble des données de cette premiére analyse permet de déduire que le composé Fss.;, est
un flavonoide disubstitué sur le cycle A, parasubstitué sur le cycle B et également substitué¢ en
position 3 du cycle C. Ces constatations permettent de déduire que le squelette flavonique n’est
autre que le kaempférol substitué en C-3. Ce méme composé est aussi porteur de deux entités
osidiques dont I’une est un rhamnose et il reste a identifier la nature de la deuxiéme entité ainsi
que leur point de branchement sur 1’aglycone en plus de I’emplacement du groupement

méthoxyle.

L’étude du spectre RMN °C (figure IV-9) du composé Fig 1> permet de dénombrer 13 atomes
de carbone se trouvant dansla zone 15-105 ppm, caractéristiques des carbones osidiques,
confirmant ainsi la présence de deux entités sucres dont I’une est un rhamnose grace a la
présence du signal du méthyle caractéristique du rhamnose a d¢ 17,4ppm (spectre VI-9-a) et un

carbone a ¢ 56,4 attribuable a un groupement méthoxyle.
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Figure IV-9-a: Spectre RMN B¢ étalé (15-105 ppm) du composé Fzs 1,

L’expérience héteronucléaire HSQC (spectre VI-10) met en évidence les corrélations entre les
protons et les carbones qui les portent, ces derniers sont repérés comme suit :

e Le signal des protons H-2'/H-6" permet la localisation de C-2' et C-6"a 6¢ 132,2ppm.

o Le signal des protons H-3'/H-5" permet la localisation de C-3"et C-5"a 6¢ 116,0ppm.

e Le H-8 a oy 6,57ppm permet de localiser le C-8 a 8¢ 92,9ppm.

e Le H-6 a oy 6,29ppm permet de localiser le C-6 a d¢ 98,8ppm.

e Les protons du groupement methoxyle avec leur carbone a 6¢ 56,4ppm.
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Ainsi que les corrélations des deux protons osidiques avec leurs carbones :
e Le H-1" a dy 5,73ppm permet de localiser le C-1" a d¢ 100,5ppm.
e Le H-1"a 6y 5,21ppm permet de localiser le C-1" a ¢ 102,6ppm.
e Le CH;3" a 6y 0,93ppm permet de localiser le C-6" a ¢ 17,4ppm.
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Figure IV-10 : Spectre HSQC du composé Fsg 1,

L’analyse du spectre HMBC (Figure VI-11) permet de visualiser les corrélations entre:

e Les protons H-3"/H-5' du cycle B et deux carbones quaternaires résonant a dc 161,4 et
122,9ppm attribuables respectivement aux carbones C-4' oxygéné et C-1".

e Les protons H-2'/H-6' et le carbone quaternaire oxygéné C-4' (8¢ 161,4ppm) ainsi que le
carbone a ¢ 158,6ppm qui ne peut étre que C-2.

e Le proton H-8 (6y 6,57ppm) et trois carbones quaternaires, le premier a d¢c 106,4ppm
attribuable a C-10, le second a oc 158,3ppm attribuable au carbone oxygéné C-9 et le
troisiéme a d¢ 167,0ppm attribuable au carbone C7.

e Le proton H-6 (6 6,29ppm) et deux carbones quaternaires oxygénés, le premier a d¢

162,9 ppm ne pouvant étre que C-5 et le second a d¢ 167,0ppm déja attribué au C-7.
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e Le proton anomére H1" (0y 5,73 ppm) de la premicre unité osidique et le signal du
carbone résonant a d¢ 134,7ppm attribuable au carbone C-3. La valeur de déplacement
chimique de ce carbone confirme la glycosylation du flavonol en cette position.

e Les protons du groupement méthoxyle et le carbone résonant a o¢c 167,0ppm qui n’est
autre que le C7. Cette constatation permet de positionner le groupement méthoxyle en C-

7 et déduire que les deux sucres sont portés par le carbone C-3 donc liés entre eux.
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Figure IV-11 : Spectre HMBC du composé Fs.;»

En vu de déterminer la nature de ’autre sucre, on a eu recours a I’hydrolyse acide du composé
Fis.12. Apres concentration des phases organiques et aqueuses, nous avons procédé, d’une part
a une Co-chromatographie sur plaque analytique CCM ¢luée par le systéme acétone-eau (9/1)
de la phase aqueuse en présence d’échantillons authentiques des sucres. Il est apparu que cette
opération a confirmer la présence du rhamnose et a préciser la nature du sucre en question qui

n’est autre que le galactose.

D’autre part, la fluorescence du composé a été vérifiée sous lumiere de Wood qui a donné une
coloration jaune confirmant ainsi I’attachement des deux sucres en position C-3. Le point

d’attachement des deux sucres est déterminé par comparaison avec la littérature et a permis de
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déduire que ce composé n’est autre que le 7-methylkaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-(1—2)-
O-B-galactopyranoside reporté dans la figure IV-12, ce composé a été déja isolé d’Astragalus

gomboformis et d’Astragalus gombo [4] et également de 1’espece Oxytropis falcate [5].

OH

CH,OH

o CH;3

HO OH

Figure IV-12: 7-methylkaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-f-galactopyranoside

Toutes les données spectroscopiques de ce composé sont rassemblées dans le tableau IV- 2

Tableau IV- 2: les données spectroscopiques du composé Fig.12

Position Su (ppm) dc (ppm)
H-2 - 158,6
H-3 - 134,7
H-4 -

H-5 - 162,9
H-6 6,29 98,8
H-7 - 167,0
H-8 6,57 92,9
H-9 - 158,3
H-10 - 106,4
H-1' - 122,9
H-2' 8,11 132,2
H-3' 6,89 116,0
H-4' - 161.4
H-5' 6,89 116,0
H-6' 8,11 132,2
OCH; 3,87 56,4
H-1"Gal 5,73 100,5
H-1" Rha 5,21 102,6
3H-6" Rha 0,92 17,4
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IV-1-3- Le composé F ;.11

Le composé Fy4y.11.1 se présente sous forme de poudre jaune soluble dans le méthanol. La

fluorescence noire violette sous lumiére de Wood (365 nm) devient jaune apres exposition de la

plaque CCM a la vapeur d’ammoniaque oriente vers un composé a structure flavonoidique de

type flavone ou flavonol substitué en 3.

L'analyse du spectre RMN 'H enregistré dans le CD;0D (figure IV-13) montre :

Un signal sous forme de doublet (J =8,8Hz) d’intégration 2H a &y 8,09ppm attribuable
aux deux protons H-2' et H-6'.

Un signal sous forme de doublet (J =8,8Hz) d’intégration 2H a oy 6,91ppm attribuable
aux deux protons H-3' et H-5".

Un signal sous forme de singulet large d’intégration 1H a oy 6,33ppm attribuable au
proton H-8.

Un signal sous forme de singulet large, également d’intégration 1H a oy 6,16ppm
attribuable au proton H-6.

Un signal sous forme de doublet (J =7,7Hz) d’intégration 1H a duy 5,70ppm
caractéristique du proton anomérique d’un sucre noté H-1". La valeur du déplacement
chimique oriente vers une jonction O-sucre, alors que celle de la constante de couplage
indique qu’il s’agit d’un glucose ou d’un galactose avec une orientation 3 de la liaison
liant le sucre a la génine.

Un signal sous forme de singulet large d’intégration 1H a oy 5,24 ppm correspondant au
proton anomérique de la deuxieme entité osidique, la présence d’un signal sous forme de
doublet (J =6,2Hz) d’intégration 3H a ou 0,97ppm, indique que cette entité est un
rhamnose.

La présence de deux sucres est confirmée par I’ensemble de signaux se trouvant dans la

zone 3-4ppm.
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Figure IV-13-a : Spectre RMN TH étalé (5-9ppm) du composé F ;151

Les données du spectre RMN proton, rassemblées dans le tableau IV-3, permettent d’identifier

I’aglycone comme étant le kaempférol glycosylé en position C-3.

Tableau IV-3: Données RMN 'H du composé Fyp.11.1

Déplacement chimique oy (ppm) Intégration | Multiplicité (J Hz) Attribution
8,09 2H d (8,9) H-2" & H-6'
6,91 2H d (8,8) H-3" & H-5'
6,33 1H sl H-8
6,16 1H sl H-6
5,70 1H d (7,69) H-1"
5,24 1H sl H-1" rhamnose
0,97 3H d(6,2) CH"3;-rhamnose
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Afin de compléter la détermination de la structure de ce composé, les spectres UV ont été

enregistrés en présence du méthanol et d’autres réactifs, 1’étude de cette série a montré que :

Le spectre UV enregistré dans le méthanol posséde deux bandes d’absorption dont 1’une
est a Amax= 345nm caractéristique de la bande I d’un flavonoide et confirmant ainsi qu’il
s’agit d’un squelette flavonoidique de type flavonol substitué en 3 (3-OR).

Le déplacement bathochrome de la bande I (AA; = +48 nm) avec une légére diminution de
son intensité provoqué par I’addition de NaOH comparativement au spectre méthanolique
laisse supposer 1’absence d’un OH libre en 4.

Sur le méme spectre, ’apparition d'une nouvelle bande a Amax=325nm par rapport au
spectre enregistré dans le MeOH renseigne sur la présence d'un OH libre en 7.

L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AAj= + 6
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH confirmant ainsi la présence d’un
groupement OH libre en 7.

La stabilit¢ relative du spectre enregistré dans AICI;+HCl comparativement a celui
enregistré dans AICI; laisse supposer 1’absence du systéme ortho di-OH sur le cycle B.

Le déplacement bathochrome de la bande I (AA=+57nm) enregistré sur le spectre
AICIL3+HCI par rapport a celui enregistré dans le MeOH indique la présence d’un OH

libre en 5.

Les données relatives a la série spectrale UV du composé Fa,.1; sont rassemblées dans le tableau

IV-4.
Tableau IV-4: Données relatives a la série spectrale UV du composé Fyp_;7.1
Réactifs Bande 1 Bande 11 Autres bandes Commentaire
MeOH 345 266 - Flavonol 3-OR
+NaOH 393 274 325 7-OH
+NaOH+5 min 393 274 325 4’-OR
+AICl; 407 267 306/ 349 /
+AI1CI/HCl 402 273 303/343 5-OH
+NaOAc 364 272 - 7-OH
+NaOAc/H;BO3 352 267 - /
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La combinaison des données spectrales UV et RMN proton permet de proposer la structure
partielle représentée dans la figure IV-15.

OR'

OR

OH ¢}

Figure IV-15 : structure partielle du composé Fyy.1;
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La nature des deux sucres a été déterminée par hydrolyse acide comme précédemment. Une Co-
chromatographie sur plaque analytique CCM ¢luée par le systeme acétone-eau (9/1) de la phase
aqueuse en présence d’échantillons authentiques, a confirmer la présence du rhamnose et a
identifier le deuxiéme sucre comme étant le galactose. Alors qu’une goutte de la phase
organique, déposée sur du papier Whatman III, a donnée une coloration jaune sous lumicre de
Wood (365 nm) confirmant ainsi le rattachement de I’'un des deux sucres a 1’aglycone en
position C-3. L’ensemble des données spectrales (UV et RMN) permet de proposer, pour ce

composé, les deux structures reportées dans la figure IV-16.

O-Galactose/O-Rhamnose

HO

O-Rhamnose/O-Galactose
OH O
Figure IV-16: 3-0-a-rhamnopyranosyl-4°-O-f-galactopyranosyl kaempférol

Ou
3-0-f-galactopyranosyl- 4’-O-a-rhamnopyranosyl kaempférol

Les flavonoides di-glycosilés sont trés présents dans les especes du genre Astragalus [6].

Conclusion

Les travaux de séparation et de purification menés sur I’extrait n-butanol des parties aériennes
de D’espéce Astragalus gombo ont été difficile vu la richesse de cet extrait et ont permis
I’isolement, uniquement de quatre composés de type flavonoide et la détermination de la
structure de trois d’entre eux en combinant diverses méthodes spectroscopiques. Il s’agit de :

» 7-methylkaempferol 3-O-a-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-f-galactopyranoside

» Kaempférol 3-O-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6- O-(3- hydroxy-3-methylglutaryl)-D-

galactopyranoside
» Kaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-4’-O-p-galactopyranoside Ou kaempférol 3-O-f3-

galactopyranosyl- 4’-O-o-rhamnopyranoside
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IV-2 - Elucidation structurale des produits isolés de I’extrait n-BuOH de

P’espéce Genista cinerea ssp. ramosissima

V-2 -1- Le composé P,=F9-2

Ce compos¢ se présente sous forme d'une poudre jaune, de fluorescence noir violette sous

lumiere de Wood, et affiche une coloration jaune apres exposition a la vapeur de I'ammoniaque

laissant supposé qu'il s'agit d'un squelette de type flavone ou flavonol substitué en 3.

L'analyse du spectre RMN 1H (Figure VI-17) enregistré dans le CD;0OD montre :

Un doublet (/= 1,9 Hz) d'intégration 1H a oy 8ppm attribuable au proton H-2'.

Un double de doublet (J = 8,5; 1,9 Hz) d'intégration 1H a oy 7,6ppm attribuable au
proton H-6'".

Un doublet (/= 8,5 Hz) d'intégration 1H a oy 6,9ppm attribuable au proton H-5'.

Un singulet large d'intégration 1H a oy 6,43ppm attribuable au proton H-8.

Un doublet (/= 1,7 Hz) d'intégration 1H a &y 6,23ppm attribuable au proton H-6.

Un doublet (J/ = 7,8 Hz) d'intégration 1H a Sy 5,4ppm caractéristique du proton
anomérique d'un sucre. La valeur du déplacement chimique de ce proton montre que le
sucre est relié¢ a I'aglycone par un pont oxygene, alors que la valeur de la constante de
couplage (J =7,8 Hz) oriente vers la présence d’un glucose ou d’un galactose avec une
configuration £ de la liaison liant le sucre a I’aglycone.

Un singulet d'intégration 3H a Oy 3,9ppm indiquant la présence d'un groupement
méthoxyle.

Un ensemble de signaux dans la zone 3,4-4ppm attribuable aux autres protons du sucre.

L’ensemble de ces signaux indique qu’il s’agit d’un squelette de type quercétine substitué par

un sucre et un groupement méthoxyle.
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Les données relatives a la RMN 1H sont reportées sur le tableau VI-5.

Tableau IV-5: Les données relatives a la RMN 1H du composé Fo.;.

Déplacement chimique Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
d(ppm)
7.9 1H d(1,9) H-2'
7.6 1H dd (8,5;1,9) H-6'
6.9 1H d (8,5) H-5'
6.4 1H sl H-8
6.2 1H d(1,7) H-6
5 1H d (7,8) H-1" (anomérique)
4.8 3H s -OCH;

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante (figure IV-18).

ORs

R,0 o

ORs

OR; o}

Figure IV-18 : structure partielle du composé Fy.,

Etude de la série spectrale UV du composé Fy_,

e [’examen du spectre UV du composé¢ Fy, enregistré¢ dans le méthanol montre deux
bandes d’absorption dont la bande I est a Amax= 355nm confirmant ainsi qu’il s’agit d’un
flavonoide de type flavonol substitu¢ en 3 (3-OR).

e L’addition de la base forte NaOH a la solution méthanolique provoque un déplacement
bathochrome de la bande I (A A=+60 nm) avec augmentation de I’intensité
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indiquant ainsi la présence d’un
OH libre en 4°.

e Sur le méme spectre, 1’apparition d'une nouvelle bande a 330 nm par rapport au spectre
enregistré dans le MeOH renseigne sur la présence d'un OH libre en 7.

e [’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II
(AMp=+11nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH confirmant ainsi la

présence d’un groupement OH libre en 7.
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e La stabilité relative du spectre enregistré dans AICl;+HCI comparativement a celui
enregistré dans AICI; laisse supposer 1’absence du systéme ortho di-OH sur le cycle B.

e Le déplacement bathochrome de la bande I (AA=+48nm) enregistré sur le spectre
AICI;+HCI par rapport a celui enregistré dans le MeOH indique la présence d’'un OH
libre en 5.

Ces données sont rassemblées dans le tableau ci-dessous.

Tableau IV- 6 : Les données de la série spectrale UV composé Fo_,

Réactifs Bande 1 Bande 11 Autre bande Commentaire
MeOH 355 254 Flavonol (3-OR)
+NaOH 415 271 330 OH libre en 4’
OH libre en 7
+NaOH+5 min 415 271 330
+AICl3 403 267 302 ; 366 /
+AICI3/HCI 403 267 297 ; 364 OH libre en 5
+NaOAc 373 265 271 ;329 OH libre en 7
+NaOAc/H;BO3 359 255 267 /
phagH 121 AECEH plkOtS
pihEd14E0% ) BiHadH AT AL F'i*'l'b*:l'ﬂ'h'l'-las

Ak orbance

Abes orxanec e
— =
= =
H f

Abhsorbance

Longuetr C'onde(nm

Figure IV- 19 : La Série Spectrale UV du composé F'y_,
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Les données de la sérié spectrale UV permettent de déduire que OR; = OR, = OR4 = OH, il
reste a déterminer OR; et ORs. Le spectre RMN proton montre la présence d'un groupement

méthoxyle et d'un sucre.

La nature du sucre a été déterminée par hydrolyse acide comme précédemment. La Co-
chromatographie de la phase aqueuse a montré que le sucre en question n’est autre que le
galactose, alors que la phase organique a donné une coloration jaune en I’examinant sous
lumi¢re de Wood sur du papier Whatman. Ces constatations permettent de déduire que le
galactose est attaché a 1'aglycone en position 3 du squelette flavonique et du coup permettent de
placer le groupement méthoxyle en position 3'. Toutes ces données sont en faveur de la
structure présentée dans la figure IV-20, connue sous le nom de 3-O-f-galactopyranosyl

isorhamnétine.

OCH,

OH

HO. (o}

OH

OH OH

Figure IV-20 : Isorhamnétine 3-0-f-galactopyranosyl

Ce produit a été déja isolé de plusieurs especes de la famille Fabaceae [7].

IV-2 -2- Le composé P,)=Fy_;

Ce composé se présente sous forme d'une poudre jaune, de fluorescence noire violette sous
lumi¢re de Wood et affichant une coloration jaune aprés exposition a la vapeur de
I'ammoniaque laissant supposé qu'il s'agit d'un squelette de type flavone ou flavonol substitué

en 3.

L'analyse du spectre RMN 'H (Figure IV-21) enregistré dans le CD;OD montre:
e Un doublet (J=2,1Hz) d'intégration 1H a 6y 7,9ppm attribuable au proton H-2'.
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e Un doublet de doublet (J = 8,5; 2,2 Hz) d'intégration 1H a &y 7,6ppm attribuable au
proton H-6'.

e Un doublet (/= 8.5 Hz) d'intégration 1H a oy 6,9ppm attribuable au proton H-5'.

e Un doublet (/=2 Hz) d'intégration 1H a dy 6,4ppm attribuable au proton H-8.

e Un doublet (/=2 Hz) d'intégration 1H a dy 6,2ppm attribuable au proton H-6.

e Un doublet (J = 7,8 Hz) d'intégration 1H a dy Sppm attribuable au proton anomérique
d'une entité osidique. La valeur de la constante de couplage indique que cette entité peut

étre un glucose ou un galactose, alors que la valeur du déplacement chimique oriente vers

une jonction O-sucre.

..........................

1805.29

5t
H-2’ H-8 H-6

i
©
—

&\PJ, A_J,MWH YA S .ALJ. |

- ' . - - . T . T v
ppm 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4

Figure IV-21-a : Spectre RMN "H étalé (7,9-6,2 ppm) du composé Fy_;
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5

Figure IV-21-b: Spectre RMN TH étalé (3.34 5.1 ppm) compose Fo_;

Les données relatives a la RMH 'H sont reportées dans le tableau IV-7.

Tableau IV-7: Données RMH 'H du compose Fo_3

Déplacement chimique Intégration Multiplicité J(Hz) Attribution
d(ppm)
7,9 1H d(2,1) H-2'
7,6 1H dd (8,5-2,2) H-6'
6,9 1H d (8,5) H-5'
6,4 1H d(2) H-8
6,2 1H d(2) H-6
5 1H d(7,8) H-1" (anomérique)

Ces données permettent de déduire qu’il s’agit d’un squelette quercétine substitu¢ par un

glucose ou un galactose.

Etude de la série spectrale UV visible :
L'examen de la série spectrale UV (figure IV-22) du composé F9_3 montre :
e Le maximum d’absorption de la bande I se trouve, sur le spectre enregistré dans le
MeOH, a Amax= 360 nm indiquant ainsi qu'il s'agit d'un flavonol substitué en position 3.
e ['addition de la base forte NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande |
(A =+52nm) avec augmentation de l'intensité lumineuse indique la présence d'un OH
libre en 4'.
e Sur le méme spectre, la présence d'une nouvelle bande a 332nm par rapport au spectre
MeOH renseigne sur la présence d'un OH libre en7.
e ['addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (Al

=+16nm) par rapport au spectre MeOH confirme la présence du OH libre en 7.
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e [L'effet bathochrome de la bande I (AA =+47nm) en comparant le spectre AICI;+HCI avec
le spectre enregistré dans le MeOH, indique la présence d'un OH libre en 5.

e Le déplacement bathochrome de la bande I (AL =+2Inm) provoqué par 1’addition de
NaOAc+H3;BO3 comparativement a celui enregistré dans le MeOH indique la présence

d’un systéme ortho di-OH sur le cycle B.

Ces données sont reportées dans le tableau IV-8.

Tableau IV-8: Données relatives a la série spectrale UV du composé F9-3

Réactifs Bande I | Bande II Autre bande Commentaire
MeOH 360 258 / Flavonol 3-OR
NaOH 412 273 334 OH libre en 4'

OH libre en 7

+NaOAc 376 274 332 OH libre en 7

NaOAc + H;BO; 381 264 / Ortho-di-OH sur le noyau B
+AICL 432 273 / /
+AICL + HC1 407 269 366 OH libre en 5

120K
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Figure IV- 22: La série spectrale UV du composé Fy._;

Les données de la sérié spectrale UV permettent de confirmer le squelette quercétine avec une
substitution de la position 3. Ce substituant ne peut étre que le sucre indiqué par ses signaux sur

le spectre RMN proton.
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Comme précédemment, pour déterminer la nature du sucre, on a eu recours a I'hydrolyse acide
de ce composé qui a libérer deux entités sucre, a savoir le galactose et le rhamnose indiquant
ainsi que le proton anomérique du rhamnose se trouve recouvert par 1’eau de contamination du
solvant, alors que la phase organique a donné une fluorescence jaune sous lumiere de Wood
confirmant la substitution de la position 3 de la quercétine par les deux sucres (galactose et

rhamnose).

Pour mettre en évidence la jonction des deux sucres, on s'est basé sur les données de la
littérature. En effet, lorsque le H-6 du galactose apparait a un déplacement chimique inférieur a

4 ppm, ceci indique une jonction 1-6 rhamnose-galactose caractérisant I'entité robinobioside

18],

Toutes ces données permettent d’arriver a la structure finale du composé Fq 3 représentée dans

la figure IV-23 connue sous le nom de 3-O-robinobioside quercétine.

n:}
M,f‘ “OH
r}H
Fene -
HO =" “OH OH
OH

Figure IV-23 : Quercétine 3-O-robinobioside

IV-2 -3- Evaluation de ’activité antioxydante

IV-2 -3- I- Dosage des polyphénols totaux

L’¢étude quantitative des deux extraits (Acétate d’éthyle et n-butanol) des parties aériennes de
G. cinerea ssp. ramosissima au moyen du dosage spectrophotométrique avait pour objectif la
détermination de la teneur des polyphénols totaux et des flavonoides totaux. La raison
principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des effets

pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

122



La détermination de la teneur en polyphénols totaux des deux extraits a été réalisée selon la

méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe montre une linéarité de 1’absorbance

en fonction des concentrations. Les quantités des polyphénols correspondantes de chaque

extrait ont été rapportées en milligramme

d’équivalent d’zcide gallique par gramme d’extrait

(mg EAG/g d’extrait) et déterminées a partir de la courbe d’étalonnage (Figure IV-24)

1,00 -
0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 -
0,00 T

y = 0,005x - 0,003
R*=0,996

0 50

100 150 200

Figure 1V-24: courbe

d’¢étalonnage de 1’acide gallique

Le tableau (IV-9) montre le taux des polyphenols totaux présents dans les deux extraits. Nous

remarquons que 1’extrait n-BuOH présente la teneur la plus élevée (373,33+ 4,89 mgEAG /g
d’extrait) suivi par ’extrait AcOEt (335,26% 4,77mgEAG/g).

Tableau IV-9 : taux des

polyphénols dans les deux extraits.

Extraits "TPC (mgEAG/g d’extrait)

Acétate d’éthyle

335,26+ 4,77

n-Butanol

373,33+ 4,89

1V-2 -3- 2- Dosage des flavonoides totaux

La teneur des flavonoides totaux dans les deux extraits a été quantifiée par la méthode utilisant

le trichlorure d’aluminium (AICI3). Une courbe d’étalonnage en utilisant la quercétine a été

¢tablie (Figure IV-25). La teneur en flavonoides est enregistrée en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g

d’extrait).
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2,5 - y =0,009x + 0,151
R2=0,997

0 50 100 150 200

Figure I'V-25 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

Les résultats de la quantification des flavonoides montrent que 1’extrait AcOEt renferme la
quantit¢ des flavonoides la plus ¢élevée (59,25 mgEQ/g) suivi de I’extrait n-BuOH (74,77
mgEQ/g) comme le montre le tableau (IV-10).

Tableau IV-10: Taux des flavonoides dans les deux extraits.

Extraits TFC (mgEQ/g d’extrait)

Acétate d’éthyle 59,25 + 3,20
n-Butanol 74,77 + 11,20

Les résultats de dosages des polyphénols et des flavonoides sont exprimés sous forme
d’histogramme présentés dans la figure VI-26
L’examen de la figure IV-26 permet de relever les points suivants :
» La teneur en polyphenols dans I’extrait n-BuOH est supérieure a celle de 1’extrait
acétate d’¢éthyle.
» De méme, la teneur en flavonoides dans I’extrait n-BuOH est supérieure a celle de
I’extrait acétate d’éthyle.

» La proportion des polyphénols est plus importante que celle des flavonoides dans les
deux extraits.
Ce résultat est en accord avec 1’étude qualitative qui montre la présence des taches de

coloration différente de celle qui caractérise les composés flavonoidiques sous lumiere UV.
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Figure IV-26 : La quantité en polyphénols (mgEAG/g d’extrait) et en flavonoides (mgEQ/g

d’extrait) dans I’extrait acétate d’ethyle et n-butanol de ’espece G. cinerea ssp. ramosissima

1V-2 -3- 3- Evaluation de I’activité antioxydante

Les résultats obtenus (Figure IV-27) montrent que les deux extraits ainsi le standard (référence)

réduisent de maniére dose dépendante le radical DPPH. C’est a dire le pourcentage de réduction

augmente avec l[’augmentation de la concentration des extraits jusqu’a un seuil ou le

pourcentage d’inhibition se stabilise avec 1’¢lévation de la concentration des extraits.
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Figure IV-27 :% DPPH effet de balayage des échantillons testés.

La concentration d’un extrait ou d’un standard provoquant 50% d’inhibition du DPPH (ICs) est

calculée a partir de la courbe semi algorithmique :
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Tableau IV-11: Valeurs de IC50 dans les deux extraits et le standard.

Extrait IC50 (mg/ml)
Acétate d’éthyle 52,15 +£2,97
n-butanol 27,13+ 1,74
BHT (standard) 22,32+ 1,19

L’extrait n-butanol présente 1’effet inhibiteur le plus puissant sur le radical DPPH avec une
valeur de ICsy de 27,13 £ 1,74mg/ml trés proche de celle du BHT utilis¢ comme standard avec
une ICso de 22,32 £ 1,19mg/ml. L’activité¢ de cet extrait semble €tre liée a la nature des
composés qu’il renferme qui sont de nature flavonique et posséde un squelette quercétine
glycosilés en position 3 comme a été mentionné dans la partie chimique. L’extrait acétate

d’éthyle présente un effet moins important (ICsp 52,15 £+ 2,97mg/ml).
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IV-3 - Elucidation structurale des produits isolés de I’extrait AcOEt de I’espéce

Cistanche violacea

IV-3 -1- Le composé Fs_,

Le composé Fs.; se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol. Sa

fluorescence noire violette sous la lumieére de Wood (365nm) indique qu’il s’agit d’un

flavonoide de type flavone ou flavonol substitué en 3.

Les données de la série spectrale UV (figure IV-28) montrent :

Le maximum d’absorption de la bande I a 335 nm indique qu’il s’agit d’un flavonoide
de type flavone.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AL =+
57 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse indique la présence d’un OH libre en
4’, ainsi I’apparition d’une nouvelle bande a 327 nm indique la présence d’un OH libre
en 7.

L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande II (AA=+ 7
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH confirme la présence du OH libre
en 7.

Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (AICl; + HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 47 nm) révele la présence
d’un OH libre en 5.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant le spectre AICl; +
HCI par rapport au spectre AICls, laisse prévoir I’absence de systeme ortho dihydroxylé

sur le cycle B.

Toutes ces données sont reportées dans le tableau IV-12.

Tabeau IV-12: Données de la série spectrale UV

Réactifs BandeI | Autres bandes | Bande II Commentaire
AMnm) AMnm) AMnm)
MeOH 335 / 268 flavone
OH libre en 4’
+ NaOH 392 327 276 OH libre en 7
+ NaOH+5mn 392 325 276 Spectre stable
+AICl; 383 346 302 276 Pas de ortho di-OH sur le
cycle B
+A1CL/HC1 382 341 301 277 OH libre en 5
+NaOAc 354 301 275 OH libre en 7
+NaOAC/H;BO;, 342 301 269 /
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Figure IV-28 : Série spectrale UV du composé Fs.;

L’étude du spectre RMN 'H de ce composé (figure IV-29), enregistré dans CD;OD montre la
présence des signaux caractéristiques d’un flavonoide reconnaissable par :
e Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H ady 6,59 ppm attribuable au proton H-
3 en faveur d’un squelette de type flavone.
e Deux doublets (J= 2,1 Hz) d’intégration 1H chacun, le premier a dy 6,45 ppm attribuable
au proton H-8 et le deuxieme a 6y 6,20 ppm attribuable au proton H-6. Ces deux signaux

indiquent clairement une substitution des positions 5 et 7 du cycle A.
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e Deux autres doublets (J= 9 Hz) d’intégration 2H chacun, le premier a oy 7,85 ppm
attribuables aux protons H-2’ et H-6’ et le second a o6y 6,93 ppm attribuables aux protons
H-3 et H-5" du cycle B du flavonoide. Ces deux signaux indiquent clairement une

disubstitution en para du cycle B.

Le tableau IV-13 rassemble les données de la RMN proton

Tableau I'V-13: Données du spectre RMN 'H

Déplacement chimique & (ppm) | [nt¢gration | Multiplicité (JHz) | Attributions
6,59 1H s H-3
6,45 1H d(2.1) H-8
6,20 1H d(2.1) H-6
7,85 2H d (9) H-2’, H-6
6,93 2H d(9) H-3’, H-5°
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Figure IV-29: Spectre RMN "H (300 MHz, CD;0D, & ppm) du composé Fs_;
L’ensemble des données de la série spectrale UV ainsi que la RMN 1H oriente vers le

composé : 4°, 5, 7-trihydroxyflavone connue sous le nom d’Apigénine. Ce composé est isolé

pour la premiére fois du genre Cistanche [9].

OH
HO

OH O
Figure IV-30: Apigénine
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IV-3 -2- Le composé F;

Le composé F7.3 se présente sous forme d’une poudre amorphe soluble dans le méthanol.

Le spectre de masse du composé F;.; enregistré sur un spectrometre muni d’un analyseur Q-
TOF en mode électro-nébulisation positif (ESI-Q-TOF (+)) présente un ion quasi-moléculaire
[M+H] " a m/z =287,1126 (100%) correspondant a la formule brute C;3H;307 indiquant que ce

composé comporte 5 insaturations.

Le spectre RMN °C (figure IV-31) et le spectre DEPT 135 indiquent la présence de 13 signaux
qui peuvent étre répartis comme suit :
e Trois carbones quaternaires dont un a dc¢ 89,2ppm et deux carbonyles d’ester a 6c 175 et
177,1ppm.
e Quatre méthynes dont un se trouve trés déblindé a d¢ 102,2ppm et un autre a 79,5ppm.
¢ (Cing méthylénes dont deux sont oxygénés a ¢ 56,3 et 71,3ppm.
e Un méthyle oxygéné a dc 52ppm.
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Figure IV-31: Spectre RMN ">C (CD; OD; 75MHz) du composé F..

L’étude simultanée des spectres RMN 'H (figure VI31 et 31-a étal¢) et HSQC (figure VI-32) de

ce compos¢€ montre:
e Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J= 5,7 Hz) a dy 5,34 ppm corréle sur
le spectre HSQC avec le carbone résonant a 6c 102,2ppm. La valeur du déplacement

chimique du proton ainsi que celle de son carbone indique une dioxygénation de ce

noyau.
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e Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J=9,9 Hz) a 6y 4,44ppm corréle sur
le spectre HSQC avec le carbone résonant a d¢ 71,3ppm, ce dernier montre une autre
tache de corrélation avec le proton a oy 3,38 ppm qui apparait sous forme d’un doublet
avec la méme constante de couplage (J=9,9 Hz) sur le spectre RMN 'H. Cette observation
ainsi que la valeur de la constante de couplage indiquent clairement que ces deux protons
sont diastéréotopiques. Ce groupement méthyléne est oxygéné vu les valeurs des
déplacements chimiques relativement élevées.

e Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet de triplet (J= 9,3 ; 5,4 Hz) a oy
4,13ppm, celui-ci correle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a d¢ 79,3ppm.

e Un signal d’intégration 1H sous forme de doublet de triplet (J=13,5 ; 2,4 Hz) a dy
3,92ppm correle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant & 6c 56,3ppm, ce méme
carbone présente sur le spectre HSQC une autre tache de corrélation avec un deuxiéme
proton résonant a oy 3,48ppm. Ce dernier proton apparait sur le spectre proton sous forme
d’un doublet de doublet de doublet (J=11,4 ; 5,1 ; 2,1Hz) indiquant que ces deux protons
sont également diastéréotopiques. Ce groupement méthyléne est également oxygéné vu
les valeurs des déplacements chimiques.

e Un signal d’intégration 3H sous forme d’un singulet a oy 3,66ppm attribuable a un

groupement méthoxyle corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c 52,0 ppm.
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Figure IV-31: Spectre RMN 'H (300 Hz, CD;0D) du composé F7_3
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Figure IV-31-a : Spectre RMN "H étalé (3,1-5,5ppm) du composé F._;

En plus des signaux signalés précédemment, le spectre RMN 'H étalé figure (VI- 31b étalé)

montre :

Un signal d’intégration 2H sous forme d’un singulet a dy 2,56 ppm correle sur le spectre
HSQC avec le carbone résonant a d¢ 30,8ppm.

Un signal d’intégration 1H sous forme d’un multiplet a dy 2,35 ppm correle sur le spectre
HSQC avec le carbone résonant a 6¢ 27,6ppm.

Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J= 8,1 ; 5,7 Hz) a oy
2,12ppm corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a ¢ 47,5ppm.

Sur le spectre HSQC, le signal résonant a 6¢ 25,4ppm correle avec deux autres signaux, le
premier a oy 1,84ppm et le second a oy 1,41ppm. Ces deux signaux apparaissent sur le
spectre proton sous forme de multiplet d’intégration 1H chacun permettant de déduire
qu’ils sont également diastéréotopiques.

Un signal d’intégration 2H sous forme d’un singulet a dy 1,79 ppm corréle sur le spectre

HSQC avec le carbone résonant a 6¢ 37,0ppm.
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L’analyse simultanée des spectres de 1’expérience homonucléaire COSY 'H -'H (figure IV-33)

et ’expérience hétéronucléaire HMBC (figure IV-34) permet de mettre en évidence les

corrélations suivantes :

Le proton a oy 5,34ppm (8¢ 102,2ppm) et le proton a dy 2,12ppm (¢ 47,5ppm).

Ce dernier (0y 2,12ppm) montre une tache de corrélation avec le proton a dy 2,35ppm (d¢
27,6ppm) qui apparait sur le spectre proton sous forme d’un multiplet.

Ce proton (dy 2,35ppm) montre deux taches de corrélation avec les deux protons
diastéréotopique a oy 1,84 et 1,41 ppm (S¢ 25,4ppm).

Ces deux derniers protons corrélent également avec les deux protons diastéréotopiques
résonant a 6=3,92 et 3,48ppm qui sont portés par le carbone résonant a d¢ 56,3ppm.

Ce dernier carbone montre une tache de corrélation sur le spectre HMBC avec le proton a
0=5,34ppm (6¢ 102,2ppm). Cette derniere observation (tache de corrélation entre le C
56, 3ppm et le proton 5,34ppm), additionnant a ceci 1’absence d’une tache de corrélation
entre les deux derniers protons diastéréotopiques (0y 3,92 et 3,48ppm) et le proton
(5,34ppm) sur le spectre COSY ainsi que le déblindage de 1’ensemble de ces protons
indiquent la présence d’un hétéroatome entre les deux carbones porteurs de ces protons qui
ne peut €tre qu’un atome d’oxygene ce qui permet de déduire la présence d’un cycle
pyrane.

D’autre part, les protons du groupement méthyléne a oy 1,79ppm (S¢ 37,0 ppm) montrent
une tache de corrélation sur le spectre COSY 'H-'H avec le proton a 8y 4,13ppm. Ces deux
protons (Ou 1,79ppm) montrent sur le spectre HMBC des taches de corrélation avec les
carbones a dc 27,6ppm (0y 2,35ppm); 47,5ppm (O 2,12ppm) ; 79,5ppm (dy 4,13 ppm) et
une dernié¢re tache avec le carbone quaternaire a d¢ 89,2ppm. Ce dernier carbone montre
une tache de corrélation avec le proton a oy 2,12ppm (8¢ 47,5ppm) du groupement

méthyne du cycle pyrane ce qui permet la création d’une deuxiéme fermeture.

L’ensemble de cette analyse et en se reportant aux données de la littérature permettent de

déduire qu’il s’agit d’un squelette iridoide typique du genre Cistanche [10] comme le montre la

figure ci-dessous (figure IV-35).
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Figure IV-35: squelette iridoide avec numérotation

Toujours sur le spectre HMBC (figure 1V-34), I'un des protons diastéréotopiques (oy 4,44
ppm) correlent avec les carbones a d¢ 47,5ppm (dy 2,12ppm); O¢ 102,2ppm (dy 5,34ppm) et le
carbone quaternaire a ¢ 89,2ppm permettant de déduire la présence d’un fragment époxyde
produit par une déshydratation entre les hydroxyles des carbones C-1 et le carbone a ¢ 71,3

ppm noté C-10 sur le squelette iridoide.

Un retour au spectre RMN 'H (figure IV-31) permet I’observation de deux autres signaux, le
premier sous forme d’un singulet d’intégration 2H a oy 2,56ppm corrélant sur le spectre HSQC
avec le carbone a oc 30,8ppm, le deuxieéme signal a &y 3,66ppm sous forme d’un singulet

d’intégration 3H indiquant ainsi la présence d’un groupement méthoxyle.

L’analyse du spectre HMBC (figure IV-34) montre, d’une part, deux taches de corrélation entre
les protons équivalents du groupement CH, a oy 2,56ppm et les deux signaux caractéristiques
de deux groupements carbonyle a d¢ 175ppm et 177,1ppm, ceci indique clairement que ce CH;
est limit¢ par les deux carbonyles, et d’autre part les protons du groupement méthoxyle
correlent avec le groupement carbonyle résonant a dc 175ppm. Ceci permet de déduire la

chaine latérale reportée dans la figure IV-36.

Figure IV-36: Chaine latérale faisant partie du composé F7_s.

Cette derniére chailne ne peut étre portée que par le carbone quaternaire C8 vu la valeur de son

déplacement chimique.
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Figure IV-33 : spectre COSY'H-"H du composé F7_;
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Cette analyse permet de proposer la structure plane présentée ci-dessous pour le composé F7..

H
H
© O
O 0] H
/\”/\”/ o
(0] (@]

Figure IV-37: Structure plane du composé F;._;

La stéréochime de cette structure a été¢ déterminé en se basant sur le spectre de ’expérience
NOESY Figure IV-38. En effet, ce spectre montre des corrélations NOE entre les paires de
protons suivantes : H-1 et H-5, ce dernier et le H-9, H-7 et H10p.

Figure I'V-38: Spectre NOESY du composé F7-3

L’ensemble de ces données spectroscopiques a permis d’identifier le composé¢ F7-3 comme
étant I’iridoide : Cistanin-8-methyl-malonate. Ce composé que nous avons nommé¢ violaceine

est décrit pour la premiére fois dans la littérature.

Figure IV-39 : Cistanine-8-methyl-malonate (violaceine)
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Toutes les données spectrales du composé F7_; sont rassemblées dans le tableau (VI-14).

Tableau VI-14: Déplacements chimiques des protons et carbones du composé F7;

Position | & 'H (J, Hz) 8 °C | DEPT | HMBC (H—~C)
1 534d(5,7) 102,2 | CH C-3;C-5
3 3,92.dt (13,5 ;2,4) 56,3 | CH,
3,48 ddd (11,4 :5,1;2,1) C-1;C-5
4 1,84 m 254 |CH, |C-3
1,41 m
5 2,35m 27,6 | CH
6 1,79 m 370 |CH, [C-5;C-7;C-8;C-9;C-10
7 4,13d1(9,3;5,4) 79,5 | CH C-8
3 - 89,2 |C
9 2,12dd (8,1;1,2) 47,5 | CH C-6;C-8;C-10
10 4,44 d(9,9) 713 |CH, [C-1;C-7;C9
3,38 d(9,9) C-7;C-8
E - 177,1 | C
2’ 2,56 s 30,8 |CH, |C-1";C-3'
3’ - 1750 | C
3°0OMe | 3,66s 52,0 |CH; |[C-3
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IV-3 -3- Le composé F;.;
Le composé Fi,.7 se présente sous forme huileuse d’une couleur verdatre. Apres révélation avec

le révélateur acide il apparait sous forme d’une tache de coloration rouge.

Le spectre RMN 'H (figure IV-40) de ce composé montre deux zones distinctes de signaux,
I’une renseigne sur la présence de protons aromatiques et I’autre indique la présence de

plusieurs entités osidiques.
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Figure IV-40 : Spectre H (CD; OD; 300MH?z) du composé Fi;_;
L’analyse simultanée des spectres RMN'H étalé (figure IV-40a et IV-40-b), COSY (figure IV-
41) et HSQC (figure IV- 42) montre :
e Un signal sous forme de doublet (J= 8,1Hz) d’intégration 1H a oy 6,68ppm correle sur le
spectre HSQC avec le carbone a ¢ 116,3ppm.
e Un signal sous forme de singulet large d’intégration 1H a dy 6,65ppm corréle sur le
spectre HSQC avec le carbone a ¢ 117,2ppm.
e Un signal sous forme d’un doublet large (J= 8,1Hz) d’intégration 1H a dy 6,52ppm
correle sur le spectre HSQC avec le carbone a 8¢ 121,3ppm.
Ces trois signaux permettent de déduire la présence d’un cycle aromatique trisubstitué en dans

les position 1, 3 et 4.
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e Un signal sous forme de triplet montrant un couplage vicinal (J= 6,3 Hz) a 6y 2,68 ppm
d’intégration 2H corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a 36,2ppm.

e Ce signal montre sur le spectre COSY deux taches de corrélations avec deux autres
signaux, le premier résonne a oy 3,61ppm alors que le deuxieme a oy 4,02ppm, ces
derniers correlent sur le spectre HSQC avec le méme carbone résonant a 71,9ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques des protons ainsi que celui de leur carbone indiquent

que ce groupement méthyléne est oxygéné.
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Figure IV-40-a : Spectre TH étalé (5,3-8,3ppm) du composé Fi;.;
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L’ensemble de cette premicre analyse montre la présence d’un cycle aromatique trisubstitué et
d’un groupement CH,-CH,-O-.
L’observation du spectre HMBC (figure IV-43) montre des taches de corrélation entre:

e Le proton H-2 du cycle aromatique (6 6,65ppm ; d¢ 117,2ppm) et trois carbones, le
premier attribuable a C-6 (d¢ 121,3ppm) déja identifié, le second est un carbone
quaternaire aromatique oxygéné résonnant a Oc 144,5ppm attribuable au C-4et le
troisieme carbone résonne a o¢ 131,6ppm ne peut €tre que le carbone C-1. Cette
déduction est confirmée par les corrélations observées entre ce dernier carbone et les
protons de la chaine éthane.

e Le proton H-5 (dy 6,68ppm) et le carbone C-1 (3¢ 131,6ppm) et un autre carbone résonant
a O¢ 145,9ppm correspondant au carbone C-3. La valeur de son déplacement chimique
indique qu’il est oxygéné.

e Le proton H-6 (8y 6,52ppm) et les carbones C-2 (6¢ 117,2ppm), C-4 (d¢ 144,5ppm) et le

carbone de la chaine éthane a 6¢ 36,2ppm noté C7.
Cette observation permet de lier le groupement CH,-CH,-O- au cycle aromatique trisubstitué¢ en
position 1 et donc déduire la présence de 1’unité phenylethyl disubstitué en 3 et 4 comme

aglycone dans ce composé (figure IV-44). Ceci oriente vers une structure de type

phenylethanoide.

Figure IV-44: Entité 1 se trouvant dans la structure du composé Fi;_;
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Une seconde analyse, similaire a la précédente, des spectres RMN 'H (figure IV-40), COSY
(figure IV-41) et HSQC (figure IV-42) montre :

e Un signal sous forme de doublet (J= 8,1Hz) caractéristique d’un couplage ortho
d’intégration 2H a oy 7,48ppm correle sur le spectre HSQC avec le carbone a ¢
131,6ppm.

e Un signal sous forme de doublet de méme constante de couplage (/= 8,1 Hz)
d’intégration 2H a oy 6,82ppm correle sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢
117,0ppm.

La valeur de la constante de couplage ainsi que celles des déplacements chimique des deux
signaux orientent vers la présence d’un noyau aromatique para substitué.

e Un signal sous forme de doublet (J= 15,9 Hz) d’intégration 1H a dy 7,70ppm correle sur
le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 148,13ppm.

e Ce proton donne une tache de corrélation sur le spectre COSY avec le signal a dy
6,36ppm qui apparait sur le spectre RMN proton, également sous forme de doublet (J=
15,9 Hz) d’intégration 1H (&¢ 114,30ppm déduite du spectre HSQC).

La grande valeur de la constante de couplage des deux protons indique qu’ils sont portés par

une double liaison de configuration trans.

L’¢étude du spectre HMBC (figure IV-43) permet de repérer les corrélations suivantes :

e Les deux protons aromatiques a oy 7,48ppm notés H-2"/H-6" et le carbone résonant a d¢
126,8ppm attribuable au carbone quaternaire aromatique C-1'.

e Les deux protons aromatiques a dy 6,82ppm notés H-3"/H-5" et deux signaux, le premier
correle avec un carbone quaternaire oxygéné résonnant a d¢ 161,5ppm correspondant au
carbone C-4', le second avec le carbone résonant a dc 148,1ppm correspondant au
carbone éthylénique.

e Le proton de ce dernier carbone (5¢ 148,13ppm) résonant a oy 7,70ppm montre une tache
de corrélation avec le carbone quaternaire a d¢c 168,1ppm qui ne peut €tre qu’un carbone
d’un carbonyle d’ester.

e Le deuxiéme proton de la double liaison résonnant a oy 6,36ppm (d¢ 114,3ppm) montre

une tache de corrélation avec le carbone C-1' (3¢ 126,8ppm).
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Ces constations permettent de relier d’une part, le cycle aromatique a la double liaison

¢thylénique et d’autre part la double liaison au groupement ester et de déduire la présence

d’un groupement para-coumarique dans la structure du composé Fj,.; comme reporté dans la

figure IV-45.

Figure IV-45: Entité 2 présente dans la structure du composé Fi;_;
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Figure IV-43-b: Spectre HMBC étalé du composé F12-7

Une ¢étude approfondie du spectre RMN 1H (figure IV-40) montre d’autres signaux se trouvant

dans la zone caractéristique des protons osidiques, en effet on observe sur ce spectre :

e Deux signaux d’intégration 1H chacun, le premier a 6y4,30ppm sous forme de doublet (J=

7,5 Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a d¢ 104,6ppm. Le deuxieéme signal

a oy 4,53ppm également, sous forme de doublet (J= 8,1 Hz) corrélant sur le spectre HSQC
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avec le carbone a d¢ 101,6ppm. Les valeurs de leurs déplacements chimiques orientent
vers la présence de deux entités osidiques confirméeaaaaaa par la présence d’un ensemble
de signaux dans la zone 3-5 ppm.
Ces signaux sont caractéristiques de deux protons anomériques appartenant a deux unités
osidiques qui peuvent €tre glucose et / ou galactose. Les valeurs des déplacements chimiques
orientent vers une jonction O-sucre alors que les valeurs des constantes de couplage indiquent
une configuration £ des liaisons osidiques.

e Le méme spectre montre un signal sous forme de doublet (J= 6,0 Hz) d’intégration 3H a
ou 0,99ppm corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a o¢ 17,8pmm typique du
groupement méthyle (CH3;) d’un rhamnose. Ceci permet de déduire la présence d’une
troisiéme entité osidique dans ce composé.

Les autres protons de trois entités osidique peuvent étre identifiés a I’aide des expériences
COSY 'H-'H (figure IV-41) et H2BC (figure IV-46) qui montrent des taches de corrélation
entre :

e Le proton anomérique a oy 4,53ppm noté H1" (8¢ 101,6ppm) et le proton résonant a oy
4,91ppm attribuable a H2" (6¢ 74,5ppm) (ce H2" est recouvert par le signal de 1’eau de
contamination du solvant), lui méme corrélant avec un proton résonant a oy 4,05ppm (d¢
80,3ppm) correspondant au proton H-3" (recouvert par d’autres signaux). Le proton H-3"
et un proton résonant sous forme de triplet a oy 5,18ppm (J = 9,3Hz) correspondant au
proton H-4" (3¢ 70,5ppm), ce dernier et le proton résonant a oy 3,83ppm (0¢c 74,5ppm)
attribuable au proton H-5" (recouvert par d’autres signaux). Le proton H-5" et un proton
résonant a oy 3,68 ppm correspondant au proton H-6"b lui méme corrélant avec un proton
résonant a oy 3,98ppm attribuable au proton H-6"a, ces deux derniers protons sont portés
par le carbone a d¢ 69,1ppm.

La multiplicité du signal correspondant au proton H-4" ainsi que la valeur de sa constante de
couplage indique des interactions axiales-axiales et permet de déduire que cette premicre entité

est un glucose.

De la méme maniére que précédemment, les valeurs des déplacements chimiques des protons
et de leurs carbones sont identifiés grace a I’étude des spectres COSY (figure IV-41-b) et H2BC
(figure IV-46), en effet on observe les taches de corrélation entre :
e Le proton anomérique a 4,30ppm (6¢ 104,6ppm) nommé H1"" et le proton résonant a oy
3,21ppm attribuable a H2"" (8¢ 75,0ppm), ce dernier avec un proton résonant a oy

3,32ppm correspondant au proton H-3"" (6¢ 77,8ppm). Ce proton H-3"" et le proton
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résonant a oy 3,30ppm attribuable a H4"" (8¢ 71,3ppm), ce dernier avec un proton
résonant a dy 3, 32 ppm correspondant au proton H-5"" (5¢ 77,8ppm). Le proton H-5"" et

nn

le proton résonant a 3,62 ppm attribuable a H6a"" (8¢ 62,5ppm), ce dernier avec un
proton résonant a 3, 79 ppm attribuable au proton H-6b"" (6¢ 62,5ppm). Cette entité est
identifiée comme étant un glucose a cause du déblindage du C-3"" (d¢ 77,8ppm).

e Les protons résonant a oy 0,99ppm du groupement méthyle noté H6"' et le proton
résonant a dy 3,85 ppm attribuable a H5"', ce dernier avec un proton résonant a oy 5,02
ppm correspondant au proton H-4"'. Ce proton et le proton résonant a oy 5,05 ppm
attribuable a H3"', lequel a son tour corre¢le avec proton résonant a oy 4,85 ppm
correspondant au proton H-2"'. Ce proton et le proton résonant a oy 4,92 ppm
correspondant au proton anomérique H1"'.

Vu la dissimulation des signaux des protons caractéristiques des entités osidiques et afin de

confirmer leur nature, une analyse par la technique GC/MS a été réalisé sur le composé apres

avoir subi une acétylation.
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Figure IV-41-b : Spectre COSY étalé du composé F;.;
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Le spectre proton (figure IV-40) montre encore une fois quatre signaux sous forme de singulet
d’intégration 3H chacun résonant a oy 1,79 ; 1,92 ; 1,95 et 2,10ppm et chacun correle sur le

spectre HSQC avec son carbone a 6¢ 20,4 ; 20,5; 21; 20,6ppm respectivement.

Toutefois, chacun de ces quatre groupements méthyles montre, sur le spectre HMBC (figure
IV-43-c), des taches de corrélation avec les carbonyles a 6¢ 171,7 ; 171,4; 171,7 ; 171,6ppm
respectivement. Donc ce composé renferme quatre groupements acétyles qui peuvent é&tre
attribués a leurs positions grace a I’analyse du spectre HMBC, effectivement on note les
corrélations entre les protons de chaque groupement acétyle et les carbones osidiques C2"’,
C3"™, C2", C4"" respectivement. Donc les quatre groupements acétyles sont liés aux deux

sucres en position 2", 2", 3" et 4",

CH; CHs CH; CHs
P YN

D s = N

Figure IV-42-c: Spectre HSQC étalé du composé F;._;
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Figure IV-43-c: Spectre HMBC étalé du composé Fi;.;

A ce niveau de notre analyse et vu I’absence d’autres signaux sur le spectre proton, les
substituants des deux cycles aromatiques ne peuvent étre que des groupements hydroxyles. A la
fin il ne reste qu’a établir le lien entre le groupement 3,4-dihydroxyphenylethanoide, le
groupement p-coumarique et les trois entités osidiques a 1’aide du spectre HMBC qui montre
les taches de corrélation suivantes entre:
e Les deux protons de la chaine éthane (6y H-8,, H-8) et le carbone C-1" ce qui permet de
déduire que le premier glucose est li¢ au groupement phenylethanoide par une liaison entre

le C-8 et le carbone anomérique C-1".
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e Le proton H-4" du premier glucose et le carbone du carbonyle a 6¢ 168,1ppm noté C-9’,
ceci permet de déduire que le premier glucose est li¢ a I’acide coumarique par une liaison
entre le C-9' et le C-4"".

e Le proton anomérique du rhamnose H-1"" et le C-3" ce qui permet de déduire que le
rhamnose est li¢ au premier glucose par une liaison entre le C-1"" et le C-3".

e Les protons H-6"a, H-6'"b du premier glucose et le carbone anomérique du deuxieme

glucose C-1"", ceci indique que le deuxieme glucose est 1i¢ au premier par une liaison

entre le C-1"" et le C-6".
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Figure IV-43-d: Spectre HMBC étalé du composé F;,.;
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L’ensemble de ces données spectrales permet de donner au composé Fi,; le nom: 2-(3,4-
dihydroxyphenyl) ethyl 2,3.4-tri-O-acetyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-[B-D-glucopyranosyl-
(1—6)]-(4-O-p-coumary1)-2-O-acetyl-f-D-glucopyranoside nommé E-Tubuloside D dont la
structure est présentée dans la figure IV-47. Ce type de composé est trés répandu dans les

especes du genre Cistanche [11].

HO
HO J
HO -_{/ I"\D . DH
"o \ e
OH,Co O _O~ 1S3 OH
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K ° L e
e e
o T
I o o o
O

Figure 1V- 47: E-Tubuloside D

Une analyse approfondie du spectre RMN 'H et une lecture attentive des valeurs d’intégration
d’un certain nombre de protons indiquent clairement que ce composé Fi,; est en fait un
mélange de deux phenylethanoides. En effet, les signaux qui montrent la présence d’un
deuxiéme compos¢é minoritaire appartiennent au groupement coumarique, reconnaissable par :
e Deux signaux sous forme de doublet (J= 8,7 Hz) a 6y 7,78 et 6,77ppm d’intégration 0,57
chacun caractéristique des protons H-3', H-5' et H-2', H-6" du cycle aromatique.
e Deux signaux sous forme de doublet (J= 12,6 Hz) a oy 6,95 et 5,78ppm caractéristiques
des protons H-7 et H-8 indiquant la présence d'une double liaison. La valeur de la
constante de couplage (J= 12,6 Hz) indique qu’il s’agit de 1’énantiomére Cis du premier

compose€.

Un calcul simple mené sur les valeurs d’intégrales permet de déduire qu’on est en présence
d’un mélange de deux énantioméres Trans et Cis avec les proportions 76,76% en faveur du
premier composé E-Tubuloside D. Ce composé, Z-Tubuloside D (figure 1V-48) est nouveau
malgré que les especes du genre Cistanche soient connues pour accumuler ce type de

composes.
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HO,

Figure IV- 48 : Z-Tubuloside D

Toutes les données spectrales sont rassemblées dans les tableaux IV-15 et IV-16.
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Tableau IV.15: Déplacements chimiques RMN 'H et *C du composé E-Tubuloside.D

Position 3 'H (ppm) 8 °C (ppm) | DEPT | HMBC(H—C)
1 - 131,6 C
2 6,64 d (1.8) 117,2 CH [C-1,C4,C6
3 - 145,9 C
4 - 144,5 C
5 6,67 d (8.1) 116,2 CH |[C-1,C3
6 6,52 dd (8.1. 121,3 CH |[C-2,C-4,C5C7
1.8)
7 2,70 £ (7.0) 36,2 CH, [C-1,C-5,C-6,C-8
8 4,02 (chev) 71,9 CH,
3,61 (chev)
I’ - 126,8 C
2’ 6,82 d (8.1) 117,0 CH |[C4
3’ 7,48 d (8.1) 131,6 CH |[C4,C8
4 - 161,5 C
5 7,484d (8.1) 131,6 CH [C4,C8
6 6,82d (8.1) 117,0 CH [c#
7’ 6,36 d (15.9) 114,3 CH |[C-1,C-8,C9
8’ 7,70 d (15.9) 148,1 CH |[C-1,C-5,C9
9’ - 168,1 CH
1°(Gle) 4,53d (8.1) 101,6 CH [cC4"
27 4,91 (chev) 74,5 CH |[C-1",C3"
37 4,05 (chev) 80,3 CH
4 5,1817(9.3) 70,5 CH |C-2",C-3",C-5",C-9"
5 3,83 (chev) 74,5 CH
6” 3,68 (chev) 69,1 CH,
3,98 (chev)
1’”’(Rha) [ 4,92 (chev) 99,6 CH |[C3”
2" 4,85 (chev) 71,8 CH [cC-1”
3" 5,05 (chev) 70,0 CH
4 5,02 71,2 CH
5" 3,85 (chev) 68,2 CH
6" 0,98 d (6.0) 17,8 CH,
1" (Gle) [ 4,30d(7.5) 104,6 CH [C-6"
2" 3,21 (chev) 75,0 CH
3" 3,32 (chev) 77,8 CH
4" 3,30 (chev) 71,3 CH
5 3,32 (chev) 77,8 CH
6" 3,62 (chev) 62,5 CH,
3,79 (chev)
2"-CH,CO [ 1,945 21,0 CH,
4"-CH,CO [2,10s 20,6 CH,
3"-CH,CO | 1,925 20,5 CH;
2""-CH5CO [ 1,70 20,4 CH;
2"-CH,CO | -- 171,7 C
4"-CH,CO | -- 171,6 C
3"-CH,CO | -- 171,4 C
2""-CH,CO | -- 171,7 C
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Tableau 1V.16: Déplacements chimiques RMN 'H et *C du composé Z-Tubuloside D

Position &'H 5 *C | DEPT | HMBC(H—C)
1 - 131,6 | C
2 6,64 d (1.8) 117,2 | CH C-1,C+4,C-6
3 - 1459 | C
4 - 1445 | C
5 6,67 d (8.1) 116,2 | CH C-1,C-3
6 6,52dd (8.1.1.8) | 121,3 | CH C-2,C+4,C-5,C-7
7 2,70 ¢ (7.0) 36,2 | CH, C-1,C-5,C-6,C-8
8 4,02 (chev) 71,9 | CH,
3,61 (chev)
1’ - 128,7 | C
2’ 6,77 d (8.7) 116,1 | CH C-4'
3’ 7,78 d (8.7) 134,8 | CH C-4', C-p
4 - 160,5 | C
5 7,78 d (8.7) 134,8 | CH C-4', C-p
6’ 6,77 d (8.7) 116,1 | CH C-4'
7 5,78 d (12.9) 115,1 | CH C-1', C-§, C'
8’ 6,95 d (12.9) 147,8 | CH C-1', C-5', Cy'
9 - 168,1 | CH
1”°(Glc) 4,53 d (8.1) 101,6 | CH C-4"
2 4,91(chev) 74,5 | CH C-1", C-3"
3” 4,05 (chev) 80,3 | CH
4 5,181¢(9.3) 70,5 | CH C-2", C-3", C-5", C"
5”7 3,83 (chev) 74,5 | CH
6” 3,68 (chev) 69,1 | CH,
3,98 (chev)
1’”’(Rha) | 4,92 (chev) 99,6 | CH C-3"
2" 4,85 (chev) 71,8 | CH C-1"
3" 5,05 (chev) 70,0 | CH
4> 5,02 71,2 | CH
5" 3,85 (chev) 68,2 | CH
6" 0,98 d (6.0) 17,8 | CH,
1" (Gle) [4,30d(7.5) 104,6 | CH C-6"
2" 3,21 (chev) 75,0 | CH
3" 3,32 (chev) 77,8 | CH
4" 3,30 (chev) 71,3 | CH
5 3,32 (chev) 77,8 | CH
6" 3,62 (chev) 62,5 | CH,
3,79 (chev)
2"-CH;CO | 1,94 s 21,0 | CH,
4"-CH5CO | 2,10s 20,6 | CH;
3"-CH;CO | 1,92 s 20,5 | CH;
2""-CH;CO | 1,70 s 20,4 | CH,
2"-CH;CO | -- 171,7 | C
4"-CH;CO | -- 171,6 | C
3""-CH;CO | -- 1714 | C
2"'-CH;CO | -- 171,7 | C
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1V-3 -4- Le composé F14.7.3

Le composé Fy4.7.3 se présente sous forme huileuse soluble dans le méthanol.

Le spectre RMN "°C (figure IV-49) de ce composé montre la présence de 15 atomes de

carbone, parmi lesquels, on repere facilement les méthynes osidiques dans la zone [60-80ppm].
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Figure IV-49: Spectre RMUN "C (CD;0D; 75MHz) du composé Fi4.7.3

Cette constatation est confirmée par I’étude simultanée des spectres RMN'H (Figure IV-50),
COSY 'H-'H (Figure IV-51) et HSQC (Figure IV-52) dont on peut facilement repérer les
signaux suivants :

e Un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet (/=9 Hz) a dy 4,78ppm correle sur le
spectre HSQC avec le carbone résonant a 6c 99,7ppm caractéristiques du proton et du
carbone anomériques d’un hexose. Les valeurs des déplacements chimiques indiquent une
jonction O-sucre et la valeur de la constante de couplage (J= 9 Hz) résultant de
I’interaction vicinale H-1'/H-2' est en faveur d’une configuration  osidique. Ce proton
montre sur le spectre RMN 2D homonucléaire (COSY 'H-'H) une tache de corrélation
avec un signal recouvert par le signal du solvant (CD;0D) a 6y 3,26ppm qui ne peut étre
que le H2' corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a 6c=74,8ppm.

e Sur le méme spectre, ce proton montre une tache de corrélation avec le proton H3" a oy
3,37ppm corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a ¢ 77,9ppm, ce proton

apparait sur le spectre RMN 'H sous forme d’un triplet (J= 8,4Hz). La multiplicité et la

158



valeur de la constante de couplage de ce proton indiquent des orientations axiales pour les
protons H-2', H-3" et H-4".

Ce proton (0 3,37ppm) montre, de son c6té, une tache de corrélation sur le spectre
COSY avec le signal a oy 3,29ppm, partiellement recouvert par le signal du solvant, ne
peut étre que le proton H4', celui-ci correle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant
adc 71, 7ppm.

Le proton H4’ montre une autre tache de corrélation sur le spectre COSY 'H-'H avec le
proton a oy 3,30ppm attribuable au proton H5’, également recouvert par le signal du
solvant et correle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a dc 78,6ppm.

Ce dernier proton montre une tache de corrélation avec le signal a 6y 3,64ppm (dd ;
J=11,7; 5,4 Hz) et corréle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a 6c 62,8ppm.
Ce méme carbone montre une autre tache de corrélation avec le proton a oy 3,90ppm, ce
dernier apparait sur le spectre RMN'H sous forme d’un doublet large (J=11,7 Hz). Tenant
compte des multiplicités de ces deux signaux ainsi que de leurs valeurs de déplacements
chimiques, Ces protons ne peuvent étre que H6'b et H-6'a respectivement. Toutes ces
constatations permettent de déduire la présence de 1’entité p-glucopyranoside dans la

molécule liée a la génine par une jonction O-sucre.
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Figure IV-50: Spectre 'H (CD;0D; 300MHz) du composé Fy47.3
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Figure IV-50-b: Spectre H étalé [2,85 ; 4,05ppm] du composé Fi4.73
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Figure IV-51: Spectre COSY du composé F4.7.3
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Figure IV-51-a: Spectre COSY étalé du composé Fy4.7.3
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Figure IV-52: Spectre HSQC du composé Fy4.7.3
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Figure IV-52-a: Spectre HSQC étalé du composé Fi4.7.3
Un retour aux spectres RMN 'H (figure IV-50), COSY 'H-'H (figure IV-51) et HSQC (figure
IV-52) et en faisant abstraction aux signaux du glucose, on peut facilement repérer des signaux
trés semblable aux signaux du composé précédent (composé F;3) renseignant ainsi sur la
présence d’un squelette iridoide [11] reconnaissable par : .

e Un signal sous forme de doublet (J=6,3Hz) a &y 6,30ppm d’intégration 1H caractéristique
du premier proton oléfinique H-3 (8¢ 141,1ppm). Un autre signal partiellement recouvert
par I’eau de contamination du solvant a oy 4,96 ppm attribuable au deuxiéme proton
oléfinique H-4 (8¢ 106,0ppm). Ces attributions sont confirmées par les taches de
corrélation qui apparaissent clairement sur le spectre COSY 'H-"H entre ces deux noyaux.

e Un signal sous forme de doublet (/= 8,7 Hz) a o6y 5,06 ppm d’intégration 1H
caractéristique du proton H-1 (8¢ 94,7ppm). Ce proton montre une tache de corrélation

sur le spectre COSY avec le proton résonnant a oy 2,42ppm (d¢ 42,6ppm) attribuable a H-
9.

e Deux signaux sous forme d’un doublet (J=12,6Hz) d’intégration 1H chacun, le premier a
oy 4,23 et le second a oy 3,81ppm attribuables aux protons HI10a et HI0b

respectivement corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢ 62,0ppm.
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e Un signal sous forme d’un singulet large a dy 3,46 ppm qui ne peut étre que le proton H-7
(d¢ 60,8ppm). Les valeurs des déplacements chimiques proton et carbone indiquent une
oxygénation de cette position.

e Un signal sous forme de doublet dédoublé (J=13,8 ; 7,2 Hz) a dy 1,47 d’intégration 1H
attribuable au proton H-6b, ce proton montre sur le spectre COSY deux taches de
corrélation, la premiere avec le proton résonant ady 2,27 apparait sur le spectre RMN
proton sous forme d’un doublet dédoublé (J=13,8 ; 7,2 Hz) qui ne peut étre que le H-6a,
ces deux protons correlent sur le spectre HSQC avec le méme carbone résonant ¢ 35,9
ppm, et le deuxiéme avec le proton a dy 2,42 apparait sur le spectre RMN proton sous
forme de doublet large (J=7,2Hz) attribuable au proton H-5, ce dernier proton montre sur

le spectre HSQC une tache de corrélation avec le carbone résonant a ¢ 32,3 ppm.
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Figure IV-50c: Spectre 'H étalé du composé Fy.7.3
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Figure VI-52b : Spectre HSQC étalé du composé Fi4.7.3

L’analyse du spectre HMBC de ce composé (figure IV-53) montre des taches de corrélation

entre:
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e Le proton H-1" du glucose et le carbone C-1 de la génine. Ceci permet de placer ’entité
osidique sur le squelette iridoide en position 1.

e Les deux protons du groupement —CH,-10 et les carbones C-7 (6¢ 60,8ppm), C-9
(0c 42,6ppm) et le carbone quaternaire résonant a ¢ 69,04ppm. La valeur de son
déplacement chimique indique qu’il est oxygéné et permet son attribution au carbone C-8.
Cette attribution est confirmée par la tache de corrélation entre le proton H-7
(0c 60,8ppm) et ce méme carbone quaternaire (6c 69,04ppm). La comparaison de ces
données avec les données de la littérature du catalpol et ses dérivés [REF] confirme la

présence de la fonction epoxide entre les carbones C-7 et C-8.
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Figure IV-53: Spectre HMBC du composé Fj4.7.3
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Tableau IV-17: Déplacements chimiques des protons et carbones du composé Fi4.7.3

étant le 6-Deoxycatalpol [11] (figure IV- 54).

Figure IV- 54 : 6-Deoxycatalpol

Toutes ces données permettent d’établir sans ambiguité la structure du composé Fi4.7.3 comme

L’ensemble des données spectroscopiques est rapporté dans le tableau IV-17

Position | §'H s 3¢ DEPT HMBC

1 5,06 d (8,7) 947 CH Cp;Co

3 6,30 d (6, 3) 141,08 CH Cy; Cy; Cs

4 4.96 ov 106 CH Cs; Co

5 2.42d(72) 323 CH |G,

6 1,47dd (13,8 ; 7,2) 35,9 CH, C7;Cg; Co
2.27dd (13.8 3 7.2) Cs

7 3,46 s 60,8 CH Cs; Cq

8 - 69,04 C

9 2,42.d (7,2) 42.6 CH Ci; Cg

10 3,81d (12.6) 62,0 CH, Cs; Co
423d (12.6) C,

1' 4,78 d (9) 99,7 CH Cy

2' 3,26 74,8 CH Cy.Cs

3 3,37 77,9 CH Cy

4 3,29 71,7 CH Csy

5 3,30 78,6 CH

6' 3,64 dd (11,7 ;5,4) 62,8 CH, Cs
3,90 dd (11,7 ; 5.4)
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1V-3-5-Le composé F 4.9,

Le composé Fj4.9., se présente sous forme huileuse soluble dans le méthanol.

Le spectre RMN 'H (figure VI-55) montre une forte similitude avec le spectre proton du
compos¢ Fj,7 indiquant ainsi la possibilité de présence d’un mélange de deux produits de

nature phenylethanoide.

L’analyse simultanée des spectres RMN 'H (figure VI-55), HSQC (figure VI-56) et COSY
(figure VI-57) montre :

e Un signal sous forme de doublet (J=8,1Hz) a dy 6,66ppm d’intégration 1H attribuable au
proton H-5, corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone résonant a 6¢ 116,04ppm. Ce
proton montre une tache de corrélation sur le spectre COSY avec le signal a 8y 6,51ppm,
celui-ci apparait sur le spectre RMN 'H sous forme de doublet de doublet (J=7,8 ;
1,5Hz)d’intégration 1H qui ne peut étre que le proton H-6. Ce dernier proton correle sur
le spectre HSQC avec son carbone résonant a d¢ 120,8ppm.

e Un signal sous forme de doublet (J/=1,5Hz) a dy 6,63ppm d’intégration 1H attribuable au
proton H-2 ce proton correle sur le spectre HSQC avec son carbone a d¢115,6ppm.

e Un signal sous forme de triplet (/=6,3Hz) a oy 2,69ppm d’intégration 2H corrélant sur le
spectre HSQC avec le carbone résonant a ¢ 35,1ppm. Les mémes protons montrent sur le
spectre COSY deux taches de corrélation, la premiere avec le signal a oy 3,63ppm
recouvert par le signal de solvant et le deuxiéme a oy 4,07ppm également recouvert par
d’autres signaux. Ces deux derniers signaux corrélent sur le spectre HSQC avec le méme
carbone résonant a d¢ 71,1ppm. Cette observation indique que ces deux signaux sont des
protons diastéréotopiques et les valeurs de leurs déplacements chimiques sont en faveur
d’une oxygénation en cette position d’ou la présence d’un groupement CH,-CH,-O dans
la molécule.

Ceci permet de déduire la présence d’un premier cycle aromatique trisubstitué en 1, 3 et 4 en
plus d’une chaine ethoxy. La jonction entre ces deux fragments ainsi que les déplacements
chimiques des carbones quaternaires du cycle aromatique peuvent étre déterminés a I’aide de
I’analyse du spectre HMBC (figure IV-58). En effet, ce spectre montre :

e Le proton H-2 et le carbone résonant a 6¢ 130,1ppm qui ne peut étre que le C-1.

e Le proton H-6 et le carbone résonant a 6¢ 142,6ppm attribuable au carbone C-4.

e Le proton H-5 et le carbone résonant a d¢ 143,8ppm attribuable au carbone C-3.
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e Le proton H-7 et le carbone C-1 (d¢ 130,1ppm). Cette corrélation permet de lier le

groupement CH,-CH,-O au cycle trisubstitu¢ indiquant ainsi la présence d’une unité

dihydroxyphenylethyl comme génine.
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Figure I'V-58a: Spectre HMBC étalé du composé F14-9-2

Un retour a 1’analyse des spectres RMN 'H (figure VI-55), HSQC (figure VI-56) et COSY
(figure VI-57) montre:
e Un signal sous forme de doublet (J/=7,8Hz) a dy 7,46ppm d’intégration 2H attribuable aux

protons H-3', H-5'corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a 6¢ 131,0ppm,
ces protons montrent une tache de corrélation sur le spectre COSY avec le signal a oy
6,8ppm qui apparait sur le spectre RMN 'H sous forme de doublet (J=7,5Hz)
d’intégration 2H €galement qui ne peuvent étre que les protons H-2', H-6". Ces derniers
protons correlent sur le spectre HSQC avec leur carbone résonant a 6¢ 116,3ppm, ce qui
permet de déduire la présence d’un cycle aromatique para substitué.

e Un signal sous forme de doublet (J= 16,2 Hz) a oy 7,66 ppm d’intégration 1H attribuable

au proton H-8' corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone a 6¢ 147,5 ppm. Ce proton
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donne une tache de corrélation sur le spectre COSY avec le signal a 6y 6,34ppm (d ;
J=16,0 Hz) d’intégration 1H attribuable au proton H-7', celui-ci corréle sur le spectre
HSQC avec son carbone a 6¢ 114,13ppm. Les valeurs du déplacement chimique et celle
de la constante de couplage permettent de déduire la présence d’une chaine éthylénique

de configuration trans.

Un retour a 1’étude du spectre HMBC (figure VI-58) de ce composé montre des taches de
corrélations entre:

e Les protons H-3', H-5' et deux carbones, le premier résonne a 6¢ 160,2ppm attribuable a
C-4' et le second résonne a d¢ 147,5 (C-8'").

e Les protons H-2', H-6' etle carbone résonant a dc 125,6ppm attribuable au carbone
quaternaire aromatique C-1'.

e (e dernier carbone (C-1") et le proton éthylénique H-7'. Cette derniére observation permet
de lier le cycle aromatique parasubstitu¢ avec la chaine éthylénique.

e Le proton éthylénique a oy 7,66 (H-8') et le carbone du carbonyle d’ester résonant a d¢
166,3ppm.

Ces données permettent de déduire la présence d’un groupement para-coumarique dans ce
compose€.

Une deuxiéme analyse simultanée des spectres RMN 'H (figure IV- 55), HSQC (figure IV- 56)
et COSY (figure IV- 57) permet de repérer I’existence de deux unités osidiques, effectivement
on observe :

e Un signal sous forme de doublet (J= 8,1Hz) d’intégration 1H a dy 4,53ppm corréle sur le
spectre HSQC avec le carbone résonant a 6¢ 99,96ppm attribuable au proton (H-1") et au
carbone (C-1") anomériques d’un hexose qui peut étre soit un f-glucose soit un f-
galactose vu la valeur de la constante de couplage. La valeur du déplacement chimique
indique une jonction O-sucre.

e Un signal sous forme de doublet (/= 6Hz) d’intégration 3H a oy 1,06ppm correle sur le
spectre HSQC avec le carbone résonant a d¢ 16,83ppm caractéristique du groupement
méthyle d’un rhamnose.

Les autres protons des deux entités osidique peuvent étre déterminés a 1’aide de 1’expérience

COSY (figure IV- 57c¢ et figure IV- 57d) qui montre des taches de corrélation entre :
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Le proton anomérique du premier sucre nommeé H-1" et le proton résonant a dy 4,89ppm
attribuable au proton H-2", le signal de ce proton sur le spectre RMN du proton est
recouvert par le signal du solvant.

Le proton H-2" et le proton résonant a dy 4,02ppm attribuable au proton H-3", le signal de
ce dernier sur le spectre proton se trouve chevauché avec d’autres signaux.

Le proton H-3" et le proton résonant a dy 4,99ppm attribuable au proton H-4", apparait
sur le spectre RMN proton sous forme de triplet (J= 8,4Hz). La multiplicit¢ de H-4" ainsi
que la valeur de la constante de couplage (J= 8,4Hz) indique que les protons H-3", H-4"
et H-5" admettent des interactions axiales-axiales. Cette constatation permet de déduire
qu’il s’agit d’un glucose.

Le proton H-4" et le proton résonant a oy 3,56ppm ne peut étre que le proton H-5", le
signal de ce proton sur le spectre RMN proton est recouvert par d’autres signaux.

Le proton H-5" et le proton résonant a oy 3,50ppm attribuable au proton H-6"b, le signal
de ce proton sur le spectre RMN proton est également recouvert par d’autres signaux. Le
proton H-6"b et le proton résonant a oy 3,62ppm attribuable au proton H-6"a, le signal de

ce proton sur le spectre proton est recouvert par d’autres signaux.

Le méme spectre COSY montre des taches de corrélation liant les protons de la deuxi¢me

entité osidique qui n’est autre que le rhamnose. En effet :

Les trois protons du méthyle noté H-6" (6y 1,06ppm) du rhamnose et le proton résonant a
ou 3,50ppm attribuable au proton H-5".

Le proton H-5" et le proton résonant a oy 3,24ppm attribuable au proton H-4".

Le proton H-4" et le proton résonant a 6y 3,54ppm ne peut étre que le proton H-3".

Le proton H-3" et le proton résonant a 6y 3,56ppm attribuable au proton H-2".

Le proton H-2" et le proton résonant a oy 4,85ppm ne peut étre que le proton anomérique

du rhamnose H-1" (recouvert par le signal du solvant).
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Figure VI-57d: Spectre COSY étalé du composé F14-9-2
Toujours sur le spectre RMN de proton (figure IV- 55) on observe :
e Un signal sous forme de singulet d’intégration 3H a oy 1,98ppm correle sur le spectre
HSQC (figure IV- 56) avec le carbone résonant a ¢ 19,5ppm, ce groupement méthyle
montre sur le spectre HMBC (figure IV- 58b) une tache de corrélation avec le carbone

résonant a ¢ 169,7ppm, celui-ci ne peut étre qu’un carbonyle d’ester vu la valeur de son
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déplacement chimique. Cette observation permet de déduire la présence d’un groupement
acétyle dans ce composé.
Vu I’absence d’autres signaux sur le spectre RMN'H, les substituants des deux cycles

aromatiques ne peuvent étre que des groupements hydroxyles comme déja mentionés.

Figure VI-58b: Spectre HMBC étalé du composé Fi4.9.»

L’analyse de I’ensemble des données spectroscopiques du composé Fj49,, montre que ce

dernier renferme quatre entités, a savoir un groupement 3,4-dihydroxyphenyethyl , un acide p-

coumarique et deux unités osidiques, un glucose et un rhamnose. L’étude du spectre HMBC

permet de les relier comme suit grace aux taches de corrélation :

Le H-8a (0y 4,07) du groupement phénylethanoide et le carbone anomérique C-1" du
glucose (d¢ 99,96ppm), cette corrélation permet de lier le groupement phénylethanoide au
glucose en position 1.

Le proton H-2" du glucose (g 4,89ppm) et le carbone de groupement acétyle (oy 169,7
ppm), ceci permet de déduire que le C-2" du glucose est acétylé.

Le proton H-3" du glucose (dy 4,02 ppm) et le carbone anomérique du rhamnose C-1" (5¢
102,1ppm). Cette observation permet de lier le rhamnose au glucose en position 1—3.

Le proton H-4" du glucose (g 4,99 ppm) et le carbone du carbonyle C-9’ (8¢ 166,3 ppm).

Cette observation permet de lier I’acide coumarique au glucose en position 4.
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Figure I'V-58¢: Spectre HMBC étalé du composé F14-9-2

La combinaison de [’ensemble de ces données spectrales méne a la structure
2-(3,4-dihydroxyphenyl)-ethyl-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-(4-O-p-coumary1)-2-O-acetyl-f-
D-glucopyranoside appelé aussi E-Tubuloside E [12].
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,, (@) 0] Y

IO
HO” ™ “OH

OH

HO

Figure IV-59: E-Tubuloside E

Une lecture attentive du spectre RMN 'H (Figure IV- 55) montre un dédoublement des signaux
notamment ceux de la zone osidique, mais la présence de I’isomére Cis du composé F49.5 est
confirmé par les signaux du groupement coumarique, effectivement on observe :
e Deux signaux sous forme de doublet (/=9 Hz) a oy 7,74 et 6,76ppm d’intégration 1,03
chacun caractéristique des protons H-3°, H-5’et H-2’, H-6’ d’un cycle aromatique

parasubstitué.
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e Deux signaux sous forme de doublet (J= 12,9 Hz) a oy 5,79 et 6,95ppm caractéristique
des protons H-7' et H-8'indiquant la présence d'une double liaison. La valeur de la
constante de couplage (J= 12,6 Hz) indique qu’il s’agit de 1’énantiomére Cis du premier

composé appelé Z-Tubuloside E [13].

Un calcul simple mené sur les valeurs d’intégrales permet de déduire qu’on est en présence
d’un mélange de deux énantioméres Trans et Cis avec les proportions 60,22% en faveur du

premier composé E-Tubuloside E.
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HO /\/©:

WC 0.0 OH
keos

u, O O l{
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OH
Figure IV-60: Z-Tubuloside E

L’ensemble des données spectroscopiques est rapporté dans les tableaux IV-18 et IV-19.
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Tableau IV-18: Déplacements chimiques des protons et carbones du E-Tubuloside E

Position 0H oC
1 / 130,1
2 6,63 d (1,5 Hz) 115,6
3 / 143,8
4 / 142,6
5 6,66 d (8,1 Hz) 116,0
6 6,51dd (7,8 ; 1,5 Hz) 120,8
7 2,69 ¢ (6,6Hz) 35,1
8 3,63 m 71,1
4,07m
I' / 125,6
2' 6,8 d (7,8 Hz) 116,3
3 7,46 d (7,8 Hz) 131,0
4 / 160,2
5 7,46 d (7,8 Hz) 131,0
6' 6,8 d (7,8 Hz) 116,3
7' 6,34 d (16,0 Hz) 114,1
8 7,66 d (16,2 Hz) 147,5
9 / 166,3
1" 4,53 100,96
2" 4,89 74,8
3" 4,02 80,4
4" 4,99 69,9
5" 3,56 74,7
6" 3,50 61,7
3,62

" 4,85 103,0
A 3,56 70,8
3" 3,54 70,4
4™ 3,24 71,9
5" 3,50 71,1
6" 1,06 16,83

2"-CH3CO 1,98 s 19,5

2"-CH3CO / 169,7
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Tableau IV-19: Déplacements chimiques des protons et carbones du Z-Tubuloside E

Position oH oC
1 / 130,1
2 6,63 d (1,5 Hz) 115,6
3 / 143,8
4 / 142,6
5 6,66 d (8,1 Hz) 116,0
6 6,51 dd (7,8 ;1,5 Hz) 120,8
7 2,69 t (6,6 Hz) 35,1
8 3,63 m 71,1

4,07m
1' / 125,7
2' 6,76 d (9 Hz) 114,5
3 7,74 d (9 Hz) 132,6
4 / 158,9
5 7,74 d (9 Hz) 132,6
6' 6,76 d (9 Hz) 114,5
7' 6,34 d (16,0 Hz) 114,3
8 7,66 d (16,2 Hz) 144,8
9 / 166,3
1" 4,53 100,96
2" 4,89 74,8
3" 4,02 80,4
4" 4,99 69,9
5" 3,56 74,7
6" 3,50 61,7
3,62
" 4,85 103,0
2™ 3,56 70,8
3" 3,54 70,4
4™ 3,24 71,9
5™ 3,50 71,1
6" 1,06 16,83
2"-CH3CO 1,98 19,5
2"-CH3CO / 169,7
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1V -3-6 activité anti-inflammatoire In vitro

Discussion des résultats

L'inflammation est considérée comme un mécanisme de défense physiologique primaire qui aide le
corps a se protéger contre les différents stimuli [14]. La dénaturation des protéines tissulaires est I'une
des causes bien documentées de maladies inflammatoires et arthritiques [15]. Les enzymes lysosomales
libérées au cours de I’inflammation produisent une variété de troubles [16]. L'activité extra-cellulaire

de ces enzymes est censée étre liée a une inflammation aigué ou chronique [17].

Comme le montre le tableau IV-20, l'effet de prévention de 1’extrait acétate d’éthyle de C.
violacea sur la membrane HRBC lysis induite par une solution hypotonique a augmenté avec
I’augmentation de la concentration. La capacité de cet extrait (59,51 + 0,86 a 75,52 + 0,46%)
pour protéger les membranes HRBC lysis a été clairement étendue de 400 a 1000ug/ml et était
nettement comparable au sodium-diclofénac (référence) laquelle était plus active (79,47 =+
0,74%) a la concentration de 200 pg/ml. L'inhibition de la dénaturation des protéines a été prise
comme une mesure de l'activité antiarthritique in vitro [18]. La production d'auto-antigene dans
certaines maladies arthritiques peut étre due a la dénaturation de la protéine [19]. Comme il
peut étre déduit du tableau 3, I’extrait acétate d’éthyle de C. violacea (62,05 + 5,39 a 68,09 +
1,62%) a eu une bonne inhibition de la dénaturation d'albumine a la concentration étendue de
400 a 600pg/ml. L’effet le plus éleve (80,91 £+ 1,32%) a été prouvé par le sodium-diclofénac a
la concentration 200ug/ml. L'effet anti-inflammatoire de 1’extrait acétate d’éthyle de C.
violacea a été clairement mis en évidence par les valeurs de IC50 présentées dans tableau 3, les
valeurs IC50 pour l'inhibition des deux membranes HRBC lysis et la dénaturation des protéines
prouvées par cet extrait étaient 240,49 + 16,3 pg/ ml, 206,12 + 23,48ug/ ml, respectivement par
comparaison avec le diclofénac sodique qui était de 42,91 + 2,19ug/ml et 42,77 + 0,78ug/ml

respectivement.

180



Tableau I'V- 20: Effet de I’extrait acétate d’éthyle de C. violaceae sur la dénaturation des protéines

et la membrane HRBC lysis (% d'inhibition)

membrane HRBC lysis (inhibition%) dénaturation Anti-protéine (%)
Concentration inhibition sodium-Diclofenac Concentration inhibition sodium-Diclofenac
(ng/mL) EtOAc extract inhibition (ng/mL) EtOAc extract inhibition
50 32.4+1.66 49.66=1.18 50 31.75+2.1 50.99+0.60
100 37.4+1.44 75.39+0.80 100 39.62+1.41 73.06+1.55
200 47.61+0.92 79.47+0.74 200 45.87+1.65 80.91+£1.32
400 50.32+1.55 400 52.41+£1.45
600 59.51+0.86 600 62.05+5.39
1000 5.52+0.46 1000 68.09+1.62
ICsp 240.49+16.30** | 42.91+2.19** IC50 206.12+23.49%* | 42.7740.79**

Chaque valeur est la moyenne + écart-type (n = 3), * p <0,005, ** p <0,01 (test t de Student) par rapport

au controle correspondant

L'activité anti-inflammatoire de l'extrait acétate d’éthyle de Cistanche violacea dans cette
investigation peut étre due a 1’'un ou la combinaison de plusieurs constituants chimiques,
comme mentionnés ci-dessus, incluant deux iridoides, quatre phenylethanoide glycosides et un
flavonoide (apigénine). Il a été rapporté que ces classes de composés possedent diverses
activités pharmacologiques y compris 1’activité anti-inflammatoire [20-21]. Les études
antérieures ont rapporté que les iridoides ainsi que les phenyethanoides glycosides sont doués
d’une forte activité anti-inflammatoire [22]. Parmi les flavonoides, I’apigénine a également été

bien documenté pour son activité anti-inflammatoire [23-24].

En conclusion, l'activité anti-inflammatoire de I'extrait acétate d’éthyle de C.violacea qui a été
probablement médité par l'inhibition de 1’activité arthritique et la libération lysosomique peut
étre influencée par l'action synergique des iridoides, des phenylethanoides glycosides et de
I’apigénine. Ces effets pourraient étre extrapolés dans la limitation des réponses inflammatoires
et suggérant que ’extrait acétate d’éthyle de C. violacea servirait comme source pour la

découverte de nouveaux agents anti-inflammatoires.
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1V-4 Conclusion

» L’investigation chimique effectuée sur I’extrait n- butanol de I’espéce Astragalus gombo
(Fabaceae), a permis d’isoler quatre composés de type kaempférol et 1’élucidation des
structures de 3 d’entre eux par utilisation des différentes méthodes spectroscopiques (RMN
1D, 2D et UV), il s'agit de
e Kaempférol 3-O-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6- O-(3- hydroxy-3-methylglutaryl)-D-

galactopyranoside.
e 7-methylkaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-B-galactopyranoside.
e kaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-4’-O-B-galactopyranosyl ou
kaempférol 3-O-B-galactopyranosyl-4’-O-a-rhamnopyranosyl.

» De la méme maniére, I’investigation chimique effectuée sur I’extrait n- butanol de I’espéce
Genista cinerea ssp. ramosissima (Fabaceae), a conduit a 1’isolement de trois flavonoides et
I’¢lucidation de deux entre eux par I’utilisation des différentes méthodes spectroscopiques
(RMN H' et UV) les deux produits sont identifiés comme suit:

e [sorhamnétine 3-O-B-galactopyranoside
e Quercétine 3-O-robinobioside.

» Le test de l'activité antioxydant (test au DPPH) sur les extraits AcOEt et n-butanol de
I’espéce G. cinerea ssp. ramosissima montre que l'extrait n-BuOH présente l'effet le plus
puissant vis-a-vis du radical libre DPPH comparativement au BHA utilis¢ comme standard.

» Dr’autre part, I’investigation chimique effectuée sur I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce
Cistanche violacea (Orobanchaceae), a permis d’isoler 10 produits et 1’¢lucidation de sept
d’entre eux en utilisant des différentes méthodes spectroscopiques (RMN 1D, 2D et UV).
Les composés identifiés appartiennent a trois classes de métabolites secondaires, les
iridoides et les phenylethanoides qui sont treés présents dans ce genre et les flavonoides qui
n’ont jamais ¢été isolés a partir de ce genre.

Les composés se repartissent comme suit :

e C(Cistanin [-8-methyl-malonate (nouveau produit)
e 6- Deoxy Catalpol (nouveau pour I’espece)

e Apigénine (nouveau pour le genre)

e Z-tubuloside D (nouveau produit)

e E-tubuloside D (nouveau pour I’espéce)

e Z-tubuloside E (nouveau pour I’espece)

e E-tubuloside E (nouveau pour I’espece)
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Les résultats de 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait acétate d’éthyle montrent que ce
dernier posséde une activité anti-inflammatoire trés importante en utilisant deux méthodes (la
méthode de stabilisation de la membrane HRBC et la méthode de dénaturation de 1’albumine)
ces résultats montrent que cet extrait peut €tre utilis€ comme source pour la découverte de
nouveaux agents anti-inflammatoire. Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication

internationale.
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Conclusion

Generale



A T’issue de la présente recherche qui représente une contribution a 1’é¢tude phytochimique de
trois plantes endémiques de la flore algérienne : Astragalus gombo (Fabaceae), Genista cinerea

ssp. ramosissima (Fabaceae) et Cistanche violacea (Orobonchaceae).

L’objectif était, d’une part atteindre des structures nouvelles pour ces représentants de la flore

algérienne et d’autre part évaluer I’importance de cette dernicre.

La mise en place de technique chromatographiques classiques de fractionnement des extraits
des parties aériennes d’Astragalus gombo a conduit a I’isolement de quatre composés. En
faisant appel aux différents méthodes modernes d’analyse spectroscopiques, particulierement
les techniques de RMN (‘H, °C, COSY, HMQC et HMBC), et par comparaison avec les
donnés de la littérature, nous avons pu identifier les structures de trois composé€s comme suit :

e Kaempférol 3-O-rhamnopyranosyl-(1—2)-[6- O-(3- hydroxy-3-methylglutaryl)-D-

galactopyranoside
e 7-methylkaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-B-galactopyranoside
e kaempférol 3-O-a-rhamnopyranosyl-4’-O-B-galactopyranosyl ou

kaempférol 3-O-B-galactopyranosyl-4’-O-a-rhamnopyranosyl

De la méme maniére, le traitement de 1’extrait n-butanol des parties aériennes de 1’espece G.
cinerea ssp. ramosissima a conduit a I’isolement de trois composés, nous avons pu identifier les
structures de deux composés comme suit :

e [sorhamnétine 3-O-B-galactopyranoside

e Quercétine 3-O-robinobioside
Le test de l'activité antioxydant (test au DPPH) sur les extraits AcOEt et n-butanol de 1’espéce
G. cinerea ssp. ramosissima montre que l'extrait n-BuOH présentait l'effet le plus puissant vis-

a-vis du radical libre DPPH comparativement au BHT utilis€ comme standard.

Alors que I’étude phytochimique des extraits Acétate d’éthyle et n-butanol de I’espece C.
violacea a permis I’isolement de quinze composés, nous avons pu identifier la structure de sept
composés comme suit :

¢ Cistanin I-8-methyl-malonate (nouveau produit) que nous avons nommé¢ violaceine

e 6- Deoxy Catalpol (nouveau pour I’espece)

e Apigénine (nouveau pour le genre)
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e Z-tubuloside D (nouveau produit)

e E-tubuloside D (nouveau pour I’espéce)

e Z-tubuloside E (nouveau pour I’espéce)

e E-tubuloside E (nouveau pour I’espéce)
Les résultats de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait acétate d’éthyle en utilisant deux
méthodes (la méthode de stabilisation de la membrane HRBC et la méthode de dénaturation de
I’albumine) montrent que cet extrait peut étre utilis€ comme source pour la découverte de
nouveaux agents anti-inflammatoires. Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication

internationale.
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Abstract

This work is devoted to the phytochemical and biological study of three species endemic to
Algeria. It concerning Astragalus gombo and Genista cinerea ssp. ramosissima, both belong to
the Fabaceae family and the third species is Cistanche violacea from the Orobanchaceae
family.

The phytochemical investigation of n-butanol extracts from the aerial parts of 4. gombo and
Genista cinerea ssp. ramosissima allowed the isolation of 8 products and the structural
identification of 5 of them. All the identified products present a kaempferol or quercetin
skeleton which is glucosided in 3. While, the phytochemical investigation of ethyl acetate and
n-butanol extracts of C. violacea allowed the isolation of 15 products and identification of 7
from the EtOAc among which two are new (one iridoid and one phenylethanoid glycoside) and
five others reported for the first time in the Cistanche genus. The structural elucidation of the
isolated compounds was carried out by combining the various spectroscopic methods (UV, 1D
& 2D NMR) as well as by comparing the results with the literature data.

Quantification of the total polyphenols and total flavonoids of the EtOAc and n-BuOH extracts
of G. cinerea ssp. ramosissima was performed by colorimetric methods. This step showed a
content of polyphenols and flavonoids more important in the n-BuOH extract. The antioxidant
activity of the EtOAc and n-BuOH extracts was evaluated by the free radical scavenging
method (DPPH). The n-BuOH extract exhibited the strongest effect with respect to the DPPH
free radical comparing to BHT used as standard.

The EtOAc extract of C. violacea was estimated for its anti-inflammatory activity by using two
methods (HRBC membrane stabilization method and Albumin denaturation inhibition). The
results showed that this extract can be used as source of new anti-inflammatory agents.

Keywords: Astragalus gombo, Genista cinerea ssp. ramosissima, Fabaceae, Cistanche
violacea, Orobanchaceae, flavonoid glycosides, Iridoids, Phenylethanoide Glycosides,

antioxidant Activity, anti-inflammatory Activity.
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Reéesume

Ce travail est consacré a I’étude phytochimique et biologique de trois espéces endémiques a
I’Algérie, 1l s’agit de Astragalus gombo et Genista cinerea ssp. ramosissima, toutes deux
appartiennent a la famille Fabaceae et la troisiéme espéce Cistanche violaceae de la famille
Orobanchaceae.

L’investigation phytochimique de I’extrait n-butanol des parties aériennes de [’espece A.
gombo et de I’extrait n-butanol des parties aériennes de l'espéce G. cinerea ssp. ramosissima a
permis I’isolement 7 produits et 1’¢lucidation des structures de 5 d’entre eux. Tous les produits
présentent un squelette de type kaempférol ou quercétine glycosylé en 3. Alors que
I’investigation phytochimique des extraits acétate d’éthyle et n-butanol des parties aériennes de
I’espece C. violacea a permis 1’isolement de quinze produits et 1’identification de 7 produits
issus de D’extrait acétate d’ éthyle dont deux nouveaux (un iridoide eu un phenylethanoide) et
cinq autres rapportés pour la premicre fois dans le genre. L’¢lucidation structurale des
composés 1isolés a été réalisée grace a la combinaison des différentes méthodes
spectroscopiques (UV, RMN 1D & 2D) ainsi que par la comparaison des résultats avec les
données de la littérature.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits AcOEt et n-
BuOH de G. cinerea ssp. ramosissima a ¢été réalisée par les méthodes colorimétriques. Cette
¢tape a montré un contenu en polyphénols et en flavonoides plus important dans 1’extrait n-
butanol. L’activité antioxydant de ces mémes extraits a été évaluée par la méthode du piégeage
du radical libre DPPH. Les résultats montrent que I'extrait n-BuOH présentait 1'effet le plus
puissant vis-a-vis du radical libre DPPH comparativement au BHT utilis¢ comme standard.

L’extrait acétate d’éthyle de 1’espece C. violacea a été évalué¢ pour son activité anti-
inflammatoire en utilisant deux méthodes (la méthode de stabilisation de la membrane HRBC
et la méthode de dénaturation de I’albumine). Les résultats ont montré que cet extrait peut étre
utilisé comme source pour la découverte de nouveaux agents anti-inflammatoires.

Mots clés : Astragalus gombo, Genista cinerea ssp. ramosissima, Fabaceae, Cistanche
violacea, Orobanchaceae, flavonoides glycosides, Iridoides, Phenylethanoide Glycosides,

Activité antioxydant, Activité anti-inflammatoire.



