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La recherche de nouvelles molécules naturelles d’intérét thérapeutique et le développement
de nouvelles méthodologies de synthese de molécules actives, constituent a juste titre deux
axes majeurs de la recherche en chimie organique. Ainsi, I’industrie pharmaceutique moderne
s’inspire largement de métabolites secondaires végétaux, pour la recherche de principes actifs
nouveaux. Le taxol, la morphine et la vinblastine pour ne citer que ces composés, sont des

exemples révélateurs.

Dans cette perspective, notre laboratoire d’obtention des substances thérapeutiques a
entrepris un programme de recherche destiné a la valorisation de la flore algérienne, par la
découverte des principes actifs originaux qui ont toujours pris une part importante dans la
découverte de médicaments majeurs (Newman & Cragg 2007). En effet, de nombreuses
sources naturelles (champignons, micro-organismes, organismes marins) sont a 1’origine de
nouveaux principes actifs "chef de file", mais les plantes sont historiquement les plus utilisées
: on estime que parmi les 303 000 especes de plantes terrestres connues (Dupont et al., 2012),
a peine 1% d’entre elles ont fait I’objet d’études pharmacologiques. Il reste donc

potentiellement de nombreux principes actifs a découvrir.

La flore algérienne compte pres de 3139 especes naturelles et pres de 5128 especes
exotiques introduites représentées surtout par des especes ornementales [1], plus de 900
d’entre elles sont rares, trés rares ou endémiques, dont certaines n’ont pratiquement jamais
fait ’objet d’études phytochimiques poussées et encore moins d’études pharmacologiques,
comme c’est le cas de I’espece Pentzia monodiana que nous avons abordée dans cette étude.
Parmi les familles botaniques les mieux représentées en Algérie, on distingue les Asteraceae
avec plus de 400 especes. La flore du Sahara central est estimée a 480 especes de plantes
vasculaires, plus de la moitié d’entre elles sont rencontrées dans le massif du Hoggar (Ozenda

1991), dont une trentaine sont des plantes aromatiques.

Notre travail vise principalement a valoriser une bioressource originale de I’extréme sud
algérien en démontrant le potentiel thérapeutique de deux especes de plantes aromatiques

sahariennes Cotula anthemoides L et Pentzia monodiana Maire

Le présent travail consiste a effectuer :

X/

< L’extraction, I’isolement et I’identification des métabolites secondaires
des deux plantes Cotula anthemoides et Pentzia monodiana de la famille des

Asteraceae

<> Les activités biologiques des extraits de ces deux especes.
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<> L’activité antioxydante et antityrosinase des métabolites secondaires

obtenus
Le manuscrit comprend trois parties :

» La premiere a été consacrée a des généralités et données bibliographiques,
comportant une présentation botanique et phytochimique de la famille des Asteraceae,

des genres Cotula et Pentzia et des especes Cotula anthemoides et Pentzia monodiana.

» La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans nos travaux
d’extraction, d’isolement et de purification des métabolites secondaires de 1’espece
Cotula anthemoides et Pentzia monodiana, puis les tests biologiques effectués sur les

deux especes.

» La troisieme partie comprend les résultats et discussion : ’identification des
métabolites 1solés des deux plante Cotula anthemoides et Pentzia monodiana ainsi que
I’étude des activités antioxydante et anticholinestérase des extraits des plantes étudiées

puis D’activité antioxydante et antityrosinase des produits purs isolés.
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PARTIE I

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I

Apercu bibliographique sur les
Asteraceae



L. 1. Généralités sur les Asteraceae
I. 1.1. Introduction

Asteraceae vient du mot « Aster » du grec qui signifie étoile, en relation avec la forme de
la fleur. La famille des Asteraceae est la plus large famille de plantes dicotylédones qui
comprend pres de 24 000 especes réparties en 1700 genres (Kadereit & Jeffrey 2007). En
Algérie, cette famille compte environ 109 genres et plus de 408 especes (Quezel & Santa

1963).

Les Asteraceae ont une distribution mondiale, étant trouvée partout sauf en Antarctique.
Elles sont surtout nombreuses aux régions tropicales et subtropicales semi-arides, a la
Toundra alpine et arctique et aux régions tempérées. Elles sont, en revanche, peu présentes
dans la forét tropicale. Ce sont presque toujours des plantes herbacées avec souvent des

racines charnues : thizomateuses, tubéreuses ou pivotantes (Crete 1965).

I. 1.2. Description botanique

Cette famille présente des caracteres morphologiques divers : herbes annuelles ou
vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et quelques fois,
plantes charnues (Bonnier 1934). Généralement, se sont des plantes herbacées a

feuilles isolées (Crete 1965).

Les Asteraceae ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en capitules
c’est-a-dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules, placées sur 1’extrémité d’un
rameau ou d’une tige ou entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelée un involucre (Barkely et al., 2006) .

La fleur des Asteraceae est tres particuliere: les étamines sont soudées par leurs antheres
déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situées des "brosses a pollen". Ceci est
adapté a un mode de pollinisation «a piston». La croissance rapide du style permet un
brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le stigmate a traversé le tube formé par les
antheres, les stigmates se déplient et exposent leur face gluante au pollen. Il faut considérer

qu'a ce moment-la, du nectar est sécrété.

Cette famille est trés homogene au niveau de ses inflorescences tres caractéristiques: le
capitule. Ce dernier est formé uniquement de fleurs tubulées (artichaut), ligulées
(pissenlit) ou de fleurons périphériques ligulés entourant un disque de fleurons
tubulés (marguerite) sous-tendu par un involucre de bractées disposées sur un a

plusieurs rangs (figure 1.1) [2]. Les bractées peuvent étre herbacées, scarieuses ou



épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si elles sont présentes, peuvent prendre la

forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Le capitule est entouré a la base

généralement par 1 a 6 séries de bractées dont 1'ensemble forme 1'involucre.

Fleurs
tubuleuses

Fleurs
ligulées

Taraxacum officina

Figure 1.1: Types de fleurs des Asteraceae [2]
Les feuilles sont souvent alternes, et parfois en face, ou verticillées. Elles peuvent étre
simples, mais sont souvent profondément lobées ou incisées. Les marges peuvent €tre

entieres ou dentées.

Les fruits sont des akeénes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus qui

favorise la dispersion des graines par le vent (figure 1.2) [3]

pappus

Figure 1.2: Le fruit de Taraxacum campylodes (Asteraceae) |3]
Les racines des Asteraceae sont pivotantes et quelquefois fibreuses alors que les tiges
sont généralement droites, mais tombent quelque fois au fait de s'élever. Quelques especes
ont des tiges souterraines dans la forme de caudices ou de rhizomes, ceux-ci peuvent étre

charnus ou boisés selon les especes.



I. 1.3. Répartition géographique des Asteraceae

Les Asteraceae ont une distribution mondiale, étant trouvée partout sauf en Antarctique. Ils
sont surtout nombreux dans les régions tropicales et subtropicales. L'Amérique du Sud
compte le plus grand nombre d'especes d'Asteraceae avec 6316 suivies par 1'Asie (6016 spp.),
I'Amérique du Nord (5404 spp.), I'Afrique (4631 spp.), I'Europe (2283 spp.), I'Océanie (1444
spp.), et la région Pacifique de I’Islande (174 spp.) (Figure 1.3).

Figure 1.3: Cartes de répartition mondiale et la richesse en especes d'Asteraceae (Panero &

Crozier 2016 ; [4]).

I. 1.4. Position systématique de la famille des Asteraceae APG IV (Angiosperm Phylogeny
Group)

Selon la classification phylogénétique III, les Asteraceae peuvent €tre subdivisées en cinq
sous-familles: Barnadésioidées, Mutisioidées, Carduoidées, Cichorioidées et Astéroidées
(Asteroideae) cette derniere qui appelée également Radiées et regroupent plus de 60% des
especes d’Asteraceae, qui ne possedent pas de laticiferes et qui partagent toutes le caractere
"radié" de leur capitule. Celui-ci, comporte au centre des fleurs tubulées jaunes et a la
périphérie des fleurs a ligules tridentées blanches ou jaunes. Elle comporte aussi des especes
ayant perdu secondairement leurs fleurs ligulées (Dupont et al. 2012), et d’apres le NCBI
(National Center for Biotechnology Information), vingt tribus constituent cette sous-famille :
Anthemideae, Astereae, Athroismeae, Bahieae, Calenduleae, Chaenactideae, Coreopsideae,
Doroniceae, Eupatorieae, Gnaphalieae, Helenieae, Heliantheae, Inuleae, Madieae,

Neurolaeneae, Perityleae, Plucheeae, Polymnieae, Senecioneae et Tageteae |5).
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Figure 1.4: Position des Asteraceae par rapport a la classe des Angiospermes (Chase et al.,

2016 ; Cole et al., 2018).

Paracryphiales
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I. 1.5. Composition chimique des Asteraceae

La biosynthese des métabolites secondaires des especes de cette famille capables de les
prémunir efficacement contre les prédateurs semble s’orienter de plus en plus vers les lactones
sesquiterpéniques (Seaman 1982 ; Hristozov et al., 2007 ; Staneva et al., 2008), les diterpenes
(Safer et al., 2011), les trierpenes (Calabria et al., 2008) et les dérivés polyacétyléniques
(Christensen 1992 ; Christensen & Lam 1991). Pratiquement, les alcaloides pyrrolizidiniques
qui sont seulement synthétisés chez quelques especes d’Asteraceae comme Eupatorium
cannabinum, Senecio jacobaea, Senecio vulgaris et Tussilago farfara (Bruneton 2009).
L’autre caractéristique phytochimique de cette grande famille botanique est son aptitude a
élaborer plus de 800 flavonoides différents, regardés par certains auteurs comme des
marqueurs chimiotaxonomiques pertinents dans la classification des especes au sein des
Asteraceae (Emerenciano et al., 2001 ; Bohm & Stuessy 2001 ; Williams et al., 2001), comme

les lactones sesquiterpéniques (Hristozov et al., 2007 ; Staneva et al., 2008).

I. 1.6. Utilisation économique et thérapeutique des Asteraceae

Cette large famille possede des vertus thérapeutiques et économiques importantes :

» Un intérét économique important, elle fournit des plantes alimentaires: telle
que la laitue qui est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de l'artichaut,
de I'endive, du salsifis, de la chicorée, de l'estragon et du tournesol (Brighenti

2007 ; Adolphi et al., 2009).

» Une utilisation ornementale, telle que la marguerite, le dahlia, le zinnia, le

cosmos, le chrysantheme et I'aster (Pavelaa et al., 2010 ; Rugutt et al., 1999)

» Utilisées en pharmacie comme 1’Arnica (Arnica montana L.), la camomille

(Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de chat (Antenaria



Djioca Gartn), le tussilage (Tussilago farfara L.) (Alaniz et al., 2010 ;
Chenuet 2007)

Certains, comme le genre Pyrethrum, fournissent un insecticide, d'autres (genre
Artemisia) sont utilisés comme plantes médicinales et dans la fabrication de

liqueurs comme l'absinthe ou le génépi (Gaussen & Leroy 1982).

I. 2. Apercu bibliographique sur le genre Cotula

La flore algérienne comprend plus de 400 especes d’Asteraceae groupées en 109 genres
(Quézel & Santa 1962 ; Baba aissa 1999). Sur les 95 especes d’Asteraceae sahariennes, 46
sont présentes au Sahara central et une vingtaine d’espeéces ont été signalées au Hoggar
(Ozenda 1991). Parmi les plantes médicinales les plus fréquentes de cette famille, nous avons
observé et collecté des échantillons de deux especes Cotula anthemoides L. et Pentzia

monodiana Maire.

L. 2.1. Présentation du genre Cotula

Cotula c’est le plus large genre de la tribu des Anthemideae et ’'un des genres les plus
évolués de la famille des Asteraceae. Il comprend environ 80 especes (Heywood et al., 1977),
parmi ces especes trois sont représentées dans la flore algérienne: C. cinerea Del., C.

coronopifolia L et C. anthemoides L (Dendougui et al., 2012 ; Tadrent et al., 2014a, b).

I. 2.2. Description Botanique

Herbes poilues annuelles ou vivaces a croissance lente, parfumées, avec des feuilles
alternées, parfois opposées ou rosulées. Involucre bi-sérié, phyllaries subégal, marge scarieuse
Capitule petit a médiocre, pédonculé, hétérogames ou homogames, disciforme ou discoide,
rarement rayonnant, terminal solitaire. Réceptacle plat a conique. Fleurs externes ou rayons
femelles, fertiles, uni- a multi-sérié€s, plus nombreuse que les fleurons discoides, sans ou avec
une corolle courte, a 2-4 dents, conique. Disc-fleurons bisexués, peu pédicellés, fertiles ou
stériles, avec un tube jaune a 4 dents. Antheres obtus, entiers, ovés-appendiculaires. Branches
de style obtuses ou tronquées, incluses. Les fruits stipulent, dorsalement comprimées, ailées

ou marginées, Akenes souvent ailés, glabres, a 1-4 nervures et chauves (L.loyd 1972 ; [6]).

I. 2.3. Répartition géographique
Les especes du genre Cotula sont trouvées en Nouvelle Zélande, en Afrique du Sud et

certaines sont également étendues a 1'Australie, 1'Asie, 'Amérique du Sud, I'Afrique du Nord



et la Nouvelle-Guinée (Van Royen & Lloyd 1975) et seulement trois especes sont rapportées

au Pakistan (Shabbir & Mujahid 2017).

¥ cult/Act/intro
#® Donnéesafrtrop

[ Présent dans le pays
¢ Herbier sud africain

3 Projet du nord Afric

Figure 1.5 : Répartition géographique du genre Cotula dans le nord Africain [7]

I. 2.4. Les métabolites isolés du genre Cotula

Une étude chimique réalisée sur la partie aérienne de C.cinerea L., qui pousse en Egypte, a

permis d’identifier les composées suivants : kaempferitine (1), quercétrine (2), quercétine (3),
et kaempferol (4) (Mahran et al., 1976).
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L’espece égyptienne C. cinerea (L.) a également fait 1'objet d'une autre investigation
chimique qui a abouti a I’isolement de la lutéoline (5), et ses derivées : lutéoline-7-O-4-D-
glucoside (6) et lutéoline 6-hydroxy-7-O-f-D-glucoside (7), lutéoline 7-O-f-D-diglucoside
(8), ainsi que l'apigénine-7-O-a-L-rhamnoside (9), Ces structures, avec 1’isoschaftoside (10),
sont les principaux constituants flavoniques de cette espece en plus des dérivés de la
quercétine : 3-O-f-D-glucoside (11), 3-O-f-D-galactoside (12), et 7-O-f-D-glucoside (13).
(Ahmed et al., 1987).

R, R, R; Ri Rs
Q) H H H H OH
6) H H Glc H OH
@) H OH Glc H OH
8) H H Glc-Gle H OH
9 H H RHa H H
10) H Ara H Glc H
(11) O-Glc H H H OH
(12) O-Gal H H H OH
13) OH H Glc H OH

Une étude phytochimique des parties aériennes de Cotula cinerea poussant en Algerie
(Dendougui et al., 2012) a conduit a I’identification d’un germacranolide : la,60-
dihydroxygermacra-4E,97,11(13)-trien-12,8a-olide (14) et 17 flavonoides: chrysospenol-D
(15), chrysosplenetine (16), oxyayanine-B (17), axillarine (18), 3-methylquercétine (19),
pedaletine (20), Isokaempferid (21), apigénine (22), lutéoline (5), 6-hydroxylutéoline (23), 3-
glucosylisorhamnetine (24), 3-methyl-7-glucosylquercétine (25), 7-O-a-D-glucosylapigénine
(26), 7-O-p-D-glucosyllutéoline  (6), 7-O-f-D-glucosylquercétine (13), 7-O-a-D-
glucosylaxillarine (27), 7-O-f-D-diglucosyl lutéoline (28).




R R, R, R, Rs
(15) CH; OCH; OCH; OH OH
(1) CH; OCH; OCH; OCH; OH

4 (17 CH, OH OCH, OH OCH,

. (18 H OCH; OCH; OH OH

@9y H H OCH, OH OH

(20) CH, OH H OH OH

RO 0 Q1) H H OCH, H OH
22 H H H H OH

23 H OH H OH OH

R; Ry 24 H H OGlc OCH; OH
Lol (2s) Gle H OCH; OH OH
(26) Glc H H H OH

(27) Glc OCH; OCH; OH OH

(%) diGle H H OH OH

Deux alcaloides : Cotuzine A (29) et B (30) et un dérivé phénolique (2-(2’-hydroxy-5’-
methoxyphenyl) propane-1,3-diol)) (corimen) (31) ont été isolés de 1’espece Cotula
coronopifolia (Mahjoub et al., 2012).

Ol OH OH
0
OH
0 ot HO G
(29) : R=H
(30) : R=CH; OCH;

Une étude de la plante Cotula hispida a permis d’isoler un nouveau isoflavonoide : 34-

Isovaleryloxycostunolide (32) (Bohlmann & Zdero 1979).

OCH,

H5CO

(32)

D’autres études effectuées sur Cotula cinerea a partir des parties aeriennes a permis
d’isoler cinq sesquiterpenes dont 4 germacranolide et un guaianolide (Metwally et al., 1986) :
Deacetyl tulipinolide-14,10a-epoxide (33); 13-Acetoxy-8-a-hydroxy-7,11-dehydro-11,13-
dihydroanhydro-verlotorin  (34) ; 8a,13-diacetyloxy-7,11-dehydro-11,13-dihydroanhydro-

10



velotorin (35) ; 8a,13-diacetoxy-1a-hydroxygermacro-4E, 7(11), 9Z-trien-6a, 12-olide (36) ;
6-epi-1,10-dehydro-10,14-dihydrochrysostamolide acétate (37).
0]

(34) : R=H
(35 : R=Ac

IO

AcO
0 37)

D’autres sesquiterpenes lactones ont été détectés dans 1’espece Cotula cinerea parmi eux
deux eudesmanolides, cinq guaianolides et sept glaucolides, trois d'entre eux avec un squelette
eudesmane et quatre avec un squelette germacrane : Reynosin acetate (38); 6a-angeloyloxy-
15,4a-dihydroxyeudesm-11(13)-en-8a,12-olide  (39); 6a-hydroxyguaia-1(10),4(15),11(13)-
trien-8a,12-olide (40); 6a-acetoxy-1p-hydroxyguaia-4(15),10(14),11(13)-trien-8a,12-olide
(41); 6a-acetoxy-1p-hydroxyperoxyguaia-4(15),10(14),11(13)-trien-8a,12-olide (42); 6a-
acetoxy-1la-hydroxyguaia-4(15),10(14),11(13)-trien-8a,12-olide (43); 6a-acetoxy-10p-
hydroxyguaia-1, 4(15), 11 (13)-trien-8a,12-olide (44); 13-acetoxy-94-hydroxy-14,100-
epoxygermacra-4,7(11)-dien-6a,12-olide 45); 8a,13-diacetoxy-1a-hydroxygermacra-
4,7(11),10(14)-trien-6a, 12-olide (46) ; 8a,13-diacetoxy-14-hydroxygermacra-4,7(11),10(14)-
trien-6a,12-olide (47) ; 8a,13-dihydroxy-1-oxo-germacra-4,7(11), 10 (14)-trien-6a,12-olide
(48); 13-acetoxy-1p,8a-dihydroxyeudesma-4(15),7(13)-dien-6a,12-olide ~ (49);  8a,13-
diacetoxy-1p-hydroxyeudesma 4(15), 7(13)-dien-6a,12-olide (50); 13-acetoxy-1p,8a-
dihydroxyeudesma-3,7(13)-dien-6a,12-olide (51); seco-thujene (52) (Jakupovic et al., 1988).
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COOH

QO \\‘\\\‘“- .- e, ""‘?,r /
(52)

Soerensen et col. (Soerensen et al., 1968) ont étudié sept especes du genre Cotula de
I’Australie. Deux composées acétyléniques ont été isolés de C. bipinnata comportant un
pentadeca-2,8,10,14-tetraene-4,6-diyne (53) alors que 2-cis-heptadeca-2,8,10-triene-4,6-diyn-
1-ol (54) a été isolé de C. plumosa. L’étude de I’espece C. filicula a permis d’isoler les
composés méthyl-4-isopentenoxycinnamate (55) et le 3,5-dimethoxy-1-a-propenylphenyl-4-

isovalerate (56).

H.:)JC_CHQ C EC (,.Hj
7 \N_/
H,C=CH HC=—CH HC==CH
(53)
Hy,C—{CH,), \C=cC \),) CH,OH
(Hc :CH) HC=—=CH

2 (34)

0O HyCO

L’étude des chémotypes d'huiles essentielles de genre Cotula a montré que le
santolinatriene, le thujone et le camphre sont principalement communs dans la composition
des huiles essentielles de ce genre (Fournier et al., 1989 ; Tadrent et al., 2014a.b ;El Bouzidi

etal., 2011).
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L. 2.5. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Cotula

Les plantes du genre Cotula sont largement utilisées en médecine populaire, telle que
Cotula cinerea, connue sous le nom «Al gartoufa», qui est utilisée en médecine traditionnelle
marocaine comme anti-inflammatoire, antalgique, antiseptique et pour le traitement du
systeme digestif (Bellakhdar 1997). En plus, elles sont indiquées pour les coliques, les

diarrhées, la toux et le refroidissement bronchopulmonaire (Ould El Hadj et al., 2003).

1.2.6. Activités biologiques reconnues du genre Cotula
Le genre Cotula a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence des

activités variées.

L’étude des extraits ainsi que le principe actif isolé « 6-méthoxy-1-benzofuran-4-ol » de la
plante aquatique Cotula coronopifolia L présentent des effets antibactériennes et
antifongiques (Liouane et al., 2012). Une étude biologique in vitro sur I’huile essentielle de la

méme plante a montré une activité antioxydante et antifongique (Kether et al., 2012).

Le comportement anticorrosif des parties aériennes de C. cinerea a été évalué par la
méthode de polarisation potentiodynamique. Les résultats ont révélé que la plante pourrait
servir d'inhibiteurs efficaces avec un pourcentage d’inhibition de (95%). (Dakmouche et al.,

2012 ; Benmenine et al., 2011).

Des études biologiques ont été effectuées sur les extraits de la plante Cotula cinerea (L.)
poussant en Maroc. Les résultats on révélé que L’extrait hydro-alcoolique est tres actif contre
Bulinus truncatus (Redwane et al., 1998). La méme espece a été testée contre les larves de
moustiques Anopheles labranchiae présentant une activité larvicide élevée avec les valeurs de
LCsp (24h) allant de 28 a 325 ppm (Markouk et al., 2000). Une autre étude a montré que cette
espece possede des effets antipyritiques (Larhsini et al., 2002). Markouk et ses collaborateurs
en 1999 ont mis en évidence 1’effet antiprotozoaire significatif des extraits éther éthylique,
acétate d'éthyle et n-butanol de C. cinerea L. contre deux especes de Trichomonas:
Trichomonas intestinalis et Trichomonas vaginalis (Markouk et al., 1999a). L’effet

analgésique était significatif pour l'extrait éther éthylique, seulement (Markouk et al., 1999b).

L’huile essentielle de C. cinerea présente plusieurs activités biologiques antibactérienne et

antifongique (Boussoula et al., 2016 ; EI Bouzidi et al., 2011).

Une étude récente a évalué la toxicité aigiie et I’activité analgésique des extraits et de
I'huile essentielle de cotula cinerea récoltée en Maroc. L'extrait n-butanol a montré une

diminution significative de la douleur pour les deux tests : Tail-flick (14.69 sec) et Hot plate
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(25.56 sec) produisant la réduction la plus élevée par rapport a la morphine (12.58 sec; 24.13
sec) respectivement. En plus, tous les extraits de Cotula cinerea administrés par voie orale
possedent un effet analgésique chez les animaux traités. Donc, Les extraits et l'huile
essentielle de cette espece pourraient étre suggérés comme un médicament pour le traitement

de la douleur (Guaouguaou et al., 2017).

I.3. Apercu bibliographique sur I’espece Cotula anthemoides L.
I. 3.1. Présentation de I’espéce Cotula anthemoides L.
Nos travaux phytochimiques concernent 1’espece Cotula anthemoides L, c’est une plante

également connue sous le nom vernaculaire: Babunaj, son synonyme Nananthae tassiliensis

Batt (Ozenda 1958).

I. 3.2. Description botanique de I’espece Cotula anthemoides L.

Plante herbacée annuelle, droite jusqu'a 30 cm. Feuilles alternes, pinnatisectes a 2 pinnatis
avec des lobes dentés, lancéolées dans leur contour, base semi-amplexicaule. Capitules soit
hetérogames radiés, soit homogames et parfois dioiques ou polygames-dioiques, porté sur un
pédoncule court, de 0.6-1.3 cm de long. Réceptacle variable mais le plus souvent nu. Antheres
obtuses a la base, non caudiculées. Fleurs hermaphrodites a style a branches aplaties ou
planes-convexes, sans couronne terminale de poils mais plus ou moins poilues sur la face
externes. Stigmates en deux lignes marginales non confluentes au sommet au dela duquel les
branches se prolongent en appendice. Akeénes a aigrette nulle ou variable. Sa floraison est en

mars-juillet. La plante est aromatique et ressemble a Anthemis cotula [8].

L. 3.3. Répartition géographique de I’espece Cotula anthemoides L.

L’espece Cotula anthemoides L. est tres rencontrée dans tout le Sahara, elle pousse dans
les ergs et les sols peu ensablés, c’est une espece saharo-arabique, plus fréquente au Sahara
septentrional et Sahara central. Elle est aussi connue dans les régions Sud comme la carte sur

la figure 1.6 montre la répartition de cette espece dans les pays du nord d’Afrique [7].
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Figure 1.6 : Répartition géographique de I’espece Cotula anthemoides dans 1’ Afrique du
Nord [7]

I. 3.4. Classification systématique de 1’espéce Cotula anthemoides L.

La Taxonomie*(Oberprieler et al., 2007) du Cotula anthemoides L. dans la classification

systématique comme suit :

Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Cotulinae
Genre Cotula
Espéce Cotula anthemoides L

* Selon NCBI
I. 3.5. Travaux antérieurs de I’espece Cotula anthemoides L

Une recherche bibliographique a montré que 1’espece C. anthemoides a été tres peu étudiée
chimiquement. Une étude phytochimique réalisé par Yadava et Barsainya sur les graines, a
abouti a la mise en évidence d’un isoflavone glycoside: 5-hydroxy-6,3',4'-
trimethoxyisoflavone 7-O-f-D-glucopyranosyl(1—6)-a-L-rhamnopyranoside (57) (Yadava &
Barsainya 1998a) et un flavone : 5,7-dihydroxy-6,8-dimethyl-3-methoxyflavone 7-O-f-D-
galactopyranosyl-(1—2)-a-L-rhamnopyranoside (58) (Yadava & Barsainya 1998b).
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OCH,
H;CO

OH 0
OCH;4 OH 0
(57) R : e-L-Rha (1-*6)-4-D-Glu (58) R : f-D-Gal (1—2)- a-L-Rha

Une autre étude phytochimique récente de la plante C. anthemoides, effectuée par Showkat
(Showkat 2012), a abouti a I’identification de 5 composés : a-Pinene (59), coumarin (60), 6-
methoxy-2-oxo0-2H-chromene-8-carboxylic acid methyl ester (61), I’acide Ursolique (62), et
I’acide Gibberliue (63).

(59) (60) (61)

L’investigation biologique de la plante C. anthemoides a révélé que I’huile essentielle a un
potentiel antibactérien sur les bactéries Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et

Proteus mirabilis (Tadrent et al., 2014a).

I. 3.6. Utilisation de I’espece Cotula anthemoides L. en médecine traditionnelle

En ce qui concerne son utilisation en médecine traditionnelle, les racines sont prises au
Lesotho pour les coliques (Bentham 1867 ; Guillarmod 1971). En Afrique du Sud, il s'agit

d'un remede contre le rhume de cerveau. Elle a été largement utilisées dans 1I'épidémie de
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grippe mondiale de 1919 et parfois les feuilles sont écrasées et enflammées dans le nez
(Greger & Hofer, 1985). Elle est aussi utilisée sous forme d’une pate pour l'inflammation
résultant de fractures, et infusion contre les troubles pulmonaires et gastriques, elle est

principalement cultivée a des fins ornementales (Guillarmod 1971).

I.4. Apercu bibliographique sur Le genre Pentzia
1.4.1. Généralités sur le genre Pentzia

Pentzia est le principal genre de la sous-tribu des Pentziinae et a une prédominance sud-
africaine. La plupart des especes de ce genre sont des plantes fourrageres importantes dans les

zones arides, en particulier pour les moutons (Parsons 2012).

1.4.2. Description botanique du genre Pentzia

Plantes herbacées a rameaux blanchatres portant des feuilles vertes. Les capitules sont
isolés a I’extrémité de rameaux gréles. Le réceptacle du capitule est bombé, en hémisphere ou
bien en cone. Fleur non ligulées a la périphérie, de couleur blanche ou jaune. Akeéne n’ayant
pas d’aigrette formée d’une touffe d’écailles membraneuses blanches ou roses (Magee et al.,
2015).

1.4.3. Répartition géographique du genre Pentzia
Le genre Pentzia comprend environ 27 especes de sous arbrisseaux aromatiques pour la

plupart localisées en Afrique australe (Magee & Tilney 2012) alors que quatre autres especes
sont signalées ailleurs, telles que Pentzia arabica au sud du Yémen, P. somalensis en Somalie
(Thulin 2001), P. hesperidum au Maroc (Maire 1936), P. monodiana en Algérie et au Tchad

dans les plus hautes montagnes du Sahara central (Maire 1929) (figure 1.5).
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Figure 1.7 : Carte de répartition des especes du genre Pentzia en Afrique australe [7]
1.4.4. Métabolites isolés du genre Pentzia

Les dérivés acétyléniques sont des métabolites tres fréquents chez le genre Pentzia ; au
point de constituer de véritables marqueurs chimiotaxonomiques (Christensen 1992). Comme
chez la plupart des Asteraceae, les especes du genre Pentzia synthétisent des flavonoides tels
que l’artémétine (64), la chrysosplénétine (65) et I’ériodictyol (66) (Zdero & Bohlmann
1990).

OCH,
o
(64) OCH,
OH
H,CO 0
HyCO 0
H,CO OCH
3 2 H,CO o
om0 on o (69
OH
OH
HO O W
(66)
OH 0
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De nombreuses lactones sesquiterpéniques ont été identifiées par Bohlmann & Zdero,
appartenant notamment aux groupes des glaucolides, des fulvénoguaianolides, des
guaianolides et des germacranolides. Nous indiquerons en particulier 1’artécanine (67), la
mésatlantine E (68) (Bohlmann & Zdero 1972), la canine (69), du penziafulvénolide (70)
(Zdero & Bohlmann 1990).

JH

6] O

(68) (69)

sl ()

(70)

O

D’autres sesquiterpenes lactones, détectés par Bohlmann & Zdero (Bohlmann & Zdero
1978), sont comme suit : Les composées (71) et (72-75) sont obtenues a partir des racines et
la partie aérienne de P. tenelle DC. alors que les racines de P. cooperi HARV produisent
(76), (77), (78) et (79). Ainsi, les parties aériennes de P. annua DC synthetisent seulement
(77) et ceux de P. incana O. Kuntz donnent (73).

/ \
HC—CH
Y X H;C—ICEC C=—=Ct—H
H3C—[CEC‘|—CH HC=—=CH, 3 |H Hjs
3

(.,1) ("'2) frans, trans
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£ » H
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(78) : R=H (79) : R=OH

L. 4.5. Les Activités biologiques du genre Pentzia

Les études pharmacologiques concernant le genre Pentzia sont tres rares. Une certaine
activité antiparasitaire a ét€ décelée chez divers extraits de Pentzia globosa, cette derniere est
une espece rencontrée en Afrique du Sud (Hata 2014).

Pour évaluer et prévoir la digestibilité et la valeur énergétique des plantes du genre
Pentzia. Botha a effectué une étude sur les moutons et a montré que la digestibilité des
glucides de P. sphaerocephala variait de modérément élevée a extrémement (Botha 1938a),
en plus, la valeur nutritive de la plante P. incana est supérieure a celle du lucerne coupé au

stade pré-floraison (Botha 1938b).
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L.5. Apercu bibliographique sur I’espece Pentzia monodiana Maire
L.5.1. Présentation de I’espece Pentzia monodiana Maire

Ce genre a été dédié a ’herboriste suédois Hendrik Christian Pentz (1738-1803) par Carl
Peter Thunburg (1743-1828) et Maire a nommé l'espece en référence a Théodore Monod
(Boukhalfa 2017) et vu le nombre restreint sur le plan national et international de travaux
phytochimiques, pharmacologiques et botaniques effectués. En effet, cet échantillon de plante
est endémique des hautes montagnes du Sahara sepstentriale. Se situant au-dela de 2000 m
jusqu’aux plus hauts sommets, cet étage se caractérise par une baisse relative de ’aridité du
fait de la fraicheur de ces altitudes, ce qui se traduit par un couvert végétal permanent et assez

dense ou prédominent.

I. 5.2. Description botanique de I’espece Pentzia monodiana Maire

Cette espece est endémique du Sahara, elle est présente dans les oueds pierreux (Hoggar,
Tassili des Ajjer Tibesti. C’est une herbe de 20 a 35 cm, a tiges trés rameuses et un peu
ligneuses a la base, donnant des rameaux dressés blanchétres velus, ciliés et couverts de poils
appliqués comme sur les feuilles, celles-ci sessiles, auriculées a la base, de taille moyenne
profondément divisées, capitules petits, 5-8 mm, isolés au sommet des rameaux, a fleurs

toutes tubuleuses jaunes d'or ou un brunatres (Ozenda 2004).

1-Poil tecteur « en navette » a pied court et a branches droites
lancéolées.

e 2-Fragment de style et de stigmate avec nombreuses papilles

3-Débris de poil tecteur a coté d’ un fragment de parois de
I’ovaire avec cellules 4 mucilage.

4-Fragment d’épiderme formé de cellules a paroi sinueuse
portant un poil glandulaire.

: pi}}j‘ ;

Figure 1.8 : Eléments microscopique présents dans les parties aériennes de Pentzia
monodiana Maire (Dali Yahia 2017).
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I. 5.3. Position systématique de I’espece Pentzia monodiana Maire
Cette espece est connue sous le nom vernaculaire Tihatit (Tamahek) et aussi Gaada dans
la région d'El Oued (Bouallala et al., 2014). Selon (Quezel & Santa 1963 ; Dupont &

Guignard 2007), la classification du Pentzia monodiana Maire est comme suite :

Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Pentziinae
Genre Pentzia
Espece Pentzia monodiana Maire

I. 5.4. Répartition géographique de I’espéce Pentzia monodiana Maire

Cette espece Endémique des massifs volcaniques (Figure 1.9) du Sahara central (Tibesti,
Hoggar). Rencontrée dans les pentes granitiques, les ravins pierreux et le long des oueds, a
partir de 2000 metres d'altitude. En Algérie, elle est protégée par décret D.E. n° 12-03 du 4
janvier 2012 fixant la liste des especes végétales non cultivées protégées rares (journal officiel

de la république algérienne N°03 18 janvier 2012.p12).
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Figure 1.9 : Carte de répartition de 1’espece Pentzia monodiana Maire en Afrique australe [7]
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I. 5.5. Utilisation de I’espece Pentzia monodiana Maire en médecine traditionnelle
Bien qu'apparemment non toxique, cette plante aromatique n’a fait I'objet d'aucun intérét
thérapeutique et ne figure pas dans la pharmacopée traditionnelle. C'est une plante fourragere

recherchée par les bergers lors de la transhumance.

I. 5.6. Travaux antérieurs de I’espece Pentzia monodiana Maire
Selon une investigation phytochimique et biologique récente, 1’extrait aqueux des parties
aériennes de Pentzia monodiana présenterait un pouvoir antioxydant modéré en corrélation

avec la présence de flavonoides (Chaib et al., 2015).

D’apres 1’étude de Boukhalfa, le rendement de 1’huile essentielle des parties aériennes de
Pentzia monodiana est faible, celle-ci est majoritairement constituée de monoterpenes

oxygénés (36.4 %) et de sesquiterpenes (37.4%) (Boukhalta 2017).

Une étude phytochimique récente sur la plante P. monodiana poussant en Algérie a
confirmé I’identité de ces composés : 56-H seco-tanapartholide (80), seco-tanapartholide A
(81), seco-tanapartholide B (82), iso-seco-tanapartholide(83), artecanin (84), ketopelenolide
B(85). 3'-O-methyleupatorin (86) artemetin (87), cirsilineol (88) et chrysosplenetin (89) et
évaluer que deux méthoxyflavones, la 3’-O-méthyleupatorine et I’artémétine ont montré une

affinité accrue pour ’heme (Ortiz et al., 2017).

(80) : R=B-H (81):R=a-H
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CHAPITRE 11

Apercu bibliographique sur les
lignanes



I1. 1. Présentation des lignanes

Le terme lignane a été introduit par Haworth (Haworth 1936) qui désigne les composés
dimeres de phénylpropanoides dont le squelette résulte d’une dimérisation oxydante de deux
unités de phénylpropanes (C¢C3) en C-8 des chaines latérales propényles, et implique la
formation de la liaison C8 —C8'. Alors que Le terme neolignane qui est introduit par Gottlieb
(Gottlieb 1972), est employé pour définir tous les autres types de liaisons. Lorsqu’il n’y a pas
de liaison directe C—C entre les unités de phénylpropanes mais liés par un atome d’oxygene
d’éther. 11 existe aussi d’autres types de lignanes tels que les sesquinéolignanes (ayant trois

unités de C¢Cs et les dinéolignanes.

Ces métabolites constituent une classe importante au sein du regne végétal en raison de
leurs activités biologiques (MacRae & Towers 1984 ; Ayres & Loike 1990) et leurs propriétés
physicochimiques (Lewis 1999). Leur distribution botanique est large dans la mesure ou ils
existent dans environ 70 familles (Bruneton 1999) et pres de 308 especes différentes (Ayres &
Loike 1990). Chez les gymnospermes, ils sont surtout rencontrés dans le bois alors que chez

les angiospermes, ils sont localisés dans tous les tissus (Bruneton 1999).
I1. 2. Diversité structurale des lignanes

Huit groupes structuraux fondamentaux sont distingués, les plus simples sont les composés
a squelette dibenzylbutane (liaison 8-8'). Leur éventuelle cyclisation peut conduire a d’autres

types de lignanes (Umezawa 1990). (Figure 1.10).

lignanes dibenzylbutanes lignanes monofuraniques lignanes monofuraniques
(8-0-8") (9-0-9") (9-0-7)
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lignanes monofuraniques
(7-0-7"
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L

lignanes dibenzocycloctanes

lignanes furanofuraniques

Figure 1.10: différents groupes structuraux fondamentaux des lignanes
I1. 3. Activités pharmacologiques des lignanes

IL. 3.1.Activité cytotoxique

Les lignanes présentent des propriétés biologiques intéressantes. Ils agissent comme des
agents anticancéreux. des études ont montré que tous les aliments végétaux riches en lignanes,
peuvent diminuer le risque de cancer de la prostate, cancer du sein (Pelucchi et al., 2004). Ils
jouent aussi comme des agents de protection contre toutes les maladies liées aux troubles

oestrogéniques tels que I’ostéoporose (Booth et al., 2004).

28



IL. 3.2. Activité antioxydante

Ce sont des agents antioxydants spéciaux et ont des effets bénéfiques sur la santé. Une
étude a montré que les lignanes possedant des oxygenes secondaires, disposent un grand
pouvoir antioxydant (Yamauchi et al., 2007). D’autres travaux ont montré que 1’activité
antioxydante augmente quand les lignanes présentent sur le noyau aromatique des

groupements donneurs d’électrons (Eklund et al., 2005).

II. 3.3. Activité anti-inflammatoire

De nombreux travaux ont été faits sur le pouvoir anti inflammatoire des lignanes parmi eux
I’investigation menée sur 1’extrait acétate d’éthyles des racines de Tripterygium wilfordii
Hook F. (Celastraceae) (Ma et al., 2007). Des travaux ont montré 1’activité anti inflammatoire
des lignanes suivants : phyltetraline, nirtetraline et niranthine, isolés de Phyllanthus amarus

(Kassuya et al., 2006).

Les lignanes présentent aussi des activités analgésiques (Borsato et al., 2000 ; Kiipeli et al.,
2003 ; da Silva et al., 2005), antiparasitaires contre les parasites du genre Leishmania (Barata
et al., 2000 ; da Silva Filho et al., 2008) et le genre Trypanosoma (Felippe et al., 2008; da
Silva et al., 2008) En plus, ils agissent contre le lupus, le diabete et diminuent les taux élevés

de cholestérol (Raffaelli et al., 2002).

I1.4. Role des lignanes chez les plantes

les lignanes pourraient étre des molécules de défense protégeant la plante contre les
herbivores et les pathogenes (Gang et al., 1999). Dans ce contexte, il y a des travaux qui
étudient les propriétés insecticides (Gao et al., 2004 ; Kozawa et al., 1982 ; Harmatha &
Nawrot 1984), antifongique (Belmares et al., 1979 : Gang et al., 1999), antibactérienne et
antivirale (Markkanen et al., 1981 ; McRae & Towers 1984).

Les lignanes possedent aussi des propriété€s antioxydantes (Kitts et al., 1999, Fauré et al.,
1990). Leur accumulation dans certaines graines oléagineuses (les graines de lin), protegent

les acides gras contre toute oxydation.

I1. 5. Biosynthese des lignanes

La synthese des lignanes est issue par voie enzymatique a partir de I’alcool coniférylique.
Celui ci dérive de la phénylalanine via la voie des phénylpropanoides puis celle des
monolignols (Hoffmann et al., 2004 ; Shadle et al., 2007). La condensation de deux radicaux
conduirait 2 une méthinequinone dont la cyclisation intramoléculaire permet d’obtenir les

lignanes et neolignanes (figure 1.11).
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CHAPITRE III

Generalités sur les activités
biologiques



Introduction

Les polyphénols ont une grande importance par leurs nombreux effets bénéfiques sur la
santé (Koechlin-Ramonatxo 2006). En effet, ils permettent a 1'organisme de lutter contre les
agressions et ses pathologies associées, ce qui suscite un intérét majeur pour la prévention et
le traitement des maladies plurifactorielles telles que: le diabete, la maladie d’ Alzheimer, les
rhumatismes (Montagnier et al., 1997), les cancers (Weiguang et al., 2005), les maladies
inflammatoires (Aruoma 1994), cardiovasculaires (Scalbert et Williamson, 2000 ; Stoclet et

al., 2004; Leifert & Abeywardena 2008) et neurodégénératives (Ramassamy 2006)

III. 1. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. La molécule d’oxygene (ou dioxygene, O,) présente la particularité d’avoir la
structure d’un biradical libre O'-"O, en raison de ses deux électrons célibataires situés sur les

deux orbitales de plus grande énergie.

L’oxyde d’azote (NO) est un radical ne possédant qu’un seul électron sur ses orbitales, peu

réactif, synthétisé a partir d’un atome d’azote et d’une molécule d’oxygene.

Dans les phénomenes de stress oxydant, prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confere la dénomination d’especes

réactives de 1’oxygene (EOR ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS).

IIL. 1.1. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

On distingue alors deux grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress
oxydant: les especes radicalaires et les especes non-radicalaires. La réactivité d’un radical
libre varie d’un radical a un autre et dépend de 1’environnement ou ils se trouvent (Delattre et

al., 2005).

I1I. 1.1.1. Les especes oxygénées réactives radicalaires

L’anion radical superoxyde (0,") est le résultat de I’apport d’un électron supplémentaire
a la structure initiale de I’oxygene. Malgré une réactivité moyenne, ce radical a quelques
cibles privilégiées telles que le cytochrome c (Fe™), I’ascorbate et surtout le superoxyde

dismutase.

Le radical perhydroxyle (HO') est le plus réactif que le précédent, obtenu apres

protonation de ce dernier a pH inférieur a 4.8 (pKa (HO,/ O;") = 4,3).
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La réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogene H,O, donne naissance au
radical hydroxyle HO' et a I’anion basique non radicalaire OH™ en présence d’un catalyseur
(réaction de Fenton : H,0, + Fe** — HO' + Fe’* OH). Cette espéce chimique
particulierement réactive joue un rdle majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction

du matériel génétique (Hennebelle 2006).

Le radical peroxyle RO ’est un radical secondaire issu de 1’addition de ’oxygene sur les
radicaux centrés sur le radical R". Sa réactivité se situe entre 1’anion radical superoxyde et le

radical hydroxyle.

Le radical secondaire alkoxyles RO’ est produit suite a la décomposition de

I’hydroperoxyde RO;H, issu de 1’oxydation de substrat RH, par des cations métalliques.

III. 1.1.2. Les especes oxygénées non radicalaires

L’oxygene singulet 'O, qui est la forme diamagnétiquel9 de I’oxygene, est produit en
présence de rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue
un role dans le vieillissement cutané et certaines maladies liées a 1’age (Choe & Min 2005;

Hennebelle 2006).

Le peroxyde d’hydrogene H,O; sous sa forme moléculaire, est également toxique, en
particulier a cause de sa transformation en radical hydroxyle en présence de cations

métalliques Fe** et Cu*, lors de réactions de type « Fenton » (Wardman & Candeias 1996).

La myéloperoxydase convertit le peroxyde d’hydrogene en acide hypochlorique (HOCI)
a des concentrations physiologiques. Ce dernier peut réagir avec les fonctions aminées des

protéines pour former des chloramines (Sumaya Martinez 2004).

III. 1.2. Les espéces réactives azotées (ERN)
I11.1.2.1. Especes radicalaires azotées

Apparu au cours de la derniére décennie, le monoxyde d’azote (NO°) a pris une place
considérable en biologie. Malgré son role protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la
lipoperoxydation et ses effets anti-inflammatoires, il est paradoxalement impliqué dans de
nombreuses pathologies telles que le diabete, 1’athérosclérose, le cancer et les 1ésions

neuronales dégénératives.

I11. 1.2.2. Especes non radicalaires azotées
Caractérisé par sa grande faculté de diffusion dans les membranes cellulaires et sa

réactivité moyenne (de I’ordre de quelques secondes in vivo), le monoxyde d’azote radicalaire
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peut aisément réagir avec la plupart des especes oxygénées et se transformer en dioxyde
d’azote (NO)(2 'NO + O,— 2 NO,), lequel peut donner du trioxyde d’azote (N,O3)('NO +
NO,—N,03) pour enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO;)(N,O3; + H,O — 2 NO; +
2H").De plus, le monoxyde d’azote forme avec 1’ion superoxyde le peroxynitrite (ONOQO")
(NO + 02"— ONOO), moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de

I’oxydation de nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques).

I1I. 2. Activité antioxydante
II1. 2.1. Les antioxydants

Sont des molécules capables d’empécher 1’oxydation d’autres molécules, ou toute
substance qui en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’€tre oxydé, prévient
ou ralentit I’oxydation de ce substrat (Halliwell & Gutteridge 1989; Halliwell 1995; Sies,
1993).
II1. 2.1.1. Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels comprennent majoritairement les vitamines C et E, les

caroténoides et des composés phénoliques (McCall & Frei 1999).

La vitamine C (ou acide ascorbique) est une molécule hydrosoluble présente dans la
plupart des fruits et Iégumes. Elle est connue pour son action protectrice contre 1’oxydation
membranaire (Retsky et al., 1999). Son caractere antioxydant provient de sa forme ionisée
abondante (AscH) qui peut réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate
tricarbonyle (AscH"), stabilisé par résonance. Du fait de son trés faible pK, la forme non
protoné radicalaire faiblement réactive est privilégiée (Asc™) (Figure 1.12) (Valko et al.,

2004).

2 HO

HO I
HO g O o0 HO
___ pK=4.1
HO OH i

AscH,

RH
Figure 1.12 : Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux
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La vitamine E est le terme générique utilisé habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (8 molécules dont 4 tocophérols et 4 tocotriénols), (Figure 1.13).
Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout leur rdle physiologique chez
I’Homme, comme protecteurs des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour lutter
contre le stress oxydant, est tres important. Elle prévient 1’apparition d’hydropéroxydes en

piégeant les radicaux LOO" (Figure 1.14) (Kaiser et al., 1990; Yoshida et al., 1993).

R] Rg R3
atocophérol  CH; CH;  CH; R, Tocol
p-tocophérol CH; H CH; HO
7-tocophérol H CH; CH;
J-tocophérol H H CH; R» O
R3
Rl R: R3 R,
@-tocotriénol CH; CH; CHj; HO
f- tocotriénol CH; H CH;
7- tocotriénol H CH; CH; R o N = =
- tocotriénol H H CH; - .,
R Tocotriénol

Figure 1.13: Structures chimiques des tocophérols et des tocotriénols

LOO'+T-OH—» T-O" +LOOH
radical radical  hydroperoxyde
peroxyde tocophenyle

Figure 1.14 : Mécanismes d'action antioxydante de la vitamine E sur les radicaux LOO«

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles (Figure 1.15). On en
dénombre environ 600 présents dans la nature. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée a
leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO’, HO', O,", R’

(Figure 1.16). Ils permettent, en particulier, de neutraliser 1’oxygene singulet (Valko et al.,
2006).

\'\\\\

p-caroténe

HO Z¢axanthine (xanthophylle)

Figure 1.15 : Exemples de carotene et xanthophylle
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Car + ROO +H — Car” +ROOH
Car-H+ ROO — Car'+ROOH
Cart+ ROO — Car -ROOH

Figure 1.16 : Mécanismes traduisant I'activité antioxydante des caroténoides, cas des ROO’

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes caractérisés par une structure
commune de type 2-phénylbenzopyrane (Figure 1.17). Leur capacité antioxydante réside dans
leur faculté a «Stopper » les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons
et de protons, et a chélater les ions des métaux de transition, capables de catalyser la

peroxydation lipidique (Figure 1.18) (Schroeter et al., 2002; Leopoldini et al., 2011).

Figure 1.17 : Structure chimique de la 2- phénylbenzopyrane

I’activité biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature et de la

position des substituants (Schroeter et al., 2002).

Transfert d’¢lectron (SET)

O, 5'0”11\7;'?'
M™

Figure 1.18 : Mécanismes d'action antioxydante des composés phénoliques (L.ecopoldini et al.,
2011)
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I1I. 2.1.2. Les antioxydants de synthese

Les antioxydants synthétiques sont des composés phénoliques toujours substitués par un
alkyle pour améliorer leurs solubilité dans les graisses et les huiles tels que Hydroxyanisole
butylé (BHA), Hydroxytoluene butylé (BHT), tert-butylhydroquinone (THBQ) et Gallate de
propyle (GP) (Figure 1.19). (Hudson 1990).

OH OH OH COOC;3H;
| \14
= HO OH
CH; OH OH
BHA BHT GP

OCH;
TBHQ

Figure 1.19 : Structure des antioxydants synthétiques.

III. 2.2. Les méthodes les plus fréquemment utilisées pour I’évaluation de I’activité
antioxydante

Diverses méthodes de dosage de 1’activité antioxydante in vitro induisent la mesure de
I’inhibition de 1’oxydation des lipides et des lipoproteines. Celles-ci ne seront pas abordées, ni
celles mesurant le pouvoir antioxydant in vivo (sur I’animal ou chez ’Homme). Cette étude se
focalisera sur les méthodes in vitro témoignant de 1’aptitude d’une molécule ou d’un extrait
naturel a piéger des radicaux libres (par transfert d’électron et/ou de proton) issus de
phénomenes d’oxydations (Prior et al., 2005).

IIL. 2.2.1. Méthode du DPPH'

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH ) est un radical stable de couleur violette en
solution qui change vers le jaune en présence d’une substance réductrice (antioxydante) et
devient le diphényl- picrylhydrazine (Blois 1958). Cette réduction est suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant le maximum de son absorption a A 517nm ; ce

qui nous permet de mesurer le pouvoir antiradicalaires de I’échantillon testé (Figure 1.20).

NO, NO,
AH A
0-N NO, § 4 0O,N NO,
N NH
1
OO0 OO0
DPPH DPPH-H

Figure 1.20 : Piégeage du radical DPPH  avec ’antioxydant (AH).
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III. 2.2.2. Piégeage de PABTS ™

La méthode ABTS est utilisée pour déterminer l'activité antioxydante des composés
hydrophiles ou lipophiles (Re et al., 1999). Cette méthode est basée sur la capacité de
’antioxydant 2 inhiber le radical libre ABTS™ obtenu 2 partir de I’ABTS [sel d’ammonium de
I’acide 2,2’-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)]. La génération du cation radical
ABTS™ est la base de 1'une des méthodes spectrophotométrique qui ont été appliquées pour
mesurer l'activité antioxydante totale des substances pures ou des mélanges (Giilcin et al.,

2009) (Figure 1.21).

HO:S 5 SOsH
ABTS U> NTN
N
\
CoH

2H;s C;Hs
K2S,0yq
+
[noss . SO:H
+ .
s | v

N+

1

C.H; C,H;

Figure 1.21 : Oxydation de I’ABTS avec K2S20s et génération du radical ABTS™ (Lien et al.,
1999)

I1I. 2.2.3. Méthode du CUPRAC

La méthode CUPRAC (cupric 1on Reducing Antioxidant Capacity) (Apak et al., 2004) est
utilisée sur la réduction du Cu (II) suivi par le traitement du Cu (I) avec un réactif
chromogene Néocuproine (NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-phénanthroline) (Gouda et al., 2010). Le
principe de cette méthode est basé sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones
a travers la réduction du complexe Cu**-N, produisant ainsi un complexe chromogene de

Cu**-Nc qui absorbe a A =450 nm (figure 1.22).

+32

=

AOX

produit oxydé

Reactif bleu Produit jaune-orangé

Figure 1.22 : Réduction du complexe chromogene de Cu*2-Nc (Ozyiirek et al., 2011)
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I11. 2.2.4. Chélation des ions métalliques

Cette méthode est basée sur la mesure d’absorbance de la formation du complexe [Fe(Il)-
Ferrozine] (Figure 1.23) apres le traitement des échantillons avec les ions Fe** (Deker &
Welch, 1990). Ce complexe [Ferrozine - Fe**] est formé par le Ferrozine et les ions libre Fe**

pour donner un chromophore rouge qui absorbe a A = 562 nm (Giil¢in 2012).

LT
038
Na*
Figure 1.23 : Structure chimique du Ferrozine
I11. 3. Dosage des polyphénols
Les recherches récentes sur les composés phénoliques sont tres poussées en raison de leurs
propriétés physiologiques divers comme les activités antiallergique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-
thrombotique, cardioprotective et vasodilatatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007).
La détermination de la teneur en phénols totaux des extraits bruts des plantes Cotula
anthemoides L et Pentzia monodiana Maire a été faite en utilisant la méthode colorimétrique

(Folin-Ciocalteux).

I11. 4. Activité Anticholinestérase

La maladie d’Alzheimer (MA) est devenue un probleme de santé publique. Outre le
nombre de personnes atteintes de la maladie est déja tres élevé, ne devrait cesser de s’alourdir
car sa prévalence croit d’une maniere exponentielle avec la croissance de I’espérance de vie.
Il est a retenir que la majeure partie des recherches pharmacologiques réalisées sur le
traitement de MA a été guidée par D’existence d’une relation entre le déficit des
neurotransmissions cholinergiques et les différents symptomes, en particulier cognitifs. Les
recherches ont donc eu pour but essentiel, jusqu’a présent, d’augmenter [’activité

cholinergique centrale (Schneider & Tariot 1994).

Il existe deux types de cholinestérases: 1’acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase.

Bien que toutes deux soient présentes dans le cerveau, 1’acétylcholinestérase prédominante au
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niveau central est la principale responsable du métabolisme de 1’acétylcholine dans le
cerveau, alors que la butyrylcholinestérase a principalement une action périphérique et peut

aussi €tre a D'origine d’effets périphériques indésirables (Crismon 1998).

Un cholinestérase est un enzyme qui catalyse la réaction d'hydrolyse d'un ester de la

choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en acide acétique.

La détermination de 1'activité acétylcholinestérase est devenue un outil important dans la
découverte des médicaments, ainsi que dans les pathologies neurodégénératives. Une grande
variété de méthodes ont ét€ développées au cours des dernieres décennies pour la
quantification de I’activité inhibitrice AChE (Abou-Donia et al., 2014; Miao et al., 2010;
Pohanka 2011).

La révélation de [Dactivité enzymatique de [I’acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE) est réalisée avec la méthode spectrophotométrique d’Ellman
(Ellman et al., 1961) (Figure 1.24). Les enzymes AChE de 1’anguille électrique et BChE de
sérum de cheval ont été utilisés, tandis que 1’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure
butyrylthiocholine ont été utilisés comme substrats de la réaction (AChE et BChE
respectivement). en milieu aqueux pour libérer la Thiocholine qui, en agissant avec 1’acide
DTNB (Acide 5,5'-dithio-bis 2-nitrobenzoique), donne une coloration jaune, ainsi que la

Galanthamine a été utilis€ comme référence (Giilsen et al., 2010).

0 | o
S&N+_ AChE NI/\/SH . )‘kOH
| “\
Acétylcholine (ATCI) Thiocholine Acide acetique
HOOC COOH
DTNB

HOOC

COOH
O:N S, \ .
S/\/N\ + HS NO;

Mélange d]SU]phlde Acide 5-Thi0-2-11itr0ben20ique (TNB]

Figure 1.24 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman’s (Benchekroun 2014)

I11. 3.4.1. Evaluation de I’activité inhibitrice AChE en utilisant la méthode d'Ellman
L'activité inhibitrice AChE est basée sur la méthode d’Ellman, le principe chimique de la

réaction est représenté sur la Figure 1.24. L'enzyme hydrolyse le substrat ATCI pour donner
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la thiocholine et 1'acide acétique. La thiocholine est autorisée a réagir avec le DTNB, et cette
réaction donne une coloration jaune (Ali-Shtayeh et al., 2014).

La perte ou la dégradation de I'acétylcholine (ACh) joue un rdle vital dans la perturbation
de mémoire chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. L'acétylcholine est une
molécule organique libérée au niveau des terminaisons nerveuses comme un
neurotransmetteur. Elle est produite par la choline acétyltransférase qui utilise
acétylcoenzyme A et la choline en tant que substrats pour la formation de I'acétylcholine dans
les cellules spécifiques appelées neurones cholinergiques (Greenblatt 1999).

La précoce thérapie de la MA est donc basée principalement sur les inhibiteurs AChE tels
que la galanthamine (synthétique) et le donépézil (isolé a partir de bulbes de narcisses) (Shah
et al., 2008). Cependant, ces médicaments sont connus pour leur courte vie et des effets
secondaires défavorables (y compris les troubles gastro-intestinaux) et les problemes liés a la
biodisponibilité (Wszelaki et al., 2010; Sung et al., 2002; Knapp et al., 1994) , ce qui nécessite
I'intérét a trouver d’autres inhibiteurs AChE des ressources naturelles (Nicolson 2003).

La galantamine inhibe de facon réversible et compétitive l'acétylcholinestérase. Elle

potentialise 'action de I'acétylcholine en empéchant sa dégradation.

H;CO
N— OCH,
N
HJ’;,
HO
Galantamine Donépézil

III. 5. Activité Antityrosinase

La tyrosinase est une métallo-enzyme a cuivre (polyphénoloxidase) responsable du
phénomene de brunissement enzymatique végétale (figure 1.25). Chez I’homme, elle est
impliquée dans la biosynthese de la mélanine en catalysant deux réactions oxydatives
successives : 1’oxydation de la tyrosine en L-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine), elle-méme
oxydée en dopaquinone (dopachrome), qui sera transformée en mélanine grace a une série de
réactions de cyclisation et d’oxydation. Ces réactions peuvent conduire a deux dérivés
différents de mélanine (Schallreuter et al., 1998): I’eumélanine aux propriétés protectrices

contres les radiations UV, produite spontanément au pH physiologique, et la phoemélanine

formée en présence de cystéine et de glutathion.
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Figure 1.25 : Biosynthese de la mélanine.

La phoemélanine est capable de produire des radicaux libres aux propriétés nocives (Peles
& Simon 2010) plutdt que protectrices, en plus de troubles hyperpigmentaires provoqués par
des médicaments, produits chimiques ou bien certaines maladies.

Les inhibiteurs de la tyrosinase sont des agents potentiels pour le traitement de
I’hyperpigmentation en médicine comme en cosmétologie, ainsi que des additifs
conservateurs dans 1’industrie agroalimentaire.

Afin de satisfaire aux exigences réglementaires des molécules utilisées dans les produits
alimentaires et médicamenteux, la recherche de nouvelles molécules bioactives s’oriente vers
les ressources naturelles durables en particulier celles du regne végétal.

Plusieurs études ont montré les activités inhibitrices de ’acide bétulinique (Ullah et al.,
2007; Sultana & Lee 2007) et de la bétuline (Magid et al., 2008) vis a vis de la tyrosinase.

Les produits phénoliques, en plus d’étre de meilleurs antioxydants, se sont avérés
également de bons inhibiteurs de la tyrosinase, tels que les catéchines (Nagendra et al., 2009 ;
Gao et al., 2008), gallocatéchines (Ko et al., 2011), les flavonoides (quercétine (Kubo et al.,
1995), kaempférol) ayant un 3-OH libre qui sont capables de chélater le cuivre du site actif de

I’enzyme (Kubo & Kinst-Hori 1999).

I1L. 5.1. Evaluation de I’activité inhibitrice de la tyrosinase

L’activité anti-tyrosinase a été évaluée grace a une méthode colorimétrique basée sur la
mesure de la densité optique du dopachrome obtenu a partir de L-DOPA (substrat) sous
I’action de la tyrosinase T3824-50KU.

La tyrosinase (T3824-50KU) isolée du champignon Agaricus bisporus, a une grande
ressemblance avec celle de ’homme (Schoot Uiterkamp & Mason 1973) et est utilisée pour
évaluer P’activité anti-tyrosinase en exploitant une méthode spectrophotométrique applicable

au test de screening en plaque 96 puits.
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PARTIE I1

MATERIEL ET METHODES



Chapitre I

Matériel Utilisé
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I. 1. Matériel végétal

I. 1.1. Récolte de la plante Cotula anthemoides L

La partie aérienne du matériel végétal étudié a été récolté en Mars 2012 a Tiguentourine,
Ain Amenas, I’Est du Sahara Algérienne. L’espece a été identifiée par le professeur Gérard
De Belair (Université Annaba). Un échantillon a été déposé au laboratoire d’obtention de
substances thérapeutiques (LOST) (LOST Ca 03/12). Apres le séchage dans un endroit sec et

a I’abri des rayons solaires, les parties aériennes sont broyées. (Figure 2.1).

Figure 2.1: Cotula anthemoides L [9]

I. 1.2. Récolte de la plante Pentzia monodiana Maire

Les parties aériennes de Pentzia monodiana Maire ont été récoltées en novembre/decembre
2011 a Tiguentourine, Ain Amenas. L’espece a été identifiée par le Professeur Gérard De
Belair (Université d'Annaba) (Figure 2.2). Apres le séchage dans un endroit sec et a I’abri des

rayons solaires, les parties aériennes sont broyées.

Figure 2.2: Pentzia monodiana Maire [10]
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I. 2. Matériel Chromatographique

I. 2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Utilisés a chaque étape pour le suivi et le contrdle des purifications, les chromatogrammes
sur couche mince permettent de vérifier la présence et 1’état de pureté des produits suivis. Les
analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale sur des plaques d’aluminium
recouvertes d’un gel de silice Silicagel 60 F254 (Merck). Le développement des plaques
s’effectue avec un éluant approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire

ou tertiaire de solvants selon le type de séparation souhaitée.

Dans notre cas, les systemes de solvants pour les différentes classes de composés sont les
suivants (les proportions sont données en volume) :
*  CHCIs/ MeOH /HCOOH (80:20:10)
+  CHCI3/MeOH (98:2), (95:5), (85:15), (80:5)
* AcOet/MeOH/H,0 (100:10:5)

L’observation des CCM s’effectue en lumicere visible et sous UV (254 et 365 nm), avant et,

dans certains cas, apres révélation par 1’acide sulfurique dilué a 50% dans 1’eau.

I. 2.2. Chromatographie sur colonne ouverte (CC)
Pour cette méthode plusieurs types de phases ont été mises en ceuvre dans des colonnes en
verre. La taille et le diametre de la colonne sont choisis en fonction de la quantité

d’échantillon a purifier et de la résolution souhaitée.

Dans notre cas, la phase stationnaire utilisée est la silice en phase normale SDS 60 A 70-
200 pm et I’élution est réalisée par simple gravité avec le systtme CHCI3;: MeOH. La quantité
de silice utilisée est généralement 30 fois supérieure a la quantité d’échantillon déposée.
L’extrait a fractionner est adsorbé sur une quantité de silice correspondant a environ 2 fois sa
masse et le dépdt de ’extrait a lieu sous forme solide.

Les fractions recueillies sont regroupées selon les résultats de 1’analyse par CCM.

I. 2.3. Chromatographie liquide sous vide (VLC, vacuum liquid chromatography)

La chromatographie liquide sous vide (VLC) est réalisée a 1’aide d’un verre fritté fixé sur
une fiole a vide et une pompe Biichi 688. Ce verre est rempli soit avec de la silice en phase

normale, soit avec de la silice en phase inverse, soit en polyamide.
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L’échantillon est introduit sous forme solide mélangé a la phase stationnaire. Les systémes
d’élution utilisés sont généralement des mélanges binaires dans des proportions variables au
cours de I’élution. Nous avons utilisé le polyamide SCs comme phase stationnaire alors que la

phase mobile est le systeme Toluene: MeOH.

I. 2.4. Flash Chromatographie

La chromatographie flash est, comme la VLC, une méthode de séparations préparatives.
Elle est souvent utilisée pour fractionner grossierement des fractions issues de VLC ou de

chromatographie d’exclusion stérique.

Notre travail a été effectué sur des colonnes C18 (phase inverse) (Reveleris C18 phase
inverse 40g; CV 40mL/min; 45mg-1.35g d’extrait) et sur gel de silice normale
(Reveleris®silica 4g; CV 18 mL/min; 15 mg-800mg d’extrait).

I. 2.5. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les analyses CLHP/UV(DAD) ont été effectuées a 1'aide d'un appareil Dionex muni d’une
pompe Ultimate 3000 avec dégazeur intégré et d’un détecteur UV a barrettes de diodes

(DAD-UV) 340S pilotés par le logiciel Chromeleon® version 1 et 2.

Nous avons utilis€ une colonne de phase inverse de type RP-18 (Phenomenex) (250x15
mm, Sum) pour une CLHP semipréparative. L’€luant utilisé est a gradient binaire (H,O (pH
2,4 avec TFA), MeCN) et le débit est fixé a 4 mL/min. Le chromatogramme a été surveillé a

205, 210, 254 et 360 nm.

I. 3. Méthodes physico-chimiques

I. 3.1. Hydrolyse acide

Cette méthode est utilisée pour 1’identification des unités de sucres présents dans les
chaines oligosaccharidiques par comparaison a des sucres standards. La procédure consiste a
rompre les liaisons osidiques (300mg de 1’extrait n-BuOH) par I’hydrolyse acide (10mL de
TFA (2N)) a haute température (90°C), pendant 3h. L’hydrolysat est ensuite extraire par
I’AcOEt (3x10mL). La phase aqueuse acide est neutralisée par évaporations successives a
I’aide de méthanol. Les monosaccharides libérés sont identifi€s par comparaison avec des

sucres standards en CCM dans le systeme d’elution MeCOEt:iso-PrOH:Me,CO:H,0
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(20:10:7:6). Par ailleurs, Le résidu de monosaccharides (100 mg) a été soumis a une CCM

préparative en utilisant le méme solvant.
I. 3.2. Spectrométrie de masse (MS)

Les spectres de masse ont été enregistrés en mode positif et négatif sur un spectrometre Q-
TOF Micromass (MANCHESTER, UK). Ces analyses ont été menées par le laboratoire

d’Isolement et Structure de I’université Champagne-Ardenne de Reims.

I. 3.3. Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN ont été enregistrés au service commun de RMN de Champagne-
Ardenne de Reims sur des appareils de type Briikker Avance DRX III 500 (1H a 500 MHz et
13C a 125 MHz) et Briiker Avance DRX 600 (1H a 600 MHz et 13C a 150 MHz) selon la

quantité de produit a analyser et la résolution souhaitée.

Les échantillons ont été solubilisés dans les solvants deutérés CDCls;, DMSO-ds, CD;OD

dans des tubes analytiques de 5 mm de diametre.

Les déplacements chimiques (3) sont exprimés en ppm par rapport au tétraméthylsilane

(TMS) ; les constantes de couplage sont exprimées en Hz.

I. 4. Les activités biologiques

Les tests des activités antioxydante et antityrosinase ont été utilisés sur des plaques 96
puits (Greiner® F bottom), L-Dopa (Sigma®), acide kojique (Alfa Aesar® GmbH&Co KG),
Tyrosinase (Sigma Aldresh®), pHmetre (pH 510, Syberscan, EUtech instruments) et la
lecture a été réalisée sur le lecteur de microplaque (FLUOstar® Omega). Ils sont exprimés en
moyenne + écart type. Les valeurs de la concentration inhibitrice a 50% (IC50) sont calculées
par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par le test
"student's t-test" et ANOVA univariée pour les comparaisons multiples et la détermination

des taux de signification. Les valeurs de p <0.05 sont considérées significatives.
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Chapitre II

Extraction, Séparation et
purification des métabolites
secondaires
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I1. 1. Cotula anthemoides L

I1I. 1.1. Extraction

1400g des parties aériennes de la plante pulvérisée sont mises a macérer a température
ambiante dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau, 80/20, V/V), en répétant cette
opération 3fois avec renouvellement du solvant (24 a 48 heures/3fois). L’extrait récupéré est
concentré sous pression réduite a une température n’excédant pas 40°C, puis dilué avec de
I’eau distillée 560mL. Une décantation pendant une nuit permet le dépot des composés
hautement lipophiles (la chlorophylle, les cires, les résines, les boues terpéniques, le sable
etc...). La solution ainsi dégraissée subit une filtration pour obtenir une solution aqueuse
claire. Cette derniere a subi des extractions de type liquide-liquide en utilisant des solvants de
polarité croissante en commencant par 1’éther de pétrole, le chloroforme, puis 1’acétate

d’éthyle et en dernier le n-butanol (figure 2.4).

Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées.

Les rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 2.1

Tableau 2.1 : Rendement des extraits de Cotula anthemoides L.

Extrait Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole 0.4¢g 0.03
1400g C.anthemoides
chloroforme 15¢g 0.11
Acétate d’éthyle 055¢ 0.04
n-butanol 217 ¢g 1.55

Chaque extrait subit une chromatographie sur couche mince afin d’avoir une idée sur les

produits a isoler et donc pouvoir choisir I’extrait a étudier.

Notre choix s’est porté sur celui de 1’extrait n-BuOH, riche en flavonoides, qui a subi une
chromatographie bidimensionnelle sur plaque de polyamide dans les systemes S1 [Toluene-
MeOH-MEC (4:3:3)] et S2 [H,O-MeOH-MEC-acétylacétone (13:3:3:1)], pour avoir les
empreintes flavoniques et avoir une idée sur les bons systemes de séparation de cet extrait

(figure 2.3).
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Figure 2.3: Plaque bidimensionnelle de 1’extrait AcOEt (1) et de I’extrait n-BuOH (2) de
Cotula anthemoides L.

La plaque de polyamide bidimensionnelle de 1’extrait n-BuOH montre un bon nombre de
composés flavonique, leurs couleurs sous la lampe UV indiquent que ce sont des flavones ou
des flavonols substitués en position 3, alors que leur migration dans le systeme aqueux
suggere qu’il y a des hétérosides greffés sur le squelette flavonique.

L’extraction de C. anthemoides L est résumée dans I’organigramme suivant (figure 2.4) :

Matériel végétal pulvérisé 1400g
1. Maceration dans EtOH/H,0 (80:20) 3X24h
2. Filtration
Solution hydroéthanolique
Concentration a sec T< 40°C
Résidu sirupeux
1. Repris avec H,O (560mL.).
2. Filtration apres une nuit de repos

Solution aqueuse claire

l 1. Epuisement par 1’éther de pétrole (3x300 mL).
2. Décantation

Phase iqueuse Solution d’éther de pétrole
1. Epuisement par le chloroforme (3x300 Evaporation a Sec
mi). Extrait éther de pétrole (0,4g)
Phase aqueuse Solution de chloroforme
1. Epuisement par I’AcOEt (3x300 ml). lﬁvaporation a Sec
2. Dé i
ceantation Extrait chloroforme (1,5g)
Phase aqueuse Solution d’ AcOEt
1. Epuisement par le n-BuOH (3x300 ml). lﬁvaporation A Sec
2. Décantation .
Extrait AcOEt (0,5g)
Phase aqueuse Solution de n-BuOH

lﬁvaporation a Sec

Extrait n-BuOH (21,7g)
Figure2. 4: Extraction de Cotula anthemoides L.
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I1. 1.2. Séparation et purification de ’extrait n-butanol

18g de I’extrait butanolique sont dissous dans le méthanol puis mélangés a quelques
grammes de gel de polyamide, 1’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu'a
I’obtention d’une poudre homogene. La poudre a été soumise a une chromatographie liquide
sous vide (VLC) de gel de polyamide SC6 préparée dans le toluene. L’€lution est réalisée par
un gradient de polarité du systeme toluene-méthanol en commencant par le toluene pur et en
terminant par le méthanol pur. Les fractions obtenues sont regroupées suivant la similitude de
leur profil chromatographique en couche mince (CCM), puis révélées a 1’acide sulfurique et
chauffées a plus de 100°C pendant quelques minutes.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 2.2 suivant :

Tableau 2.2 : Fractionnement de 1’extrait n-BuOH sur VLC.

N°lot | Fraction | Masse (mg) Systéme d'élution Observations
Toluene % MeOH %

1-7 F1 23.1 100 0 Traces
8-12 F2 21.9 95 5 Traces
13-15 F3 11.9 90 10 Mélange de faible quantité
16-17 F4 4.3 85 15 Mélange de faible quantité
18-19 F5 5.1 80 20 Meélange de faible quantité
20-26 J’ Fé6 844.7 70 30 Me¢élange séparable
27-29 1 F7 639.0 60 40 Me¢élange séparable

30 F8 145.8 50 50 Précipité majoritaire Ca2
31-36 F9 534.6 30 70 Mélange séparable

37 1 F10 73.5 20 80 Meélange séparable
38-42 \ F11 218.9 10 90 Meélange séparable
43-46 F12 847.6 0 100 Trainé

Les fractions obtenues ont été analysées par chromatographie sur couche mince (CCM) et
chromatographie liquide haute performance (CLHP) analytique (figure 2.5) afin d’avoir une

idée sur le nombre de produits a séparer et donc pouvoir choisir les fractions a étudier.
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Figure 2.5: Profil CCM sur gel de silice normale de 1’extrait n-BuOH

Les deux fractions F6 et F7 ont été mélangées de méme que les fractions F9, F10 et F11

vu qu’elles partagent les mémes produits majoritaires (figure 2.6) (Profil par CLHP

analytique).
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1 CA-WT-F10

mAU WVL:205 nm
16 - 16,691

%D: 0,0 %
%C: 0,0 % (D)

-200

Figure 2.6 : Chromatogramme CLHP analytique (gradient de 10% a 90% MeCN/H20) de la
fraction F6(A), la fraction F7(B), la fraction F9+11 (C) et de la fraction F10 (D) de I’extrait

n-BuOH de Cotula anthemoides.

La fraction F8 contient un précipité jaune le composé (Ca2) (200mg) qui a été purifié par le
MeOH. Les fractions F6-7 (figure 2.7 shéma de purification) et F9-11 (figure 2.9 shéma de
purification) sont soumises par la suite a des opérations de purification en utilisant la CLHP
préparative, et la CLHP semi-préparative.
Ainsi, 15 composés ont été isolés (figures 2.7-2.11)

F6-7 (996mg)

CLHP preparative (C,g)
CH;CN/H,O

Frs [4-6] Frs [7-10] Frs#l 1-12] Frs [26-27]
35.9mg 36mg 26.7mg 51mg

CLHP semi-preparative (Cis) CH;CN/H,O

Cald Ca8 Ca9 Cal0 Call Cal2 Cals

3.2 mg /
1 mg 1.6 mg 1.8 mg 4 mg e 1.6 mg 4.7 mg

Figure 2.7: Schéma de purification de la fraction F6-7.

Fé-» CHdg rleoH ‘te ot T2 A

2 3 s o R S s ) 2 : :
Al b 12y 6 3 S Ap-9sa8 M5 3608 JEZ0 WW, T

Figure 2.8: CCM de purification de la fraction F6-7.
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F9-11 (827mg)

CLHP preparative (Cig)

CH;CN/H,O
Frs [7-13] Frs [14-28] Frs [28-29] Frs [30-32]
50.3mg 41.2mg 91mg 53mg
v \ M Y C£6 v
A 6 Gz Ca3 o G 920 s & Je
2.7mg 2.1mg 1.4mg ~meg <mg e - Img 11.2mg Img

Figure 2.9: Schéma de purification de la fraction F9-11.

Figure 2.10: CCM de purification de la fraction F9-11.

La différence de couleur de ces composés isolés (Cal-Cal6) sur plaque CCM, apres
révélation par 1’acide sulfurique puis chauffage a plus de 100 °C, pendant quelques minutes,

montre que ce sont différents métabolites et pas seulement des flavonoides.
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18 g de ’extrait n-BuOH
VLC de polyamide SCg l Toluene / MeOH

12 fractions

v v

F6 -7 F$ F9-11
CLHP préparative (C;g)
. CH;CN/H,0
CLHP préparative [(C;g) } >
CH;CN/H,0 s 2 v__ v v
| R (| lm======= y T T T T |
(BT G Frs[A281 10 prgpagae) o | Frs(30-32]
S mmm == [ R
l ‘ CLHP semi préparative (Cs) précipité CLHP semi
CH-CNJH,O 2 .
\ B préparative (Cs)
_—_Y r_j__\,_*___\’j___\ . CH;CN/H,O
| (Ca) | @l (Cad) 1 (Ca6) | (Ca6)
1 02g 1 27mg 1 21mg 1 14mg : 1 92mg
‘e ’ L AT VA T p) |
\4 \4
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Semqmm=/ e e ey S DSmg 0 2mg :I ILlmg | Img :| I1.2mg u 1mg
\ n \ \ h J
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CLHP semi prgparative (C;s) CH3CN/H,O

\ | A
! I ; (Call) 1!
1 P ! 1 32mg !
mg 1 L6mg | |
_____ /I‘_____I ‘_____/I"_ T I"____\
A 4 , (Cal2) 1 | (Cal5) !
,__i__ ,__}__ 1 1.6 mg : 1 4.7 mg :
I Yo N \ o ]
p (Ca9) ' (Cal0) ¥ mmmmm = mm-
1 1.8mg : 1 4mg :
' \

Figure 2.11: Schéma de séparation de I’extrait n-BuOH de Cotula anthemoides L.
I1. 2. Pentzia monodiana Maire
I1. 2.1. Extraction

1350 g des parties aériennes de ’espece Pentzia monodiana Maire sont broyés et extraits
par le soxhlet trois fois dans le chloroforme, les fractions chloroformiques obtenues sont
réunies et évaporées a sec sous pression réduite a une température, n’excédant pas 35°C pour

obtenir 22 g d’extrait chloroformique.

Les marcs ainsi obtenus ont subi une extraction a chaud par 1’acétone (trois fois). Les
solutions acétone obtenues sont réunies et évaporées a sec sous pression réduite a une
température, n’excédant pas 30°C pour obtenir 14 g d’extrait Acétone.

Les marcs ainsi obtenus ont subi une macération dans un mélange hydroalcoolique
(MeOH/Eau : 70/30 : V/V) pendant 48h, en répétant cette opération 3 fois. Le macérat obtenu

est filtré puis concentré a sec sous pression réduite et a une température modérée (environ
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45°C). L’extrait brut obtenu est repris avec de l’eau distillée pour obtenir une solution
aqueuse, cette derniere subit une extraction de type liquide-liquide en utilisant 1’acétate
d’éthyle puis le n-butanol.

Les phases organiques obtenues sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées. Les

rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 2.3:

Tableau 2.3 : Rendements des extraits Pentzia monodiana Maire.

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement ( % )
CHCl,4 22 1.63
AcOH 14 1.04
1350g
AcOEt 0.2 0.01
n-BuOH 0.8 0.06

Chaque extrait subit une CCM afin d’avoir une idée sur les produits a isoler et donc

pouvoir choisir ’extrait a étudier.

Les deux extraits Acétone et n-BuOH ont subi une chromatographie bidimensionnelle sur
plaque de polyamide dans les systemes S1 [Toluene-MeOH-MEC (4:3:3)] et S2 [H,O-MeOH-
MEC-acétylacétone (13:3:3:1)], pour avoir les empreintes flavoniques et avoir une idée sur les

bons systemes de séparation de ces extraits (figure 2.12).

Figure 2.12: plaque bidimensionnelle de 1’extrait acétone (a) et de I’extrait n-BuOH (b) de

Pentzia monodiana Maire.

Notre choix s’est porté sur celui de 1’extrait acétone qui est riche en flavonoides et méme sa

quantité est importante.

L’extraction de P. monodiana Maire est résumée dans I’organigramme suivant (figure 2.13) :
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Matériel végétal pulvérisé 1350g

lMacération par Soxlet dans le CHCl;

Marcs Solution Chloroformique

Macération par Soxlet dans I’ Acétone lEvaporation a Sec
Extrait CHCl; (22g)

Marcs Solution Acétone
1. Macération dans un mélange MeOH/H,O (70 :30) Evaporation a Sec
(3x24h) " . 0
2 Filtration Extrait Acétone (14g)

Solution Hydro-
méthanolique

l Concentration a sec T<40°C
Résidu sirupeux
1. Repris avec H,O

2. Filtration apres une nuit de repos
Solution aqueuse

claire
1. Epuisement par I’ AcOEt

2. Décantation

Phase*aqueuse Solution‘d,’AcOEt
1. Epuisement par le n-BuOH ~ yEvaporation a Sec
2. Décantation Extrait AcOEt (0,2g)
v v
Phase aqueuse Solution de n-BuOH

lEvaporation a Sec
Extrait n-BuOH (0,8g)

Figure 2.13: Extraction de Pentzia monodiana Maire.

IL. 2.2. Séparation et purification de I’extrait acétone

Avant d’entamer la séparation chromatographique sur colonne de cet extrait, nous avons
procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice, la meilleure

séparation obtenue était avec 1’éluant CHCIl3/MeOH.

Une masse de 12g de I’extrait acétone est déposée sur une colonne chromatographique de
gel de silice 60 (63-200pm) préparée dans le CHCls, avec un gradient d’élution CHCIl3/MeOH
(1:02 0 :1). Des fractions de 50 ml ont été recueillies et regroupées en fonction de leurs profil
en CCM visualisées sous lampe UV (254 et 365nm) puis révélées a 1’acide sulfurique en
chauffant les plaques a plus de 100°C pendant quelques minutes, pour obtenir 16 fractions

(tableau 2.4).

58



Tableau 2.4 : Fractionnement de ’extrait acétone sur CC.

Systeme d’élution

N° lot Fraction | Masse (mg) Observations
CHCL:%| MeOH %
1-20 C1-C13 3.7 100 0 Traces

21-33 Cl4 10.3 98 2 Traces

34-48 CI15 19.3 95 5 Traces

49-60 C16 15.2 90 10 Mélange de faible quantité

61-75 C17 76.3 90 10 Meélange séparable

76-88 C18 7.8 85 15 Mélange de faible quantité
89-100 C19 5.1 80 20 Mélange de faible quantité
101-115 C20 22.6 75 25 Meélange séparable
116-122 C21 14.1 70 30 Précipite d'e faible

quantité

123-130 C22 84.2 60 40 Meélange séparable
131-139 C23 10.8 50 50 Mélange de faible quantité
140-148 ‘r C24 108.0 40 60 Meélange séparable
149-152 L C25 688.7 30 70 Meélange séparable
153-160 C26 10.9 20 80 Mélange de faible quantité
161-175 Cc27 14.8 10 90 Mélange de faible quantité
176-194 C28 20.1 0 100 Meélange de faible quantité

Ces fractions obtenues ont été analysées par CCM et CLHP analytique (figure 2.14) afin
d’avoir une idée sur le nombre de produits a séparer et donc pouvoir choisir les fractions a

étudier.

Figure 2.14: Profils CCM sur gel de silice normale de 1’extrait acétone

Parmi les 16 fractions obtenues, seules les fractions C17, C22, C24-25 ont été traitées (figure

2.15).
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Figure 2.15 : Chromatogramme CLHP analytique (gradient de 20% a 90% MeCN/H20) de la
fraction C17(a), la fraction C22(b), la fraction C24 (c) et la fraction C25 (d) de 1’extrait

acétone de Pentzia monodiana Maire.
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> Etude de La fraction C17 :

Cette fraction a été chromatographiée par CLHP semi préparative en phase inverse Cig

selon le schéma suivant (Figure 2.16) et analysées par CCM (Figure 2.17):

C17
76.3mg
CLHP semi preparative (Cis)
CH;CN/H,O

C17:-10 C17i11 C17l13 C17-15 C17;16
B ey S S S

. Pml i Pm2 , Pm3 ! i Pm4 : i PmS

22 ! I 11.4m I 1.5m
: 1.3mg : l\__r_rlfi_"' l\_l._S_m%_/, T g W |\___§_

Figure 2.16: Schéma de purification de la fraction C17.
i & = \r\-{>;(cc*; %'3 é & 0
l
) (
( 4 - f
\ )
\ ) (- T4 )
G g (ag. ) (s 5 ; i &
( ) : : p :
v (——
) ) : : :
-
. L R R N B (3 : 9 2 ol :7 ' ) g 3 \‘5 7’\
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Figure 2.17: CCM de purification de la fraction C17.

Les deux fractions C22, C24-25 ont subi des séparations en utilisant le systeme de flash

chromatographie qui permet de réaliser des séparations et purifications de facon automatisée,

ce qui apporte a I’utilisateur un gain de temps, une économie de solvant et une meilleure

reproductibilité.

> Etude de La fraction C22 :

Une cartouche de 4g de gel de silice en phase normale a été utilisée pour le sous

fractionnement de 32.5mg de la fraction C22 par flash chromatographie en utilisant comme

systtme de séparation gradient CHCl;:MeOH. Des fractions de 25 mL par minute ont été

récoltées et regroupées selon leur profil en CCM en phase normale fournissant 13 sous

fractions (tableau 2.5) (figure 2.18).
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Collection Ilode: Collect A1
FPer-Vial Volume: 25 ml.
Mon-Fealks: 25 ml

Injection Type: Iwlamaal

ELSD Carrier: Iso-propanol
Solvent A Chloroform

Solvent B: Methanol

Solvent C: <MNo solvent chosen=
Solvent D: <Ho solvent chosern™>

Column: Reveleris® Silica dg
Flow Fate: 12 ml fmin
Equilibratiorn: 1.9 min

Bun Length: 37 .5 min

Air Purge Time: 0.5 min

Slope Detection: heditun
ELZD Threshold: 20 mW
UV Threshold: 0.05 ATT
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Figure 2.18: Chromatogramme Flash (gradient CHCI3;/MeOH) de la fraction C17.

Tableau 2.5: Flash chromatographie de la fraction C22 sur colonne de gel de silice normale.

N°lot fraction Masse (mg) N¢lot fraction Masse (mg)

1-4 C22-1 0.6 22 C22-8 32.5

5 C22-2 0.7 23 C229 15.5

6-9 C22-3 1.4 24 C22-10 9.4
10-15 C22-4 34 25 C22-11 1
16-18 C22-5 0.9 26 C22-12 1.6
19-20 C22-6 36.4 27-33 C22-13 46.5

21 C22-7 0.6

-

Figure 2.19: CCM de purification de la fraction C22.
Apres cette séparation, on a obtenu le composé Pm6 (1,4mg) pur dans la fraction C22-3 de

cette colonne.

» Etude de La fraction C24-25 :
Une cartouche de 40 g de gel de silice greffée C18 a été choisie pour le fractionnement de
790mg de la fraction C24-25, par flash chromatographie éluée avec le systtme MeOH:H2O.
Des fractions de 25 mL par minute ont été récoltées et regroupées selon leur profil en CCM en

phase normale, conduisant a 30 sous fractions (tableau 2.6) (figure 2.20).
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Column: Reveleris® C18 40g
Flow Rate: 40 ml /min
Equilibration: 5.6 min
Run Length: 35.0 min
Air Purge Time: 0 min

Slope Detection: Lowr
ELSD Threshold: N/&
UV Threshold: 0.1 AT
UV1 Wavwvelength: 210 nm
UV2 Wavelength: 254 nm

Collection Mode: Collect A1l
Per-Vial Volume: 25 mL
Non-Peaks: 25 mL

Injection Type: Dry

ELSD Carrier: Iso-propanol
Solvent A: Water

Solvent B: Methanol

Solvent C: <No solvent chosen>
Solvent D: <No solvent chosen>

Time {min)

¥l solvente [ ELsD B v Bl uvz
2000 0.50
AB AB
1600 4+ AB 0.40
AB
= ‘ nag ‘ o~
E 1200 \ e i 0.30 S
o | AB S | " =
@ 800 I e \ 7~ 0.20 3
o [\ L , L
s SR I =2
400 = = r‘\:\;‘; A VB o ot e T ) Vi et i F o T R, PR < e i LS <3 o <R b TR R T i 010
semree P e N R
T~ AN D, — . - T e
0 e o e = e i e =TT = 0.00
Trav: 1 I 2 !
i] 5 10 15 20 25 20 35

Figure 2.20 : Chromatogramme Flash (gradient MeOH/H,0) de la fraction C24-25.

Tableau 2.6: Flash chromatographie de la fraction C24-25 sur colonne greffée Cg

N°lot | Fraction | Masse (mg) N° lot Fraction | Masse (mg)

1-3 C24-25-1 0.9 53 C24-25-16 3.3

4 C24-25-2 13.8 54-59 C24-25-17 28.3
5-14 | C24-25-3 30 60-61 C24-25-18 7.8

15 C24-25-4 1.6 62-63 C24-25-19 5.8
16-18 | C24-25-5 4.5 64-66 C24-25-20 14.6
19-20 | C24-25-6 3.7 67 C24-25-21 7.2

21 C24-25-7 1.3 68-75 C24-25-22 51.8
22-23 | C24-25-8 15.5 76 C24-25-23 6.7
24-28 | C24-25-9 1.3 77 C24-25-24 5.3

29 C24-25-10 5.6 78-79 C24-25-25 4.5
30-31 | C24-25-11 0.5 80-81 C24-25-26 8.2
32-38 | C24-25-12 14.9 82 C24-25-27 24

39 C24-25-13 17 83-87 C24-25-28 11.3
40-49 | C24-25-14 6 88-93 C24-25-29 16.6
50-52 | C24-25-15 5.5 94-136 C24-25-30 37.9

\ \ - o -
G i i ;
G -
" \ i/\
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Figure 2.21: CCM de purification de la fraction C24-25.

Apres cette séparation, on a obtenu le composé Pm10 (16.6mg) pur dans la fraction C24-

25-29 de cette colonne.
v' 51.8mg de la sous fraction C24-25-22 ont été chromatographie sur CLHP semi

préparative en phase inverse pour donner trois produits pures selon les figures (2.22-

2.23)

C24-25-22
51.8mg

CLHP semi preparative (Cs)

CH;CN/H,O
C24-2£-22-2 C24 f5-22-3 C24-15-22-4
T oot \ o __—‘I
v Pm7 . PmS$ :  Pm9 |
'l 257m ! I 22mg 'l 9mg
| ; 4

~—————

~—————
- —————

Figure 2.22: Schéma de purification de la fraction C24-25-22.
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Figure 2.23: CCM de purification de la fraction C24-25-22.
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Figure 2.24 : Schéma de séparation de 1’extrait acétone de Pentzia monodiana Maire.
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Chapitre III

Activités Biologiques:
antioxydante,
anticholinestérase et
antityrosinase
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III. 1. Activité Antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits/produits peut se réaliser selon plusieurs
méthodes. Au cours de cette étude nous avons choisi d’évaluer 1’activité antioxydante par

quatre tests (DPPH, ABTS, CUPRAC et test de chélation des ions ferreux).

L’ICsp montre la concentration du substrat qui cause 1’inhibition de 50% de l'activité de

DPPH'’ et ABTS"".

Les ICsy sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés, en

pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des échantillons testées.

Pour le test du CUPRAC, les résultats sont exprimés par des absorbances et comparé avec

celles du BHA et a-tocophérol qui représentent des standards d'antioxydants.

Pour le test de chélation des ions ferreux, ’EDTA (I’acide éthylene diamine tétraacétique)

a été utilisé comme un standard d'antioxydant.

Durant cette étude, nous avons testé 1’activité antioxydante des extraits acétate d’éthyle et
n-butanol de la plante Cotula anthemoides L, et des extraits Acétone et n-butanol de la plante

Pentzia monodiana Maire ainsi que les produits purs isolés de ces deux plantes.

Les solutions d’échantillons sont préparées en série de 7 dilutions a partir d’une solution

mere de S00ppm.

A partir de la solution mere (S1) (500 ppm), on a effectué des dilutions pour S2 au 1/2, S3
au 1/4, S4 au 1/8, S5 au 1/16, S6 au 1/32 et S7 au 1/64. De la méme facon, on a préparé la

gamme des concentrations des standards.

III. 1.1. Protocole du test DPPH

La méthode utilisée est celle de Blois (Blois 1958) avec quelques modifications (Oztiirk et

al., 2011).

Une solution mere de DPPH est préparée a 0.4uM (160mg dans 100mL d’éthanol ensuite
2mL de cette derniere ont été dilués avec S0mL du MeOH). Elle peut étre conservée pendant

un mois maximum a 4°C a ’abri de la lumiére.

Dans les puits de 200uL, nous introduisons 40 pL de solution d’échantillon, ou du témoin
(ac. Ascorbique, a-tocophérol ou BHA) puis 160 pL de solution DPPH a 0.4 uM. Pour chaque
échantillon (préparés en triplicates), nous préparons des puits contrdle (sans extrait c'est-a-dire

40 pL de MeOH) pour éliminer 1’absorbance propre a 1’échantillon.
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La lecture des plaques se fait a A=517 nm en mode cinétique pendant 30 minutes.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution. Celui-ci est calculé en utilisant la formule
suivante :

DPPH % d’inhibition = (A Controle — A Extrait/ A Contréle) x 100

A contrsle: Absorbance de la réaction témoin contenant du DPPH.

A Exait: Absorbance de la réaction contenant de 1’extrait /des standards.

I11. 1.2. Protocole du test ABTS

Ce test est déterminé selon la méthode de Re (Re et al., 1999) avec une 1égere

modification. (Oztiirk et al., 2011).

Une solution d’ABTS®" est le produit de la réaction de 7 mM d’une solution aqueuse
d’ABTS (9.6mg d’ABTS+2.5mL d’eau) mélangé a 2.45 mM de persulfate de potassium, le
tout est conservé dans l'obscurité et a température ambiante durant 12-16h avant 1’utilisation.
La solution obtenue est diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a

734nm.

160pL de cette solution ont été ajoutés a 40uL des différentes concentrations de chaque
échantillon, ainsi que I’antioxydant standard a-tocophérol déposé déja en triplicata sur une
microplaque a 96 puits (200pL). Apres 10 min d’incubation, 'absorbance a été mesurée a

734nm. Le témoin (Contrdle) est préparé de la méme maniere mais avec 40uL. de méthanol.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé pour chaque concentration de I’absorbance du

blanc (éthanol).

La capacité de piéger I’ABTS*"est calculée par la formule suivante :

ABTS.Jr % d’inhibition = (A Contrdle — A Extrait/ A Contréle) x 100

Ou:
A Controle: Absorbance de la réaction témoin contenant I’ABTS®".

A exuaic: Absorbance de la réaction contenant de 1’extrait /des standards.

II1. 1.3. Protocole du test CUPRAC
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Selon la méthode d’Apak (Apak et al., 2004). La capacité antioxydante de réduction

cuprique des extraits a été déterminée.

Dans chaque puits 200uL, 40uL d’extrait de chaque concentration ont été ajoutés au
mélange (50pL (10 Mm) de Cu (II) + 50uL (7.5 Mm) de neocuproine et 60uL du tampon
NH4Ac (1 M, pH=7.0)).

Apres 1h d’incubation I'absorbance a 450nm a été enregistrée.

I11. 1.4. Protocole du test de chélation des ions ferreux

e, P . 2 L , J . PN
L’activité de chélation des ions Fe*" a été mesurée en utilisant La Ferrine avec une légere

modification (Decker &Welch 1990)

40uL de différentes concentrations des extraits ont été ajoutés a: 40ul. EtOH, 40uL FeCI2
(0.2mM) et 80uL feréne (0.5mM).

Le mélange a été secoué vigoureusement et laissé a température ambiante pendant 10 min.

Apres que le mélange a atteint 1'équilibre, I'absorbance a ét€ mesurée a 562 nm.
L’activité de chélation du métal a été calculée en utilisant 1'équation suivante :

Effet du chélation du métal % = (A controle — A échantition /A controle) X100
Ou:
A conmole : €st I'Absorbance du contrdle exempt d'échantillon

A &chantillon : €St I'Absorbance d'échantillon en présence du chélateur.

I11. 2. Activité Anticholinestérase

Les activités inhibitrices de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été mesurées en modifiant 1égerement la méthode spectrophotométrique d’Ellman

et al. (1961).

Les enzymes AChE de I’anguille électrique et BChE de sérum de cheval ont été utilisés,
ainsi que I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure butyrylthiocholine ont été utilisés comme
substrats de la réaction (AChE et BChE respectivement) avec 1’acide 5,5’-dithio-bis 2-
nitrobenzoique (DTNB), pour la mesure de D’activité anticholinestérase. Pour mesurer
I’activité inhibitrice AChE, un volume de: 130 pL du tampon de phosphate de sodium (100
mM, pH = 8), 10 pL de I’extrait a différentes concentrations, et 20 pL de I’enzyme AChE
(5.32 x 10-3 U), ont été incubés pendant 15 min a 25°C, puis 20 uL de DTNB (0.5 mM) ont
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été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par I’addition de 20 puL d’iodure d’acétylthiocholine
(0.71 mM). L’analyse de D’activité inhibitrice BChE a été déterminée suivant les mémes
étapes de celles de I’AChE, en utilisant I’enzyme BChE (6.85 x 10-3 U) et le substrat chlorure
butyrylthiocholine (0.2 mM). L’hydrolyse de ces substrats a été surveillée par
spectrophotométrie de la coloration jaune de 5-thio-2-nitrobenzoate formé par la réaction de
DTNB avec la thiocholine, libérée par [I’hydrolyse enzymatique de [I’iodure
d’acétylthiocholine ou de chlorure de butyrylthiocholine. L.’absorbance a été mesurée a I’aide

d’un lecteur de microplaque a une longueur d’onde de 412 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des
vitesses de réaction d'échantillons par rapport a 1'échantillon témoin (éthanol dans du tampon

phosphate, pH 8) en utilisant la formule :

Inhibition % = (A controle — A Extrait/ A controle) X 100

Ou: Acontrole €5t 1'activité de 1'enzyme sans échantillon d'essai,

Agxirait, €St I'activité de 'enzyme avec 1'échantillon de test.

I1I. 3. Activité Antityrosinase

L’activité antityrosinase a été évaluée grace a une méthode colorimétrique basée sur la
mesure de la densité optique du dopachrome obtenu a partir de L-DOPA (substrat) sous

I’action de la tyrosinase (Ngoc et al., 2009).

La tyrosinase (T3824-50KU) isolée du champignon Agaricus bisporus, a une grande

ressemblance avec celle de I’homme (Schoot Uiterkamp & Mason 1973)

Le dopachrome (dopaquinone), indicateur de 1’activité oxydative de la tyrosinase, absorbe
la lumiere a 475nm, donc la formation de cette molécule peut étre suivie par

spectrophotométrie.

Le pH est ajusté par pH-metre a 6.8, le tampon PBS est préparé a partir d’une solution de
phosphate disodique (Na,HPO4, 12 H,O) a 0.02M et d’une solution d’acide citrique
monohydrate (CcHgO7, H,O) a 0.01M.

La L-Dopa (Sigma®) a 0.5mM dans le PBS, utilisée comme substrat de I’enzyme.
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Une solution mere de la tyrosinase a 1350 U/mL dans le PBS (conservée pendant 2 jours
dans le congélateur), la solution de test a 135 U/mL est a préparer extemporanément par une

dilution au 1/10.

Une gamme de dilution de I’acide kojique (CsHgOs, inhibiteur de référence) dans le PBS a

ImM, 0.5mM, 0.25mM, 0.125mM et 0.0625mM a été préparée.

Les échantillons: les solutions meres sont préparées dans le DMSO 10% dans I’eau pour

les produits purs (1mg/mL).

> Préparation des plaques
Dans la plaque a 96 puits, 100uL de chaque solution de composé testé (dissous dans 10%
de DMSO) a été mélangé avec 100uL de solution de tyrosinase (135 U/mL de tyrosinase
champignon dans une solution tampon de phosphate (PBS, pH 6.8)).

Apres pré-incubation a 25°C pendant 10min, 100 uL. de L-DOPA (0.5 mM, PBS pH 6.8) a
été ajouté.
Le mélange réactionnel a été incubé pendant encore 5 min a 25°C.
Le pourcentage de 1’inhibition est calculé selon la formule suivante:
% inhibition= [[(A-B)-(C-D)] / (A-B)] x 100
D’ou:
A: Absorbance a 475 nm sans produits a tester.
B: Absorbance a 475 nm sans le produits a tester et tyrosinase.

C: Absorbance a 475 nm avec le produits a tester.

D: Absorbance a 475 nm avec le produit a tester mais sans la tyrosinase.
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Partie III
RESULTATS ET DISCUSSION



Chapitre I

Elucidation Structurale des
meétabolites secondaires isolés
de Cotula anthemoides L
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I. 1. Elucidation Structurale de Cal

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou
d’un flavonol substitué en C-3, cela est confirmé par le spectre UV (figure 3.1) enregistré
dans le méthanol qui montre deux bandes d’absorption, une bande I a 350 nm et 1’autre bande

IT 2 260 nm pour le composé Cal.
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Figure 3.1: Spectre UV du composé Cal.
L’analyse par spectrométrie de masse, réalisée a haute résolution en mode électrospray
positif du composé Cal (figure 3.2), montre la présence d’un ion pseudo-moléculaire
[M+Na]" a m/z=681.0744 ce qui indique une masse moléculaire de 658, suggérant aussi la

formule brute CosH6015S.

WT-CA-G-11-7-136

[1\,{—_\]51]— 1: TOF MS ES+
261e+004
100+ 681.0744
687.0824
o1 662.0852
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668[0 94402 673363 57”913l 07911180 6&409431 6891139103900958 593113135951013 698[1168 7014133 704?579
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6680 6700 6720 6740 6760 6780 6800 6820 6840 6850 6880 6900 620 640 6960 6980 7000 7020 7040
-1.5
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Mass Calc. Mass mDa PPM DBE i-FIT Formula
681.0744 681.0738 0.6 0.9 13.5 1037.0 C26 H26 018 Na S

Figure 3.2: Spectre de masse HR-SMIE du composé Cal.
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Le spectre RMN 'H de ce composé (figure 3.3) enregistré dans CD;OD, montre la
présence des signaux caractéristiques d’un squelette de type flavonoide que 1’on peut

identifier par :

-Deux singulets d’intégration 1H chacun a dg = 6.26ppm et a dg = 6.38ppm
attribuables respectivement a H-6 et H-8. Ces signaux couplent entre eux en méta,

caractéristiques d’un cycle A d’un flavonoide substitué en C-5 et C-7.

- Concernant le cycle B, ses protons résonnent généralement entre 6.70ppm et
7.90ppm. Sur le présent spectre nous observons deux singulets a 7.43ppm et 7.85ppm
caractéristiques respectivement des protons H-3', H-6'. Ceci indique que ce cycle

aromatique est substitué en positions 2', 4’ et 5’ (Marco et al., 1988).

Le spectre montre aussi :
- Un singulet a 1.90ppm d’intégration 3H attribuable au methyl d’un groupement

acyle.

-Un doublet de doublet d’intégration 1H a 3.45ppm (J = 14.1 et 6.8Hz) correspondant
a un proton d’un CH,-SO,.

-Un multiplet a 3.56ppm d’intégration 1H attribuable au second proton d’un CH,-SO5.

- Un doublet de doublet a 5.42ppm d’intégration 1H (J = 6.5 et 4.1Hz) attribuable au
proton d’un CH-O.

On observe aussi un doublet a oy = 5.07ppm (J = 7.4Hz) caractéristique d’un proton
anomérique et des signaux entre oy =3.40ppm et Jy = 4.05ppm indiquant la présence d’une

partie osidique.

La constante de couplage (J = 7.4Hz) observée du signal du proton anomérique de Cal

suggere une liaison de configuration f entre le sucre et la génine.
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Figure 3.3: Spectre RMN-'H du composé Cal (CD;OD, 500 MHz).

Dans le spectre COSY (figure 3.4), on observe les sept protons du sucre qui couplent entre
eux avec de grandes valeurs de constante de couplage (> 7Hz). Les carbones lies a ces protons
sont attribués a 1’aide du spectre HSQC (figure 3.5). Des déplacements chimiques des protons
et des carbones correspondants sont caractéristiques d’un S-D-glucopyranoside (Abdulmagid

et al., 2008)
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H-1" [ o

i il — 5.4
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4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 ppm

Figure 3.4: Spectre COSY du composé Cal (CD;0D, 500 MHz).

o,

Les carbones de la partie aromatique et de la chaine aliphatique sont également attribués a

I’aide du spectre HSQC Jmod (figure 3.5).
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Figure 3.5: Spectre HSQC du composé Cal (CD;0D, 500 MHz).
Des corrélations sont observées entre les protons H-6', H-3' et un carbone quaternaire

oxygéné a oc = 151.1ppm qui pourrait étre que le carbone C-4'.

Un autre carbone quaternaire oxygéné dont le déplacement chimique dc est de 148.9ppm est
correle aux protons H-6" et H-3' et au proton anomérique du glucose déja identifié. Ce proton
anomérique est correle au proton H-6" dans le spectre de ROESY indiquant que le carbone
porteur du glucose et le proton H-6 sont en position ortho. Les déplacements chimiques des
carbones du cycle B sont en accord avec celui du 3'-O-f-D-glucopyranosyle luteoline en
tenant compte de la numérotation dans les deux produits (Boutaghane 2013) excépté pour le
carbone C-2' car dans notre cas il est substitué comme nous 1’avons mentionné. (Figure 3.6 ;

3.7;3.10).
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Figure 3.6: Spectre HMBC du composé Cal (CD;0OD, 500 MHz).
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Figure 3.7: Importantes corrélations HMBC (H-C) du composé Cal.
L’analyse du spectre HMBC (figure 3.9) montre que les protons méthylenes CH, résonnant
a oy = 3.45ppm et 3.56ppm correlent avec le carbone résonne a oc = 67.1ppm (C-2"") ainsi
qu’avec le carbonyle de la fonction acide a dc = 171.5ppm (C-1""). D’autre part sur le spectre
COSY (figure 3.8) une tache de corrélation entre ce proton méthyne CH-2"' et les protons

méthylénes CH,-3"" indiquent qu’ils sont vicinaux.

Ces observations ont permis de suggérer le fragment de structure suivant :

or 2 v 3

L 6"a L A o "

6"b 5 AN 4 Srg
N o R . INN N A A~ ppm

4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 ppm

Figure 3.8: Spectre COSY du composé Cal.
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Sur le méme spectre HMBC (figure 3.9) on observe aussi une tiche de corrélation entre les
protons de CHj3 resonnant a dy = 1.90 ppm (C-5") et le carbonyle a c = 171.3 ppm (C-4""),
ce dernier correle avec le proton du CH résonnant a dy = 5.42 ppm (C-2""). Ce qui permet de
placer ce groupement CH3;CO sur CH (C-2""). Le déblindage des deux protons méthylenes et
du carbone qui les porte permet de suggérer que ce dernier est lié a un hétéroatome. De la
formule brute proposée on peut déduire que le carbone C-3" est attaché au groupement

sulfonyle (SO,).

Toutes ces observations ont permis de suggérer la structure du radical R « 2""acetoxy-

3"'sulfonyl propanoic acide ».

I
464\?‘
(@) o \CH3
L' i (':/H o N
HMBC
S
H OH

Le spectre HMBC (figure 3.9) indique également le point d’attachement du groupement
« 2""acetoxy-3"'sulfonyl propanoic acide » au cycle B du flavonoide par la corrélation entre

les protons du C-3"" et le C-2".
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Figure 3.9: Spectre HMBC du composé Cal.
La stéréochimie du composé Cal est mise en évidence par les observations des effets
overhauser (rOe) a travers 1’espace obtenues sur le spectre ROESY (figure 3.10). En effet il
présente des corrélations a-axiaux entre H-1"/H-3" et H-1"/H-5" ce qui confirme la

configuration S de la partie osidique.

WI—CA—-F9—11, 7—13, & ROESY l
A PPmM
H 1 =
] _— —
% 2.0
¢ S L i
2.5
F 3.0
— ) : - Fas
ﬁ s - a0
i i a.5
_ #__J H-1"/H-6" ﬁ_~+__ ) H-1"}H 3 2.
H-1"— L = T S
\ ¢ H1"HS5" ]|} E
‘] : E 5.5
i ' 3 3
| 1 T 6.0
- I H E
: 6.5
- i =
- L 7.0
. =
: : 7.5
= = : - 5.0
| i H F as
85 80 7.5 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 ppm

Figure 3.10: Spectre ROESY du composé Cal.

Le spectre 3C montre I’attribution de tous les carbones du composé Cal (figure 3.11)
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Figure 3.11: Spectre RMN °C du composé Cal (CD;0D, 125 MHz).

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 3.1.

Tableau 3.1: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) du

composé Cal dans CD;0D.
N° pf)in On EPPIII; )(m, N° pf)?n oy ppm (m, J Hz)
2 | 1452 - 6’ 113.9 7.85 (1H, s)
3 | 1389 - Glucose en 5’
4 | 177.6 - 1" 103.0 5.07 (1H,d, J=7.4)
5 | 1629 - 2" 74.7 | 3.59 (1H, dd, J=8.9/7.4)
6 99.8 | 6.28 (1H, s) 3" 77.6 3.56 (1H, t, J=8.6)
7 | 166.1 - 4" 71.0 3.52 (1H, t, J=8.6)
8 94.7 | 6.38 (1H, s) 5" 78.3 3.60 (1H, m)
" 3.81 (1H,dd,J=12.2/4.8)
9 | 1584 i 6 622 4.00 (1H,dd,J=12.2/2.5)
10 | 105.1 - Groupe 2"'-acetoxy-1""-sulfonyl propanoic acide
, " 3.45 (1H,dd,J=14.1/6.8)
1 1254 - 1 171.5 3.56 (1H. m)
2" | 133.6 - 2" 67.1 5.42 (1H,dd,J=6.5/4.1)
3" | 119.1 | 7.43 (1H, s) 3" 57.2 -
4" | 151.1 - 4" 171.3 -
5" | 1489 - 5" 20.5 1.90 (1H, s)

Toutes ces données nous permettent de proposer pour le composé Cal, la nouvelle

structure de:

5, 7, 4'5'-tetrahydoxyflavonol

sulfonyl)]-5’-O-f-D-glucopyranoside.

-2'-[propanoic acid-(2"'-acetoxy-3""'-
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5,7, 4',5"-tetrahydoxyflavonol -2'-[propanoic acid-(2"'-acetoxy-3"'-sulfonyl)]-5'-O-4-D-
glucopyranoside (Cal)

I. 2. Elucidation Structurale de Ca2
La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’un flavone ou

d’un flavonol substitué en C-3.

L’analyse du spectre HR-SM-ESI du composé Ca2 (figure 3.12), donne trois ions
pseudomoléculaires a m/z= 470.9 [M+Na]*, a m/z= 918.9 [2M+Na]" et m/z= 486.9 [M+K]" ,

caractéristiques a la formule brute C;H20O1;.

WT-Ci-Fa=11, 14=28, 6 i E=
[I\I 1 Na] 1: TOF MS ES+
05 4709 4.TZed
|
|
411 .0
486.9
a49.0 | +
[2M+Na]
S18.9
2250 AaT.a o19.9
|
201 .0 3350 353.1 | Gesw s 700.8747.0 aa34.8
| 286.9- 5950 2540 | J ! BaZ.8 szz8 | TEZ.9 | s2s.e rosa
4 .
o bl aide 4 L - e
il L] AN C{aln] SO0 SO0 LoD 200 ann 10400

Figure 3.12: Spectre de masse HR-MS -ESI du composé Ca2.

Le spectre RMN "H du composé Ca2 (figure 3.13) montre les six signaux des six protons

caractéristiques de la lutéoline :

- Deux doublets couplent entre eux en méta (J =1.8Hz), intégrant chacun pour

1H a dy = 6.53ppm (H-6) et oy = 6.83ppm (H-8).
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- Un doublet résonne a oy = 7.43ppm (J =1.8Hz) et un doublet de doublet a oy
=7.46ppm (J =8.2 et 1.8Hz) respectivement diis aux protons H-2' et H-6" et un doublet
da a H-5" apparaissant a oy = 6.93ppm (J =8.2Hz).

- Un singulet observé a oy = 6.64ppm est dii a la résonnance de H-3.

L’apparition d’un doublet a oy = 5.09ppm (J =7.0Hz) caractéristique d’un proton
anomérique et des signaux entre dy =3.40ppm et dy = 4.00ppm indiquent la présence d’un

sucre.

La constante de couplage (J = 7.0Hz) observée pour le proton anomérique de Ca2 suggere

une liaison de configuration f entre le sucre et la lutéoline.

H-6"b Ho6"a H-3[! Ha" ||/

v, \
Vi | \
H-S" nA i \
1 ! 1 Eoald ==L I l\\'_\ 1 / \
ar [ P, SN \
P Ao | PR / N
2. W £ LS . L. o S S i R —
T — T T T T T T T T T T T T T
4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 375 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 3.35 ppm

Figure 3.13: Spectre RMN 'H du composé Ca2 (CD;0D, 500 MHz).
On observe dans le spectre COSY (figure 3.14) les protons du sucre qui couplent entre eux
avec de grandes valeurs de constante de couplage (> 7Hz). Leurs déplacements chimiques

ainsi que les déplacements de leurs carbones (figure 3.16) sont caractéristiques d’un glucose

(Agrawal 1989).
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Figure 3.14: Spectre COSY du composé Ca2 (CD;0D, 500 MHz).
La corrélation observée sur le spectre HMBC (figure 3.15) entre le proton anomérique H-

1" et le carbone C-7 confirme que le glucose est attaché a la génine en position 7.

WT-CA-F9-11,14-28, 6 HMBC H-1"

ash- P

— -

e

R

- -

-, -

- - — rTeo
C-7 e " --— )—; “ow
H-1""/C-7§ -~

-re

B

Figure 3.15: Spectre HMBC du composé Ca2 (CDs;0OD, 500 MHz).

WT-CA-F9-11,14-28,6

C -3<C\-2 " B
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c3/C8 C 5\
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- v T v v
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Figure 3.16: Spectre RMN'*C du composé Ca2 (CD;0D, 125 MHz).
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La combinaison des spectres HSQC (figure 3.17) et HMBC (figure 3.15) permet

I’attribution de tous les carbones. Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN

du 'Hetdu °C (figure 3.16) sont dressés dans le tableau 3.2.

WT— A —F S—1 1

1A—28, &

HSOQ

] .
m-s f | ]}f[ﬁ}
H-2' _ - H-6 w H-3%
. H-5° H 1 . . g i
e m S e
ot _—— =100
-0t — — B0
. 6" a”
65
C-4r 47 70
C-2= 2
% E'H ——— s
=t E E
k a0
1 &8s
3 a0
C- 8 g ] os
5 9
C-3 —rt -3
‘{ 105
] 110
-2 ] -2 -
C-55 . - 115
- ﬁ'_: =i’ 120
7.0 5.5 .0 S. .0 3.5 4.0 3.5 PERrm

Figure 3.17: Spectre HSQC du composé Ca2.
Tableau 3.2: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) du
composé Ca2 dans CD;0D (Orhan et al., 2012).

0 0 )
N° dc pp(I:n Oy ppm (m, (mH 5)1;{12) N oc pp(I:Il Oy ppm (m, Jog ppm (m,
ppm (ref) JHz) &re f) ° ppm (ref) JHz) JHz) (ref)
2 | 1655 | 165.5 - - 3" | 149.9 | 146.5 - -
3 | 102.8 | 103.8 6.63(1H, s) 6'73s§1H’ 4’ | 154.7 | 150.6 - -
4 | 182.7 | 182.6 - - 5| 1154 | 116.7 | 693 (1H,d,8.2) | 6.88 (1H,d,8.4)
7.46 7.42
- - ’
5 | 161.5 | 161.8 6’ | 119.1 | 119.9 (1H.dd8.2/1.8) | (1H.dd.8.4/2.1)
6.53 6.42
6 99.8 | 100.2 (1H.d.1.8) (1H.d.1.8) Glucose en 7
7 | 1634 | 163.6 - - 1" | 100.3 | 100.5 | 5.09 (1H,d,7.0) | 5.05(1H,d,7.3)
8 | 947 | 954 | 6.83(1H.d.1.8) (11{6';71 g | 27| 33 | B38| 3510Hm 3&;‘1‘{‘116)3
9 | 157.6 | 157.6 - - 3" | 76.5 77.0 3.53 (1H, m)
10 | 105.7 | 106.0 - - 4" | 69.9 | 70.2 3.44 (1H,1,9.2)
1’ | 122.1 | 122.0 - - 5" | 77.0 77.8 3.57 (1H, m)
3.75
, 7.43 7.39 " (1H,dd,12.1/5.6) 3.69
20 129 A2 sy | amdrsy | 67| 611 | 613 3.96 (1H,dd,10.2/-)
(1H,dd,12.1/2.0)

Ces données sont en accord avec celles de la littérature (Orhan et al., 2012) permettent

d’identifier la structure du composé Ca2 comme étant : Lutéoline-7-0-f-D-glucopyranoside

85




Lutéoline-7-0-p-D-glucopyranoside (Ca2)

I. 3. Elucidation Structurale de Ca3

L’analyse du spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS du composé Ca3 (figure 3.18),
révele deux ions pseudo-moléculaires a m/z 617.0 [M+Na]" (calculé 617.0 et m/z 595.0
[M+H]", caractéristiques des flavonoides C-glycosides. En soustrayant la masse de

I’apigénine (270 uma), il reste 324 uma (2 x 162 uma) soit 1’équivalent de deux hexoses.

WT-CA-FO-11, 14-23, 3 I_N +
[h'- 2 a] 1: TOF pMS ES-
100 B817.0 4, B0a3
|
|
|
1
a18 .0
|
BB1.O 4851 [I'I.'I_H]_
335.0 S505.0 8330
— S
2581 AB1.7 | #839.0 3.0 1211.1
T : 7rO0 12121
[+ T S TR Ll S — W
200 400 GO0 nO0 1000 1200 1400 1600

Figure 3.18: Spectre HR-ESI-MS du composé Ca3.

L’examen du spectre RMN 'H (figure 3.19) montre la présence d’un ensemble de signaux

caractérisant un apigénine reconnaissable par :

- Un singulet d’intégration 1H & oy = 6.65ppm attribuable a H-3, ce qui confirme

la structure d’un apigénine.

- Un systeme A,X; caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau
B, ainsi les doublets a oy = 7.98ppm et oy = 6.98ppm (J = 8.8Hz) d’intégration 2H

chacun sont attribuables a H-2',6' et H-3',5' respectivement.

Sur le méme spectre on remarque la présence de deux signaux sous forme des doublets a
5.05ppm et 5.07ppm avec une constante de couplage (J = 9.8Hz) caractérisant de deux

protons anomériques de deux sucres ainsi que les autres signaux de ces sucres entre oy =
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3.40ppm et oy = 4.20ppm. L’absence des autres signaux dans la zone du champ déblindé

c'est-a-dire des protons aromatiques indique que le cycle A hexasubstitué.

3'+5’ NS Partie osidique

t
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figure 3.19: Spectre RMN 'Hdu composé Ca3 (CDs;0OD, S00MHz).
Le spectre RMN Be (figure 3.20) montre des singulets a oc = 160.6 ; 162.8 ; 157.9 et
105.7ppm caractéristiques respectivement des carbones C-5, C-7, C-9 et C-10 du cycle A de

I’apigénine.
WI—CA-FS-1,14-28,3
CoaAaCEST
“° C-10
C-7 oy B ol -

C-4 C-2 C-A ~ o C-9 -2 c-1 C_Gc&%f 3

. b n I J.._.L ey b Jj_,‘,.m

T T T T T T

185 120 175 170 165 160 Ippm ) bl e T 110 ppm

s C

| o 67
7‘0 SIS SID 5‘5 Ppm

W!"W[UJWJJJ "'»)Lu

5

Figure 3.20: Spectre RMN °C du composé Ca3 (CD;0D, 125MHz).
Les protons des sucres sont identifiés par 1’analyse du spectre COSY (figure 3.21) qui
permet d’identifier que les deux sucres sont des glucoses en se basant sur les valeurs des

déplacements chimiques et des constantes de couplages de ces protons.
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Figure 3.21: Spectre COSY du composé de la partie osidique du composé Ca3.
Les déplacements chimiques blindés des carbones portant les protons anomériques
obtenues par I’analyse de I’expérience HSQC (figure 3.22) indiquent celle d’un groupement
CH 1i€ a un seul atome d’oxygene, ce qui suppose que la jonction génine-sucre est une liaison

de type C-C.

;:;_;a—?w—;,;u—_,—.; Frr5e ,”ly |l P o 37 on
26" 3 17" n S 672 G6"b | w3’
=
A | I, [R— ——”"’/ g~ 2 " ppm
e
- 104 =1
4 5;_ sz
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F"a §"h s
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L:1:3
110
11z &3
114 1 TO
-
118 = an - 2
— - = - =
118 - E=1 = .-E.
§ 1 - 2 T4
& 120‘1”? ‘I.a
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i 122 3 -
'1 124 37 e
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p-. 1”—4-{; 5”5
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Figure 3.22: Spectre HSQC du composé Ca3.

Sur le spectre HMBC (figure 3.23), vu la valeur des déplacements chimiques du C-6
(107.9ppm) et C-8 (106.0ppm) la substitution du C-6 et C-8 par des glucoses via une liaison
C-C est confirmé d’une part par des corrélations observées entre le proton anomérique a
op=5.05ppm (H-1") et les carbones C-7 (162.8ppm) et C-5 (160.6ppm) et d’autre part par le
proton anomérique a oy=5.05ppm (H-1"") avec les carbones C-7 (162.8ppm) et C-9 (157.9

ppm).
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Figure 3.23: Spectre HMBC du composé Ca3.

Par ailleurs, 1’analyse de 1’ensemble des spectres (RMN IH, 13 C, COSY, HSQC, HMBCO)

ainsi que la comparaison avec la littérature ont permis de faire toutes les attributions des

signaux (tableau 3.3).

composé Ca3 dans CD;0D (Lu & Foo 2000).

Tableau 3.3: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Be (150 MHz) du

dc dc
oc Jg ppm (m Jg ppm Jc oy ppm (m
N° m ’ N° m | o m (m, JHz ’
ppm I() r% f) JHz) (ref) ppm I()rlz:f) u ppm ( ) JHz) (ref)
2 166.8 | 164.1 - - Glucose en 6
" 5.05 (1H, d, 476 (1H, d,
3 | 103.8 | 102.9 6.65 (1H, s) 6.59 (1H,s) | 1 75.1 | 74.3 7=9.8) J=9.8)
" 4.17 (1H, t, 3.86 (1H, t,
4 | 1843 | 182.3 - - 2 73.1 | 71.9 J=8.8) J=8.7)
5 | 160.6 | 159.6 - - 3" | 79.1 | 78.7 3.59 (1H, m) 3.32 (1H, m)
6 | 107.9 | 108.5 - - 4" | 724 | 70.3 3.69 (1H, m) 3.32 (1H, m)
7 | 162.8 | 162.8 - - 5" | 83.0 | 81.4 3.48 (1H, m) 3.30 (1H, m)
3.98 (1H, dd, 3.58 (1H, dd,
J=11.9/7.8) J=11.9/7.8)
- - "
8 | 106.0 | 104.8 6 63.0 | 61.1 3.80 (1H. d, 370 (1H. d,
J=17.8) J=11.0)
9 157.9 | 1552 - - Glucose en 8
5.05 (1H, d, 4.88 (1H, d,
- - "ne
10 | 105.7 | 103.6 1 76.2 | 74.5 7=9.8) J=9.8)
3.68 (1H, t, 3.86 (1H, t,
4 _ _ "
1 1234 | 122.0 2 73.8 | 71.9 J=8.7) J=8.7)
7,98 (1H, d, 7.92 (1H, d,
’ "”r
2 130.2 | 1289 J=8.8) 7=8.7) 3 80.3 | 79.1 3.58 (1H, m) 3.38 (1H, m)
, 6,98 (1H, d, 6.91 (1H, d, "
3 117.0 | 116.3 7=8.8) 7=8.5) 4 70.9 | 70.8 3.60 (1H, m) 3.42 (1H, m)
4' | 1629 | 161.4 - - 5" | 82.6 | 81.8 3.52 (1H, m) 3.35(1H, m)
3.58 (1H, dd,
, 6,98 (1H, d, 6.91 (1H, d, " J=11.9/7.8)
5 117.0 | 116.3 J=8.8) 7=8.5) 6 61.7 | 61.5 3.90 (2H, m) 376 (1H. d,
J=11.0)
, 7,98 (1H, d, 7.92 (1H, d,
6 130.2 1 1289 J=8.8Hz) J=8.7Hz)
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Le composé Ca3 est identifié comme étant le Vicenin-2 : Apigenin-6,8-di-C-f-D-

glucopyranoside (LLu & Foo 2000)

Apigenin-6,8-di-C-f-D-glucopyranoside (Vicenin-2) (Ca3).

I. 4. Elucidation Structurale de Ca4

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.24) montre un ion

pseudo-moléculaire a m/z 463.0889 [M+H]" (calculé 463.0889) qui correspond a la formule

brute C,1H;3015.
WLCAFO11 7137
y 1. TOF MS ES+
[M+H]’ 1540400
w0 463.0884

|
i

|
n

|

|

[M-glucoronic acid +H]™ g5 e
5010472 5611213

287.0541 300 0460 5020772

; | s MO0 20wt | aars a1 @_ﬁrﬁq

150 20 20 300 350 400 450 500 560 600 650 100 750 800 B50 800

(G201 B6I0644GR1 1063 7514920  831.1836

Figure 3.24: Spectre HR-ESI-MS du composé Ca4.
L’examen du spectre RMN 'H (figure 3.25), enregistré dans CD;OD, montre la présence

des signaux caractéristiques de la lutéoline :

- Un singulet observé a oy = 6.64ppm d’intégration 1H dii a la résonnance H-3.

- Deux doublets couplent entre eux en méta (J = 1.8Hz), intégrant chacun pour

1H 2 6.52ppm (H-6) et 6.8 1ppm (H-8).
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- Un doublet résonne a oy= 7.46ppm (J = 2.1Hz) et un doublet de doublet a
oy=7.43ppm (J =8.2 et 2.1Hz) respectivement dues aux protons H-2' et H-6', un
doublet due a H-5" apparaissant a dy = 6.93ppm (J = 8.2Hz) dont les constantes de

couplages indiquent qu’ils forment un systéeme ABX sur le cycle B de la luteoline.

Une partie osidique caractérisée par un proton anomérique a oy = 5.20ppm ainsi que les

autres signaux du sucre entre oy = 3.50ppm et oy = 4.44ppm.
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Figure 3.25: Spectre RMN 'H du composé Ca4 (CD;0D, 500MHz).
Les cinq protons de la partie osidique sont identifiés par 1’analyse du spectre COSY (figure
3.26) combinée avec HSQC Jmod (figure 3.27) qui permettent d’identifier que le sucre est un

glucuronic acide. Ce dernier est confirmé par 1’ion moléculaire a m/z 287.0541 [M-

Glucuronic acid+H]" dans le spectre de masse (figure 3.24).
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Figure 3.26: Spectre COSY du composé Ca4.
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Figure 3.27: Spectre HSQC Jmodulé du composé Ca4.
Le reste des signaux des carbones (figure 3.28) est attribué a 1’aide de 1’analyse du spectre

HMBC (figure 3.29)

WIT-CA-F9-11,7-13,7 Jmod

T T T T T T T T T T T T T T
185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 pPpm

Figure 3.28: Spectre RMN *C-J modulé du composé Cad (CD;OD, 125MHz).

La corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1" de 1’acide
glucuronique et le carbone C-7 confirme que 1’acide glucuronique est attaché a la génine en

position 7 (figure 3.29).
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Figure 3.29: Spectre HMBC du composé Ca4.

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones du composé Ca4 sont

dressées dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Be (125 MHz) du
Composé Ca4 dans CD3;OD (Iwashina et al., 2011).

0
. dc dcppm duppm | oy ppm (ref) . oc ¢ du ppm (m, du ppm(m,
N ppm (ref) (m, JHz) pyridine-d N ppm ppm JHz) JHz) (ref)
’ ’ (ref) pyridine-ds
2 163.1 165.6 - - 3’ 145.5 | 147.5 - -
3 102.8 104.0 6'645)(1H’ 6.82 (1H, s) 4’ 149.8 | 151.6 - -
, 6.52 (1H, d, 7.26 (1H, d,
4 182.5 183.1 - - 5 1154 | 116.9 J=8.2) J=8.3)
7.43 (1H, dd, 7.51 (1H, dd,
- - ’
5 159.5 162.1 6 119.1 | 120.0 J=8.2/2.1) 7=8.3/1.5)
6.52 (1H, 6.77 (1H, d, L
6 99.6 100.9 d. J=1.8) J=2.1) Glucuronic acid
5.20 (1H, d, 5.73 (1H, d,
- - ”
7 161.6 164.2 1 100.0 | 101.8 J=) J=12)
6.81 (1H, | 7.04 (1H, d, ., 4.24 (1H,
8 94.6 95.6 d. J=1.8) J=1.7) 2 72.9 74.5 3.56 (2H, m) m)
- - 144
9 157.5 158.1 3 75.7 77.8 TR 432 QH. 1,
_ _ " . s b —
10 | 105.8 104.0 4 71.5 73.5 7=9.3) J=8.8)
, ., 413 (1H,d, | 454 (1H, ¢,
1 122.1 122.8 - - 5 75.3 76.5 7=9.3) J=8.4)
, 746 (1H, | 7.82(1H,d, ., ] ]
2 112.9 114.5 d, J=2.1) J=2.3) 6 165.5 | 174.7

Toutes ces données nous permettent de proposer pour le composé Cad, la structure connue

de : luteoline-7-O-f#-D-glucuronopyranoside (Iwashina et al., 2011).
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OH

HO
HO
OH

luteoline-7-O-f-D-glucuronopyranoside (Ca4)

I. 5. Elucidation Structurale de Ca5

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS -ESI (figure 3.30) montre deux
ions pseudo-moléculaires a m/z 487.0848 [M+Na]* (calculé 487.0848 et m/z 465.1031

[M+H], qui correspondent a la formule brute C,;H0015.

WT-CA-F9-11.28-20
FINTA T+ 1: TOF M§ ES#
[M tN Ei] 14664003

100 447.0848

[E\I_H]- 5030616
4551031

| p
p 504.0684 i
303.0500 138.4166 eangy 4111924 466.1057 £53.1990 577.1636 2
97314977 meapase. 3250471991166 388 4072 o 4552356 500,0800539.1245 619.1404

0 m

260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620

487.0848 487.0852 -0.4 -0.8 1.5 i.2 Cil Hi0 Qld Ka

Figure 3.30: Spectre HR-ESI-MS du composé CaS.

L’examen du spectre RMN 'H (figure 3.31), enregistré dans CD;0OD, montre la présence

des signaux caractéristiques d’un lutéoline que I’on peut identifier par :

- Un singulet observé a oy = 6.58ppm d’intégration 1H di a la résonnance de H-

- Un systeme ABX sur le cycle B révele par un doublet résonne a oy = 7.40ppm
(J = 2.2Hz) et un doublet de doublet a oy=7.42ppm (J =8.1 et 2.2Hz) respectivement
dlis aux protons H-2' et H-6', un doublet dii a H-5" apparaissant a oy = 6.91ppm (J =
8.1Hz).

- Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a dyg = 6.99ppm
attribuable soit a H-6 soit a H-8, indiquant ainsi la substitution du cycle A en positions

5,6 et 7 ou bien 5,7 et 8.
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Une partie osidique caractérisée par le proton anomérique oy = 5.07ppm (J = 7.4Hz) ainsi

que les autres signaux de ce sucre entre oy = 3.42ppm oy = 4.50ppm.

7.2 7.1 7.0 6.9 5.10 ppm
;;\‘
S\
T H-3 | ' |
H-6b” H-6a" i b ou H-4 | A
! 1 l‘ rl rl |‘ 1 H_S T : ' (1 \
1 L, L JUotgt I A n oo Tyas |
[ a 1 A A A Al N I ,’-ldl\/l,' Ly Y e "
M T SRR S S | V) 0. 5 L [V = R PRI .]
T T T T T T T T T T T T T T
4.00 3.95 3.80 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60 3.55 3.50 3.45 3.40 ppm

Figure 3.31: Spectre RMN 'H du composé Ca5 (CD;0D, 500MHz).
Le sucre est identifié en tant que glucose a partir du proton anomérique et I’analyse du
spectre COSY (figure 3.32) qui permet de mettre en évidence la présence de sept proton d’un
hexose, la grande valeur de la constante de couplage (>7Hz) révele qu’il est axial,

caractéristique d’un S-D-glucopyranose (Aquino et al., 2002).

WI—CA—F9—11, 28—29 CC:S‘{ i
]
/

— *_‘.{7 {

S.0 4.8 4.6 a.4a a4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

Figure 3.32: Spectre COSY du composé CaS.

Les carbones respectifs aux protons du glucose ainsi que ceux de la partie aromatique, sont
attribués a 1’aide du spectre HSQC (figures 3.33, 3.34). En particulier, le proton H-6 ou H-8
est correle au carbone résonnant a oc = 95.7ppm caractéristique du carbone C-8. De plus, les
carbones C-5, C-7 et C-9 résonnant dans les champs blindés a dc =147.9 ; 152.7 et 151.3ppm

respectivement est en accord avec un cycle 5, 6,7-trihydroxylé.
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Figure 3.33: Spectre HSQC Jmodulé de la partie osidique du composé Cas.
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Figure 3.34 : Spectre HSQC Jmodulé de la partie génine du composé CaS.
Sur le spectre HMBC (figure 3.35) le proton H-8 donne deux taches de corrélations H-C

avec deux atomes de carbones oxygénés.

Une tache de corrélation est observée entre le proton H-8 et un carbone quaternaire

oxygéné a oy = 131.8ppm qui ne peut étre que le carbone C-6 (Lu & Foo 2000).

Ce méme spectre (figure 3.35) montre une corrélation entre le carbone C-7 et le proton

anomérique H-1" du glucose. Ceci confirme la fixation de la partie osidique en position 7.
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Figure 3.35: Spectre HMBC du composé CaS.
Le spectre RMN >C montre I’attribution de tous les carbones du composé Ca5 (figure

3.36)

WT CA-F9 11, 28—29 Jmod
<7
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Figure 3.36: Spectre RMN *C-Jmodulé du composé Ca5 (CD;0D, 125MHz).
Le composé CaS est identifié comme étant le 6-Hydroxyluteolin-7-O-f-D-

glucopyranoside (I.u & Foo 2000).

OH
OH

OH
HO
HO O (0}
OH
HO

OH O

6-Hydroxyluteolin-7-O-f-D-glucopyranoside (Ca$)
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Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 3.5.

Tableau 3.5: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du
composé CaS dans CD;0D (L.u & Foo 2000).

o | Oc | dcppm | Oy ppm (m, o oc | dcppm | Jyppm (m,
N ppm ref JHz) og ppmref | N ppm ref JHz) o ppmref
2 | 166.8 | 164.6 - - 3’ 147.0 | 146.1 - -
3 11035 ] 102.9 6.58 (1H,s) | 6.69 (1H,s) | 4’ 151.3 150.3 - -
6.91 (1H,d, | 6.90 (1H, d,
- - ’
4 | 1843 182.6 5 116.7 116.3 J=8.1) J=6.8)
7.42 (1H,
5 | 147.9 | 1469 - - 6 | 1204 | 1193 dd, 7'4}_(7151)’ d
J=8.1/2.2) =
6 | 131.8 | 130.8 - - Glucose en C-7
., 5.07 (1H,d, | 5.01 (1H, d,
7 | 1527 | 151.7 - - 1 102.6 101.3 J=7.4) J=5.6)
8 | 957 | 944 6.99 (1H,s) | 6.97 (1H,s) | 2" | 747 | 73.6 | 3.61 (1H, m)
9 | 1513 149.4 - - 3 77.5 77.6 33:5495((111;, ntl) 390344
10 | 107.4 | 106.2 - - 4" | 714 | 700 sy | GHm
1’ | 1237 ] 1220 - - 5" 78.6 76.2 3.51 (1H, m)
3.76 (1H,dd,
7.40 (1H, d, J=12.2/6.0)
’ 4 -
2" | 1142 | 113.8 J=2.1) 740 (1H,s) | 6 62.5 61.0 3.99 (1H.dd,
J=12.2/2.2)

I. 6. Elucidation Structurale de Ca6

Une grande similitude est observée entre les spectres RMN 'H (figure 3.37) et *C-Jmodulé

(figure 3.38) du composé Cab et ceux du composé Cal. On retrouve tous les signaux

N

caractéristiques du composé Cal : les deux singulets des H-6' et H-3" a oy = 7.70 ppm et oy =

6.54ppm respectivement, les deux doublets d’intégration 1H attribuable a H-6, H-8 résonnant

a o0y = 6.18ppm, dy = 6.51ppm (J= 1.8Hz) respectivement. Le spectre RMN '"H montre

également les signaux des protons du glucose.

La différence réside en la disparition des signaux des protons du radical substitué en C-2’

« 2"'-acetoxy-3""-sulfonyl propanoic acide » du composé¢ Cal (CH;3 a 1.90 ppm (3H, s) et

CH,-SO; a 3.45ppm-3.56ppm). Cela indique que le cycle B est substitué¢ en position 2’ par un

hydroxyle, ainsi que I’apparition d’un singulet d’intégration 1H du proton H-3 a Juy=

7.05ppm.
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Figure 3.37: Spectre RMN 'H du composé Ca6é (DMSO, 500 MHz).

WITI-CA—-F39—11, 30—32, 7 Jdmod

G5 Cc-1'C-10 Cc-6"

Figure 3.38: Spectre RMN "°C Jmodulé du composé Ca6 (DMSO, 125Hz).

L’attribution complete des signaux a été réalisée par 1’analyse des corrélations homo-

nucléaires COSY (figure 3.39), hétéronucléaires HSQC (figure 3.40), HMBC (figure 3.41,
figure 3.42) et ROESY (figure 3.43).
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Figure 3.39: Spectre COSY du composé Ca6.
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Figure 3.40: Spectre HSQC du composé Ca6.
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Figure 3.41: Spectre HMBC du composé Ca6.
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Figure 3.42: Spectre HMBC du composé Caé (partie étalé 3.2-5.5 ppm).
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Figure 3.43: Spectre ROESY du composé Caé.
Tableau 3.6 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du
composé Ca6 dans DMSO (Marco et al., 1988).

o| bc dc | OwPpM | dmPPM | |5 | 5 hpm | gy ppm (m, | du ppm (m, J

N ppm ppm (m, J (m, J N ppm ref J Hz) Hz) ref
ref Hz) Hz) ref
2 | 161.8 | 161.6 - - 3" | 1047 | 1044 | 6.54(1H,s) | 6.51(1H, s)
3 107.6 | 107.4 7'058()1H’ 7'038()1H’ 4" | 1545 | 1542 - -
4 | 182.3 | 182.1 - - 5" | 139.7 | 139.5 - -
5 161.7 | 161.2 - - 6' | 116.6 | 116.5 | 7.70(1H,s) | 7.67(1H, s)
6 990 98 8 6.18(1H, | 6.15(1H, Glucose en 5' (Gawronska-Grzywacz & Krzaczek
' ' d,J=1.8) | d,J=2.0) 2009)
" 4.69(1H,d,J | 4.66(1H,d,J=
7 | 1644 | 164.1 - - 1 103.6 | 101.0 ~7.0) 7.3)
8 94.5 94.4 6.51(1H, | 6.49(1H, 2" | 73.8 73.1
d,J=1.8) | d,J=2.0) 315- 390
9 | 157.7 | 157.6 - 3" | 763 76.3 ‘ ol
3.42(1H, )

10 | 103.9 | 103.8 - 4" | 702 | 694 (TH.m) 11 3.50(1H.m)
1’ | 108.0 | 107.8 - 5" | 717 77.1

, " 3.70(1H,br | 3.70(1H,brd,
2 152.0 | 151.9 - 6 61.3 60.5 d.J=12.0) J=10.1)
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Le composé Cab est identifié comme étant I’Isoetin-5'-O-#-D-glucopyranoside (Marco et

al., 1988 ; Gawronska-Grzywacz & Krzaczek 2009).

OH

Isoetin-5"-O-f-D-glucopyranoside (Ca6)
I. 7. Elucidation Structurale de Ca7

L’analyse du spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS du composé Ca7 (figure
3.44), révele deux ions pseudo-moléculaires a m/z 325.0 [M+Na] * (calculé 325.0) et m/z
627.1 [2M+Na]" qui correspondent a la formule brute C;3H;5Os.

WT.CAFRT, 4.6 1 3 -
1SBR33 13 (0.242) Cm (10:26) [LI*Na] 1. TOF MS ES»
100 3250 7.8303

[2MNa]

341.0

2421
212.0 o
280.1 3031 44 e 6281
455.0 o 2% 643.1
5 | 7153
o D . bl ) T miz
100 150 200 2500 200 200 400 “4 50 200 550 000 050 700 TO0

Figure 3.44: Spectre de masse HR-MS —ESI du composé Ca7.

L’examen du spectre RMN-'H (figure 3.45) montre la présence des signaux

caractéristiques d’un cycle benzene 1, 2, 4-trisubstitué que I’on peut identifier par :

- Deux doublets d’intégration 1H chacun a oy = 6.83ppm (J = 2.6 Hz), a oy = 6.71ppm
(J/ = 8.6 Hz) et un doublet de doublet d’intégration 1H a oy = 6.61ppm (J = 8.6/2.6Hz)
attribuables respectivement a H-3, H-6 et H-5.

- Un singulet d’intégration 3H a oy = 3.85ppm attribuable a un groupement méthoxyle.
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- Un doublet d’intégration 1H a oy = 4.76ppm (J = 7.3Hz) attribuable a un proton

anomérique.
OCH;
) ) Partik osidique
| f : I| "
| [ | / f "l
) it |/ 7
H-3 H-1
H-5
| J;__J&_‘J
S _ _ N (=ls) =l

Figure 3.45: Spectre RMN-'H du composé Ca7 (CD;OD, 500 MHz).

Les protons du sucre sont attribués a partir de son proton anomérique et 1’analyse du
spectre COSY (figure 3.46) permet de mettre en évidence la présence de sept protons d’un
hexose et la grande valeur de la constante de couplage du proton anomérique (>7Hz) de révele

qu’il est axial, caractéristique d’un S-D-glucopyranose.
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Figure 3.46: Spectre COSY du composé Ca7 (CD;0D, 500 MHz).

Les carbones respectifs aux protons du sucre ainsi que ceux de la partie aromatique, sont

attribués a 1’aide du spectre HSQC (figures 3.47).

La combinaison des données spectrales du spectre COSY avec les déplacements chimiques

des carbones de I’hexose suggere la présence du glucose.
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Figure 3.47: Spectre HSQC du composé Ca7 (CDs;0OD, 500 MHz).

Le spectre HMBC (figure 3.48) montre que les carbones quaternaires C-4 (oc =
152.8ppm), C-2 (dc = 149.6ppm), C-1 (oc = 143.0ppm) corrélent en 2JH_C et en 3JH_C avec les
protons H-3, H-5, H-6 ce qui suggere la formation d’un cycle a 6 (figure 3.49).
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Figure 3.48 : Spectre HMBC étalé du composé Ca7 (CD;0D, 500 MHz).

Figure 3.49: Importantes corrélations HMBC (H-C) du composé Ca7.
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On remarque sur ce méme spectre HMBC (figure 3.50) que le groupement méthoxyle
correle avec le carbone C-2 (d¢c = 149.6ppm) indiquant que ce carbone est substitué par le

méthoxyle.

On observe aussi des taches de corrélations C-H entre le proton H-1" du glucose et le

carbone C-4 du benzene qui est déblindé indiquant sa substitution O-f#-D-glucopyranoside.

i T F o HMBC _ OCH.

H-3H-G, . jF H-1' Jl
s o I LJ . o m | ppm
s . . so
- - 70
— — — 80
; @0
c3f - 100
C-3 4 E- 110
E 120
E 130
C-1 P ——— E 140
E—_i - : \f::flr'naf("—l ; 150
H-1'/[C4 E Leo
5.5 &.0 5.5 5.0 4.5 3.0 3.5 PPRm

Figure 3.50: Spectre HMBC du composé Ca7 (CD;0D, 500 MHz).

Le spectre ROESY (figure 3.52) confirme la fixation de la partie osidique en position 4 par
les taches de corrélation entre le proton anomérique H-1' et les protons H-5 et H-3, ainsi que
la fixation du méthoxyle en position 2 par la corrélation entre le méthoxyle et le proton 3

comme suit (figure 3.51):
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Figure 3.52: Spectre ROESY du composé Ca7 (CD;0D, 500 MHz).

Le spectre °C-Jmodulé montre 1’attribution de tous les carbones du composé Ca7 (figure

3.53)

WT-CA-—F&E—T, 4= 6, 3 Jmo

6 G5
G

160 15O 1a0 130 120 110 160 B0 a6 70 co 5O pom

Figure 3.53: Spectre *C-Jmod du composé Ca7 (CD;OD, 125 MHz).

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 3.7.
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Tableau 3.7: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "°C (125 MHz) du

composé Ca7 dans CD3;0D (Inoshiri et al., 1987).

N° Jdcppm Jc ppm réf ouppm (m, J Hz) Jdgppm (m, J Hz) réf

1 143.0 141.2 - -

2 149.6 147.7 - -

3 103.8 102.4 6.83 (1H, d, 2.6) 7.16 (1H, d,2.5)

4 152.8 150.6 - -

5 110.0 107.9 6.61 (1H, dd, 8.6/2.6) 7.15 (1H, d, 8.0)

6 116.0 115.1 6.71 (1H, d, 8.6) 7.05 (1H, dd, 8.0/2.5)
OCH; 56.4 554 3.85 (1H, s) 3.71 (1H, s)

1 103.6 101.6 4.76 (1H, d, 7.3) 5.55(1H, d, 7.0)

2’ 75.0 73.2

3 782 769 3.37-3.47 (4H, m) 4.29-4.45 (3H, m)

4' 71.6 69.9

5 78.1 76.6 4.12 (1H, br s)

6 62.7 60.8 6'a:3.71 (1H, dd, 12.0/5.8) 6'a :4.40 (1H, dd, 10.0/5.0)

' ) 6'b:3.92 (1H, dd, 12.0/2.1) 6'b :4.59 (1H, brd, 10.0)

Le composé Ca7 est identifié comme étant le tachioside : Methoxyhydroquinone-4-O-f-

D-glucopyraneoside (Inoshiri et al., 1987).

Tachioside : Methoxyhydroquinone-4-0-f-D-glucopyranoside (Ca7).
I. 8. Elucidation Structurale de Ca8

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure 3.54) montre une masse égale a

323.1 correspondant 2 [M+Na]* donnant la formule brute C13H;¢Os.

WT-CA-FG-7, 7-10, & I\I_\' +
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100 3231 B G
2657
|
|
|
171 I924.9 aza.2
=206 ] 402.2 4 -
az.q 3BE.1 4133 BO7.2 5.2
| y . Ban.z |Gan. 3
17,1 i | B4, ] a17.0 014 - G811 T 7O 2
=18.1
127.1 | |I , | | \
P I B [T ST  T 1 ! ki ababbloatod b s bl i VTNV T L filie
100 160 z00 zZ50 200 aso 400 450 500 550 a00 650 700 750

Figure 3.54: Spectre de masse HR-MS —ESI du composé Ca8
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L’examen du spectre RMN-'H (figure 3.55) et RMN "°C (figure 3.56) montrent la présence

des signaux caractéristiques d’un cycle benzene para-disubstitué que 1’on peut identifier par :

- Deux doublets d’intégration 2H chacun a gy = 7.18ppm (J = 8.8Hz) et a oy =
8.01ppm (J = 8.8Hz) sur le spectre du proton et deux singulets a oc = 115.7ppm et Jc¢
= 131.3ppm sur le spectre du carbone attribuables respectivement aux atomes (3 et 5)
et (2et6).

- Un groupement carbonyle a dc = 168.5ppm.

- Un proton anomerique a oy = 5.03ppm (d, J = 7.5Hz).
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Figure 3.55: Spectre de RMN-"H du composé Ca8 (CD;0D, 500MHz)

Les spectres RMN Bc (figure 3.56) et HSQC (figure 3.57) montrent les déplacements

chimiques de tous les carbones de composé Ca8:
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135 130 125 120 115 110 105 100 95 Q0 85 80 75 7O 65 pPpm

Figure 3.56: Spectre de RMN °C du composé Ca8 (CD;0D, 125MHz)
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Figure 3.57: Spectre HSQC du composé Ca8
L’hydrolyse acide du composé Ca8 et la Co-chromatographie avec les oses de références,
confirment que le sucre est un D-glucose lié a 1’aglycone par un pont oxygéné C-O et les

protons du sucre sont identifiés par 1’analyse du spectre COSY (figure 3.58).
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Figure 3.58: Spectre COSY du composé Ca8
Le spectre HMBC (figure 3.59) montre des corrélations en 2JH_C et en 3JH_C entre le carbone
quaternaire oxygéné C-4 (dc = 163.0ppm), avec les deux paires de protons (H-2, H-6) et (H-3
H-5). Ainsi qu’une corrélation observée entre le proton anomérique H-1" et le carbone C-4
suggere que le glucose est attaché en position 4. L’autre carbone quaternaire C-1 (¢ =
125.0ppm) est corrélé aux protons H-3 et H-5 ce qui confirme la formation d’un cycle a six
carbones. Cependant la corrélation entre le carbone a dc = 168.5ppm et les protons H-2 et H-5

indique la présence d’un groupement carboxyle attaché au carbone C-1 du cycle aromatique.
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Figure 3.59: Spectre HMBC du composé Ca8

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du "°C sont dressés

dans le tableau 3.8

Tableau 3.8: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) du

composé Ca8 dans CD;0D (Dirks & Herrmann 1984).

N° Jdc ppm Jc ppm réf Juppm (m, J Hz) ouppm (m, J Hz) réf

1 125.0 128.1 - -

2 131.3 134.1 8.01 (1H, d, 8.8) 8.00 (1H, d)

3 115.7 119.0 7.18 (1H, d, 8.8) 7.20 (1H, d)

4 163.0 163.3 - -

5 115.7 119.0 7.18 (1H, d, 8.8) 7.20 (1H, d)

6 131.3 134.1 8.01 (1H, d, 8.8) 8.00 (1H, d)
COOH 168.5 173.7 - -

1’ 100.2 102.5 5.03(1H,d, 7.5) 5.20 (1H, d)

2’ 73.4 75.8 3.50 (1H, m)

3 76.5 79.2 3.48 (1H, m) 3.50-4.50 (6H, m)

4’ 69.9 72.4 3.42 (1H, m)

5 76.9 78.5 3.49 (1H, m)

, 6'a:3.72 (1H,dd, 7.6)
6 61.0 63.5 6'b:3.92 (1H, dd,)

Ces données permettent d’attribuer sans ambiguité au composé Ca8 la structure connue par

Benzoic acid-4-O-f-D-glucopyranoside (Dirks & Herrmann 1984).
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Benzoic acid-4-O-f-D-glucopyranoside (Ca8)

I. 9. Elucidation Structurale de Ca9

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure 3.60) montre un ion pseudo-

moleculaire a m/z= 383.0 correspondant & [M+Na]" donnant la formule brute C;sH40o.

WT-CA-F6-7, 7-10, 6 FLuTR
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100 383.0 2.27
|
212.0
218.0
2M+Na
|
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285 0 2 = 4131 a1
£ 330.0 445.0 Py 5695
287 .0 AB0.0O D51z g 545.0 man.1 G991 7501
|
e daim Lyl K bt e o ik | T ! N e =
150 200 250 300 350 400 450 500 B50 sO0 G5O FO0 750 8O0 B850 200

Figure 3.60: Spectre de masse HR-MS —ESI du composé Ca9.

Le spectre de RMN 'H (figure 3.61) du composé Ca9 est tres proche de celui du composé
Ca7. En effet, on reconnait pratiquement tous les signaux du cycle aromatique trisubstitué, les
protons de la partie osidique et le groupement methoxyle. La différence notable consiste en
I’apparition d’un multiplet a dy= 3.02ppm et quatre doublets de doublet résonnants a 3.84ppm
(dd, J =9.7 et 5.6Hz), 4.13ppm (dd, J = 9.8 et 5.6Hz), 3.80ppm (dd, J = 10.9 et 6.2Hz) et
3.91ppm (dd, J =10.9 et 6.4Hz).
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Figure 3.61: Spectre RMN 'H du composé Ca9 (CD;0D, 600MHz).
A partir de la valeur de la constante de couplage du proton anomérique (/= 7.8Hz) ainsi
que I’analyse du spectre du COSY H-H (figure 3.62) qui montre sept proton d’un hexose
couplent entre eux avec de grande valeurs de constante de couplage (>7Hz), la partie osidique

est identifiée comme étant le f-D-glucopyranose.

Sur le spectre COSY (figure 3.62), des corrélations entre les deux protons H-8 résonnant a
3.84ppm et 4.13ppm et les deux protons H-9 résonnant a 3.80ppm et 3.91ppm avec le proton
H-7 résonnant a 3.02ppm permettent de suggérer la présence d’un fragment propane dans la

structure du produit.
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Figure 3.62: Spectre COSY du composé Ca9
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L’expérience HSQC (figure 3.63) permet de détecter un méthine

a 49.5ppm et deux

méthylenes oxygénés a 72.4ppm et 64.9ppm respectivement. Ces observations orientent et

confirmant la présence du fragment propane proposé.
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Figure 3.63: Spectre HSQC du composé Ca9

Des corrélations 3JH_C est visualisée sur le spectre HMBC (figure 3.64) entre le proton H-7

et les carbones C-2 (113.1ppm), C-6 (121.8ppm) et C-1 (133.5ppm) indiquant la fixation du

groupement propane en position 1 du cycle aromatique ceci est confirmé par des corrélations

entre les protons H-8, H,-9 et le carbone 1(figure 3.66).

On observe aussi une tache de corrélation entre le groupement méthoxyle et C-3

(148.8ppm) ce qui confirme la substitution en 3 par OCHj3 (figure 3.66).

Ce méme spectre HMBC (figure 3.65) montre une tache de corrélation entre le proton

anomérique H-1' du glucose et le carbone C-8 indiquant la fixation de ce pS-D-

glucopyranoside en position 8 (figure 3.65).
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Figure 3.66 : Importantes corrélations HMBC observées pour le composé Ca9.

Les expériences HSQC, COSY H-H et HMBC combinées, permettent d’identifier tous les

carbones de la partie aromatique ainsi que la partie osidique (figure 3.67) (tableau 3.9).
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Figure 3.67: Spectre RMN "°C du composé Ca9 (CD;OD, 150MHz)

Tableau 3.9: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN B (150 MHz) du
composé Ca9 dans CD;0D (Arunee et al., 2014; Comte et al., 1997).

N dc 5Cr§¥f’m 6crg§m Suuppmm (m, J Ho) duppm (m, J Hz) réf | On (ppm) (m, J Hz) réf
| oo | 007 (2014) (1997)
1 | 1335 1322 133.6 - - -
2 | 1131 1126 113.3 6.91 (1H, brs) 6.83 (1H, d, 2.0) 6.88 (1H, d, 1.1)
3 | 1488 | 147.1 148.9 ; ; _
4 | 1463 | 1448 146.3 ; ; _
5 | 1160 | 1150 116.1 6.74 (1H, brs) 6.67 (1H, d, 8.0) 6.72 (1H, d, 8.1)
6 | 1218 | 1202 121.1 6.55 (1H, brs) 6.65 (1H, dd, 8.0/2.0) | 6.70 (1H, dd, 8.1/1.1)
7 | 495 | 474 49.8 3.02 (1H, m) 2.85 (1H, m) 2.99 (1H, m)
s | 14 | 701 sya | 384(1H,dd,9.7/56) | 3.65(1H,dd,9.5/7.0) | 3.80 (1H, dd,9.9/7.4)
: : : 413 (1H, dd, 9.8/5.6) | 3.93 (1H, dd, 9.5/6.5) | 4.10 (1H, dd, 9.9/5.6)
o | 619 | 631 650 | 380(1H,dd, 109/6.2) [ 3.68 (1H, dd, 11.5/6.0) | 3.76 (IH, dd, 11.0/6.1)
: : : 3.91 (1H, dd, 10.9/6.4) | 3.57 (1H, dd, 11.5/6.0) | 3.88 (1H, dd, 11.0/6.5)
OCH, | 564 | 555 56.5 3.87 (1H, s) 374 (1H, s) 3.84 (1H, s)
1" | 1048 | 1032 104.8 432 (1H, d, 7.8) 414 (1H, d, 8.0) 430 (1H, d, 7.9)
2 | 75.1 73.4 75.1 321 (1H, t, 8.7) ; 3.18 (1H, dd, 9.1/7.8)
3| 78.1 76.8 782 3.45 (1H, m) ; 3.35 (1H, m)
& | 717 | 706 717 3.35 (1H, m) ; 3.27 (1H, m)
5 | 780 | 767 78.0 3.29 (1H, m) ; 3.26 (1H, m)
6'a: 3.89 (1H,m) 6a ‘ffg /(51;’ dd,
6 | 628 | 611 62.8 6'b : 3.67 (1H, dd, - Leh
10.5/4.8) 6'b : 3.85 (1H, dd,
11.8/1.6)

Toutes ces données spectrales permettent d’attribuer au composé Ca9 la structure de : 1- f-

D-glucosyloxy-2-(3-methoxy-4-hydroxyphenyl-propane-1,3-diol ou Junipediol A 8-O- f-

D-glucopyranoside (Arunee et al., 2014; Comte et al., 1997).
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I. 10. Elucidation Structurale de Cal0

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.68) montre un ion
pseudo-moléculaire a m/z 353.0853 [M+Na]" (calculé : 353.0853) qui correspond a la formule
brute C14H1809.

WI-CAF6-7,11:123
NTA T+ 1: TOF MS ES+
[I\I‘\ a] 13904003
e 363,053
364111 360.4145
a2 4112085
303.1405 370,120 413.1510
W R G 120, 4292098
i 1820210 2120841 5o 1op 10775 265.4190301.1320 30098 461,1690467 1663
160 180 200 20 240 20 260 300 320 340 %0 30 40 420 M0 40 480
Ma ! Da PPM DE mul
353.0853 353.0849 0.4 1.1 5.5 112.7 Ci4 H1E 09 Na

Figure 3.68: Spectre de masse HR-MS —ESI du composé Cal0
L’examen des spectres RMN 'H (figures 3.69) et Bc (figure 3.72) du composé CalO
montre les mémes signaux présentés dans les spectres du composé Ca8 sauf 1’apparition du
méthoxyle sur le spectre du composé Cal0 a oy = 3.78ppm, dc = 56.7ppm ainsi que des
signaux d’un systtme ABX a Jyg = 7.23ppm, 7.64ppm et 7.66 ppm -caractéristiques
respectivement des protons H-5" (d, J = 8.5Hz), H-2' (d, /= 1.7Hz) et H-6' (dd, J = 8.4/1.9Hz)
cela indique que le cycle phenyl est trisubstitué. Le spectre RMN-"H montre également les

signaux des protons du glucose dont la structure a été établie a 1’aide du spectre COSY.
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Figure 3.69: Spectre de RMN 'H du composé Cal0 (CD;0D, 500MHz).
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Figure 3.70: Spectre COSY du composé Calo0.
L’attribution complete des signaux a été réalisée par 1’analyse des corrélations

homonucléaires COSY (figure 3.70) et hétéronucléaires HSQC (figure 3.71)
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H-6 H-5 H-1')1 ra 3
_‘_ - _‘_1.-_n_ R B - — ]‘\—___L__.-.__.__...._._ P prm
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Figure 3.71: Spectre HSQC du composé Cal0.
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Le spectre RMN "°C (figure 3.72) montre I’emplacement de tous les carbones du composé

CalO.

WI-CA-F6-7,11-12, 3 JMOD
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Figure 3.72: Spectre de RMN "°C J-modulé du composé Cal0 (CD;0D, 125MHz).
Le spectre HMBC (figure 3.73) montre des corrélations entre :

e Les protons H-2 et H-5 et le carbone oxygéné a oc = 150.5ppm indiquant qu’il
s’agit du carbone C-3 celui-ci est aussi correle aux protons du methoxy (OCH3) ce qui
permet leur localisation sur C-3.

e Les protons H-2, H-6 et H-5 sont correlés au carbone oxygéné resonnant a d¢c =
152.0ppm indiquant qu’il s’agit du carbone C-4 celui-ci est aussi correle au proton
anomerique ce qui permet la localisation du glucose sur C-4.

e Le proton H-2 et le carbonyle a oc = 169.5ppm.

Ces observations confirment la structure trisubstitué¢ du cycle phenyle, En outre, indique

I’attachement du S-D-glucopyranoside au carbone C-4 et le methoxyle au carbone C-3.
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Figure 3.73: Spectre de HMBC du composé Calo0.
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Importantes corrélations HMBC observées pour le composé Cal0.
Le spectre de I’expérience ROESY (figure 3.74) a montré des interactions spatiales entre le
proton anomérique H-1' et le proton H-5 du phényle ainsi que le méthoxyle et le H-2, ce qui

confirme la fixation du f-D-glucopyranoside en C-4 et le méthoxyle en C-3.

WI—CA—F 6 7,.11—12, 3 ROESY

I SN .

_ g}
]
1
—
1 >
H-5 __1 " —.! - GIH-1'/ H-§ : ;
H‘j] o DOCH:|H-2 =
75 7.0 6.5 &.0 5.5 S.0 a.5 3.0 3.5 PpPpm

Figure 3.74: Spectre de ROESY du composé Cal0.
Tableau 3.10: Déplacements chimiques en RMN "H (500 MHz) et RMN e (125 MHz) du
composé Cal0 dans CD;OD (Sakushima et al., 1995).

N° Jdcppm Jc ppm réf Juppm (m, J Hz) Joupp) (m, J Hz) réf

1 126.0 126.1 - -

2 1144 1144 7.64 (1H,d, 1.7) 7.63 (1H,d, 7.3)

3 150.5 150.4 - -

4 152.0 152.4 - -

5 116.4 116.4 7.23 (1H, d, 8.5) 7.20 (1H, d, 8.3)

6 124.8 124.7 7.66 (1H, dd, 8.4/1.9) 7.60 (1H, dd, 8.3/2.0)
COOH 169.5 169.7 - -
OCH; 56.6 56.7 3.78 3H, s) 3.80(3H, s)

1’ 102.0 102.0 5.05(1H,d, 7.5) 5.02 (1H,d, 7.3)

2’ 74.8 74.8

3/ 783 77.9 3.39-3.59 (4H, m) 3.38-3.55 (5H, m)

4’ 71.2 71.3 }

5 77.9 78.3

, 6'a:3.71 (1H,dd, 12.3/5.2) .
6 62.4 62.4 6'b + 3.89 (1H.dd. 12.3/5.6) 6':3.69 (1H, dd, 11.7/5.5)
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L’analyse des spectres de RMN 'H, °C (tableau 3.10) de Cal0 est en accord avec celle
trouvée dans la littérature et permet d’attribuer a ce composé la structure de : 3-methoxy-4-

glucosyl-benzoic acid ou Vanillic acid -4-O-f-D-glucopyranoside (Sakushima et al., 1995).

OH

HO

Vanillic acid -4-O-f-D-glucopyranoside (Cal0)

1. 11. Elucidation Structurale de Call

Les signaux présents sur le spectre RMN 'H (figure 3.75) du composé Call enregistré

dans CD;OD dans la région des protons aromatiques sont en faveur d’un noyau phényle

monosubstitué, en effet :

- Un multiplet d’integration 2H a dy = 7.38ppm (t, /=7.5Hz) attribuable H-3' et H-5'.
- Un doublet large a oy = 7.33ppm (dl, J/=7.5Hz) attribuables a H-2' et H-6' et un triplet
a oy =7.32ppm (t, J=8.7Hz) attribuable a H-4'".

- Trois doublets de doublet d’intégration 1H de chacun & oy = 3.09ppm (J= 14.5/8.5Hz),
oy = 3.36ppm (J=9.5/4.7THz) et oy = 4.01ppm (J= 8.0/4.7Hz).

SH-Aromatique ‘ |
¥ ' H-2 H3Y  gida
. v i _ Ao a3 ] A

T T T T T T
7.5 7.0 8.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 PPpmM

18T 177
H-2+6'
H-3+5%, H-2
1 il ih
A -4 :
e SR
"I"""""'7’1;"""“";'-l':'," --q.;.r.zu-yn;q-prr»- 4!0 3!9 st p;]m

Figure 3.75: Spectre de RMN "H du composé Call (CD;OD, 600MHz).
Les spectres RMN B (figure 3.76) et HSQC (figure 3.77) montrent la présence d’un

groupement méthylene C-3 (dc =37.9ppm) correspondant aux signaux présenté, dans le
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spectre RMN 'H par deux doublets de doublets 2 Jdy =3.09ppm et 5y =3.36ppm, et un
groupement méthyne C-2 (d¢c =56.5ppm) correspond au doublet de doublet a oy =4.01ppm.
Ces spectres montrent aussi deux carbones quaternaires un a dc = 172.6 ppm attribuable a un

carbonyle et autre dc = 136.5ppm attribuable a C-1 aromatique.

WI_caTe-1.Ze-=7.o_ iac
C-3"+5'
C-2'4¢’
c-4
75 C-3
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C-34+5' c-a
C-2+6| c_ar =
1 C-2
Cc=0 C-1 | 1
M 1
170 168 180 188 180 148 140 138 130 PPM 55 50 45 40 PPM

Figure 3.76: Spectre de RMN °C du composé Call (CD;0OD, 150MHz).
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Figure 3.77: Spectre HSQC du composé Call.

L’expérience du spectre HMBC (figure 3.78) montre des corrélations *Ju.c et *Ju.c entre les
protons H»-3 (dg = 3.09ppm et dy = 3.36ppm), le signal C-2'+C-6" et le carbone quaternaire
C-1' résonnant a doc = 136.5ppm. Ces observations confirment que le phényle est substitué par

CHo.
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Ces mémes protons H,-3 correlent avec le carbone C-2 (d¢c = 56.5ppm) et le groupement

carbonyle C-1 (d¢ = 172.6ppm).

En outre, des corrélations sont observée entre le proton H-2 (g = 4.01ppm) et le carbone
C-3 (6c = 37.9ppm) et le carbonyle C-1 indiquant 1’attachement du CH-2 a ce carbone C-3 et
C=0 et le carbone aromatique C-1" (dc = 136.5ppm), ceci est confirmer par le spectre COSY

(figure 3.79). Toutes Ces informations sont indiquées la substitution du phényle est en

position 1.
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_ - 17/ Y T4 —Ih/
CLE cp=el '*? <t N
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35 3.4 llJ.
134 .2 j}dl
1
o
s e -
ey R C=0 4 e H-2/C=0 oo ==
H-B"+5'/¢-1 . 'i H3b/CFO [H-3alc=0} ,,.
740 7.35  T.30 pPpm 40 39 38 3.7 36 35 34 33 3.2 3.1 ppm

Figure 3.78: Spectre HMBC du composé Call.
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Figure 3.79: Spectre COSY du composé Call

Vu la valeur des déplacements chimiques du C-2 et du groupement carbonyle (C=0) les

substituants ne peuvent étre que sous forme d’un groupement NH; et une fonction carboxyle.

HoN 0
¥ \ //
2CH—
3/ '
¥ —CH,  OH
s 6

Tableau 3.11: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé Call dans CD3;OD (Govindaraju et al., 2000 ; Wang et al., 2012).

dc ppm
N° pf)(r:n ref 2012 duppm (m, J Hz) on ppg‘);gf) 2012 on p%rgo(om(’gzg)z) ref
(D,0)
1 1726 1739 - - _
2 | 565 56.1 4.01 (1H,dd, 8.0/4.7) 479 (1H,s) 3.98 (1H,dd, 8.0/5.2)
P 264 3.09 (1H,dd, 14.5/8.5) i'gg:i'éggg’ 3’ 2'8; 3.11 (1H,dd, 14.5/3.0)
' ‘ 3.36 (1H,dd, 14.5/4.7) | 0 SO 308 (1H,dd, 14.5/5.2)
1' [ 1365 | 135.1 - - -
2 [130.1] 129.1 7.33 (1H, dI, 7.6) 7.32 (m, 7.9)
3| 1304 | 1294 7.38 (1H, t, 7.5) 7.42 (m, 1.5)
4 [ 1286 | 1277 732 (1H, 1, 8.7) 7.35-7.47 (5H, m) 7.36 (m, 7.2)
5 | 1304 | 1294 7.38 (1H, t, 7.5) 7.42 (m, 1.5)
6 | 130.1 | 129.1 7.33 (1H, dl, 7.6) 7.32 (m, 7.9)

Les expériences RMN lH, BC, HSQC, COSY H-H et HMBC combinées, Ainsi que la

comparaison avec les données de la littérature permettent d’attribuer au composé Call la
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structure : Acide -2-amino-3-phenylpropanoique (Govindaraju et al., 2000 ; Wang et al.,

2012).

H,N 0

OH

Acide -2-amino-3-phénylpropanoique (Call)

1. 12. Elucidation Structurale de Cal2

Le spectre de RMN 'H (figure 3.80) du composé Cal2 rappelle sans ambiguité celui de
Cal0. La comparaison des spectres des deux composés permet de reconnaitre pratiquement
tous les signaux de la partie aromatique. Il s’agit donc d’un benzoique acide substitué en
position 3 et 4. La différence entre ces deux composés réside dans la disparition des

substituants : la partie osidique ainsi que le groupement méthoxyle.
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S0 mmo 70 Sl L, d A
R oG bl 1L DL = ™ o O
s ® r- e i 0 0 M
ol o 0 "\ / " : B Mt
k\ A | [
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i B L

| |
| YV JU

LT A e R
745  ppm 6.80 ppm J
) A g

15 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 ppm
Figure 3.80: Spectre de RMN 'H du composé Cal2 (CD;0D, 600 MHz).

Le spectre RMN "°C (figure 3.81), montre la présence de 7 carbones dont 6 aromatique et
un carbone quaternaire a oc = 169.8ppm attribuable a un carbonyle d’un groupement

carboxyle. Cela suggere la substitution en 3 et 4 par des hydroxyles.

Toutes ces informations indiquent une structure d’un 3,4-dihydroxy benzoique acide.
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Figure 3.81: Spectre de RMN "*C du composé Cal2 (CD;OD, 150 MHz).
Tableau 3.12: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé Cal2 dans CD;OD (Hui-Li et al., 1998).

N° Jdcppm Oc ppm réf Jogppm (m, J Hz) Jog ppm (m, J Hz) réf
1 122.3 121.6 - -
2 116.3 116.5 7.45 (1H,d, 2.0) 7.33 (1H,d, 1.8)
3 144.5 144.8 - -
4 149.6 150.0 - -
5 114.2 115.1 6.79 (1H.d, 8.2) 6.79 (1H.d, 8.5)
6 122.9 121.9 7.43 (1H,dd, 8.2/2.0) 7.28 (1H,dd, 8.5/1.8)
COOH 169.8 167.2 - -

Par conséquent le composé Cal2 est identifié comme étant : 3,4-Dihydroxy benzoique

acide ou Protocatechuic Acide (Hui-Li et al., 1998).

HO

OH

HO

Protocatechuic Acide (Cal2)

I. 13. Elucidation Structurale de Cal3:

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.82) montre un ion
pseudo moléculaire a m/z = 267.0 [M+Na]" (calculé 267.0) qui correspond a la formule brute
C9H]2N206.
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Figure 3.82: Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Cal3.

Le spectre RMN 'H (figure 3.83) du composé Cal3 montre la présence :
- Deux doublets d’intégration 1H chacun a dy = 5.72ppm (J = 8.1Hz) et oy = 8.03ppm
(/ = 8.1Hz) attribuables a deux protons aromatiques H-5 et H-6.
- Un doublet d’intégration 1H a oy = 5.92ppm (J = 4.6Hz) et des signaux dans

I’intervalle oy = 3.71ppm et dy = 4.24ppm indiquant la présence d’une partie osidique

dans la structure.

WI-CA-F&6—7,4-6,2 I

H/6

,H-3 Protons osidiques

H-1 || q ‘|
[ TR —Y
| ]
] |
{1 l |
! ]

_J _/‘/ \._ PR | "'L"j/ L
BI‘D 7.[5 7‘.0 6[5 -ﬁtﬂ 555 5‘0 4:5 4’.0 3:5 ILI)II'I

g 5[4 ::-|;.-

Figure 3.83: Spectre de RMN "H du composé Cal3 (CD;OD, 500 MHz).

Le spectre RMN B¢ J-modulé (figure 3.84) montre également la présence de 9 carbones :
- Deux carbones a dc = 166.1ppm et oc = 152.5ppm qui pourrait &étre a deux

groupements carbonyles
- Deux carbones d’une double liaison conjugué a dc = 142.7ppm et dc = 102.6ppm.

- Un carbone anomérique a dc = 90.7ppm et quatre autres osidiques ce qui indique la

présence d’un pentose.
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Figure 3.84: Spectre de RMN °C du composé Cal3 (CD;OD, 125 MHz).

Le spectre COSY (figure 3.85) montre des corrélations H-H entre les deux protons
oléfiniques en position 5 et 6, ce qui indique qu’ils sont voisins. Ce méme spectre montre six
protons qui couplent entre eux avec une valeur de constante de couplage (<7Hz). Le spectre
HSQC (figure 3.86) permet d’attribuer tous les carbones correspondant a ces protons et qui

sont similaires a ce de I’a-D-Ribose (Agrawal 1992).

w CA F 6 T . 4 &, 2 COSsSY “
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o f { ~r H-5'b ‘
H-6 H-1' /| H2 b yis ll
, 1 J J A '\—j_, . ppm
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- —3 - H3H 4= *c; H-pr7H=-§a%-©
} Hl1/H-2 H-27P3 110 15 e

H-6/H-5

\

]
0 h
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8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a4.5 3.0 3.5 Ppm

Figure 3.85: Spectre de COSY du composé Cal3.
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Figure 3.86: Spectre de HSQC du composé Cal3.

L’expérience du spectre HMBC (figure 3.87) montre des corrélations 7 Ji.c entre le proton
H-5 (6g=5.72 ppm) et les carbones C-6 (dc = 142.7 ppm) et C-4 (dc = 166.1 ppm) ainsi que le
proton H-6 résonnant a dy = 8.03 ppm avec les carbones C-2 (dc = 152.5 ppm), C-4 (oc =
166.1 ppm) et C-5 (6c= 102.6 ppm).

La présence de quatre carbones et deux protons seulement dans les champs déblindés et
des corrélations entre ces atomes mentionnés ci-dessus et I’existence de deux atomes d’azotes

et deux atomes d’oxygenes dans la formule brute permet de suggérer la structure du fragment

Uracile.
O
’ NH
TJ\
R

Ce méme spectre montre des corrélations entre le proton anomérique H-1'" résonnant a oy =

5.92 ppm avec les carbones C-6 et C-2 ce qui indique que la fixation du ribose sur 1’uracile.
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Figure 3.87: Spectre de HMBC du composé Cal3.
L’orientation a du proton anomérique H-1" est déterminée par I’effet rOe entre ce proton et

le proton H-5 (figure 3.88)
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Figure 3.88: Spectre de ROESY du composé Cal3.
Tableau 3.13: Déplacements chimiques en RMN "H (500 MHz) et RMN B (125 MHz) du
composé Cal3 dans CD;OD (Yalcin et al., 2003).

N° Jdcppm Jc ppm réf Juppm (m, J Hz) Jouppm (m, J Hz) réf
1 - - - -

2 152.5 152.0 - -

3 - - - -

4 166.1 166.1 - -

5 102.6 102.6 5.72 (1H,d, 8.1) 5.69 (1H,d, 8.1)

6 142.7 142.7 8.03 (1H,d, 8.1) 8.02 (1H,d, 8.1)

1’ 90.7 90.3 5.92 (1H,d, 4.6) 5.40 (1H,d, 4.4)

2' 75.7 75.4 4.20 (1H, dd, 5.1/4.8) 4.16 (1H,m)

3 71.3 71.3 4.17 (1H, dd, 5.1/4.7) 4.16 (1H,m)

4’ 86.4 86.4 4.02 (1H,m) 4.01 (1H,m)

5 623 623 3.75 (1H,dd, 12.2/3.1) 3.75 (1H,dd, 12.5/2.7)

) ) 3.86 (1H,dd, 12.2/2.7) 3.85 (1H,dd, 12.2/2.7)
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La structure finale du composé Cal3 est ainsi déterminée comme étant 1’Uridine (Yalcin

et al., 2003).

OH OH

Uridine (Cal3)
I. 14. Elucidation Structurale de Cal4
La formule moléculaire brute C;sH3509 du composé Cal4 a été déduite a partir du spectre
de masse haute résolution HR-MS -ESI (figure 3.89). II montre en effet un pic de I’ion

moléculaire a m/z 411.0 [M+Na]", correspondant & une masse moléculaire égale a 388 uma.

[WT-CA-FTG-7, 2G-27, 7 i B
[M-I-I\a] 1: TOF MS ES+
100, 411.0 3. 6803
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Figure 3.89: Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Cal4.

Le spectre RMN 'H (figure 3.90) du composé Cal4 enregistré dans CD;OD montre la
présence d’un doublet a oy =4.30ppm (J = 7.8Hz) d’intégration 1H et des signaux dans
I’intervalle oy = 3.16ppm et dy = 3.89ppm indiquant la présence d’une partie osidique dans la
structure qui est identifi€ comme étant le S-D-glucopyranoside a partir de 1’analyse des
spectres COSY (figure 3.91) et HSQC (figure 3.92) qui permet de mettre en évidence la
présence de sept protons d’un hexose ainsi que les constantes de couplages vicinales mesurées
a partir du spectre RMN 'H étalé, qui sont toutes supérieures a 7Hz, ce qui indique que les

sept protons du sucre sont tous fans- diaxiaux.
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Le spectre montre aussi la présence de 16 protons de la partie aglycone dont deux signaux

d’intégration 1H chacun, attribuables a deux protons oléfiniques

5.55ppm).

(0 = 5.44ppm et oy =
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Figure 3.90: Spectre RMN 'H du composé Cald (CD;OD, 500MHz).
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Figure 3.91: Spectre COSY de la partie osidique du composé Cal4.
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Figure 3.92: Spectre HSQC de la partie osidique du composé Cal4.

131



Les spectres RMN Bc (figure 3.93) et HSQC (figure 3.94) montrent la présence de 12
carbones de la partie aglycone :
- 6 CH,(0c =25.2,26.8, 27.6, 37.3, 38.4, 70.2 ppm) dont un oxygéné.
- 2CH (¢ =37.7 et 53.7 ppm)
- 2 carbones insaturés (oc=127.8 ppm et oc=127.5 ppm).
- 2 groupements carbonyles (dc=174.7 ppm et 6c=220.4ppm).
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s G2 CL" —— - il

7‘5 7‘0 6‘5 6‘0 5‘5 S50 45 40 3‘5 3‘0 ppI m
. 13 .
Figure 3.93: Spectre RMN "~C du composé Cal4 (CD;0D, 125MHz).
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Figure 3.94: Spectre HSQC du composé Cal4.

Le spectre COSY (figure 3.95) montre des corrélations H-H entre les deux protons
oléfiniques en position 9 et 10, ce qui indique qu’ils sont voisins. Ces protons montrent aussi
des corrélations avec les protons résonnant a dy= 2.40ppm et oy= 2.44ppm attribuables

respectivement au 2H-8 et 2H-11.
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Ces derniers (2H-11) correlent avec les protons résonnant a 3.59ppm et 3.90ppm
attribuables a CH,-O alors que les protons 2H-8 sont corrélé avec le proton H-7 résonné a oy=
2.04-2.05ppm. Ceci nous permettent de proposer une structure partielle (I) de composé Cal4

comme suite

H=C=="" COSY

Structure partielle (I)

On observe sur ce méme spectre (figure 3.95) des corrélations entre les protons résonant a
on= 3.34-3.37ppm, oy= 3.71ppm attribuable a 2H-5 et 2H-4 résonant a Juy=1.56ppm et

2.26ppm. Ce qui conduit de proposer cette portion (II) de la structure ci-dessous

(‘\

H
H | H
e | e
~! 5““'~
Ca

-

Portion (II)

On observe aussi (figure 3.95) des corrélations entre les deux protons 2H-2 résonnant a
op=2.19ppm, oy=2.39ppm et le proton H-3 a oy = 2.30-2.34ppm. Cela permet de donner cette
portion (III)
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Figure 3.95: Spectre COSY de la partie aglycone du composé Cal4.
Toutes ces informations sont confirmé par I’expérience HMBC (figure 3.96) qui montre

des corrélations entre :

- Les protons 2H-8 et les carbones C-7, C-9 et inversement, entre le carbone C-8

et les protons H-7, H-9.
- Le carbone C-11 et les protons H-10 et 2H-12 et inversement.
- Les protons 2H-5 et le carbone C-4 et inversement.
- Les protons 2H-2 et le carbone C-3 et inversement.

L’expérience du spectre HMBC (figure 3.95) montre aussi des corrélations entre les
protons 2H-8 et le carbone quaternaire attribuable a un carbonyle (C-6) résonnant a dc =

220.4ppm qui correle ce dernier avec H-7.

Ce méme spectre (figure 3.96) montre des corrélations entre le carbone quaternaire
attribuable a un carboxyle (C-1) résonnant & dc = 174.7ppm et les protons 2H-2 (oy =
2.19ppm et 2.39ppm). Ces derniers qui sont corrélés avec C-7, C-4 ainsi que le C-3 qui

correle avec le H-7. Ces informations indiquent la structure suivante
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Figure 3.96: Spectre HMBC du composé Cal4.

On observe aussi sur ce méme spectre HMBC (figure 3.97) des corrélations entre les
protons de 2H-5 et le carbone C-7 donc le CH,-5 est situé entre C-6 et C-4 formant un cycle
de 5 atomes. Ainsi que des corrélations entre le proton anomérique et le carbone C-12. Cela

permet de relier le f-D-glucopyranoside en position 12 de la molécule.

OH
9 0
HO H> H,
HO O 12 _~C~_10 9 _C.
OH | ST N =8 N\
~__ _H, H H SN
H |3 5CH,
1 3y
HC
HOOC._ 2 ~
C
~c7 H,
Hy

Importantes corrélations HMBC du composé Cal4
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Figure 3.97: Spectre HMBC du composé Cal4 (Importantes corrélations).

L’orientation f-axiale du proton H-1' est déterminée par 1’effet rOe entre ce proton et les

protons H-12 (figure 3.98)
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Figure 3.98: Spectre ROESY du composé Cal4.
Toutes ces données spectrales permettent d’attribuer au composé Cal4 la structure de :
Tuberonic acid 12-O-#-D-glucopyranoside isolé précédemment de [’espece Solanum
tuberosum Linn (Solanaceae) (Yoshihara et al., 1989) et pour la premiere fois de la famille

d’Asteraceae.

OH

HO

OH

HOOC

Tuberonic acid 12-O-f-D-glucopyranoside (Cal4)
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Tableau 3.14: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "*C (125 MHz) du
composé Cald dans CD;OD. (Yoshihara et al., 1989)

N° Jdc ppm Oc ppm réf Jog ppm (m, J Hz) og ppm (m, J Hz) réf
1 174.7 - - -
2.19 (1H, m) 2.05-2.20 (1H, m)
2 373 365 2.39 (1H, m) 2.35-2.45 (1H. m)
3 37.7 38.1 2.30-2.34 (1H, m) 2.80 (1H, m)
1.56 (1H, m) 1.88 (1H, m)
4 26.8 21.0 2.26 (1H, m) 2.00-2.05 (1H, m)
3.71 (1H, dd, 10.8/ 5.6)
5 38.4 36.3 234237 (1H, m) 2.24 (2H, m)
6 220.4 - - -
7 53.7 54.4 2.04-2.05 (1H, m) 2.35-2.45 (1H, m)
2.05-2.20 (1H, m)
8 25.2 24.2 2.40 (2H, m) 2.30-2.35 (1H. m)
9 127.8 128.6 5.44 (1H, td, 10.8/7.6/7.5) 5.47 (1H, m)
10 127.5 129.5 5.55 (1H, dt, 10.9/7.4) 5.47 (1H, m)
11 27.6 26.8 2.44 (2H, dd, 13.4/6.7) 2.35-2.45 (2H, m)
3.59 (1H, dd, 14.2/7.1) 3.55 (1H, m)
12 702 70.5 2.44 (1H, m) 3.86 (1H, m)
Glucose en C-12
1’ 102.9 104.4 4.30 (1H, d, 7.8) 4.26 (1H, d, 8.0)
2/ 73.7 75.4 3.16 (1H, m) 3.16
3’ 76.7 78.2 3.37 (1H, m) 3.35
4' 70.3 72.0 3.30 (1H, m) 3.26
5’ 76.5 78.4 3.30 (1H, m) 3.26
, 6'a:3.69 (1H,dd, 11.8/5.0) 6'a: 3.68
6 61.4 63.1 6'b:3.87 (1H,dd, 11.8/1.2) 6' b: 3.88

I. 15. Elucidation Structurale de Cal5
Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.99) montre un ion
pseudo moléculaire & m/z = 383.0749 [M+Na]* (calculé 383.0749) qui correspond 2 la

formule brute CgH50s.

WICAFE117130
i} 1. TOF MS ES+
[M+Na]* 74684002
30749
100 3830745
389,051
[ 400.0866 4450613
1630330 221.0443 239.1264 3211685  381.1370 5130615601477 576 0gqg 597.1168 6412740

. S == I 1 (T o 6714951 05,5081,
120 140 160 180 200 220 260 260 280 300 320 MO 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 590 600 620 640 66O 6BO 70O 720

Figure 3.99: Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Cals.
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Le spectre RMN 'H (figure 3.100) enregistré dans CD3;0D du composé Cal5, montre dans
la région des aromatiques, la présence de deux systemes ABX des cycles aromatiques, on
observe pour le premier systeme

- deux doublets d’intégration 1H chacun a dy = 7.06ppm (J = 1.9Hz), oy =
6.80ppm (J = 8.1Hz) attribuables respectivement aux protons H-2, H-5.
- un doublet de doublet d’intégration 1H a dg = 6.97ppm (J = 8.1 et 1.9Hz)
attribuable au proton H-6.
Et le deuxiéme systeme
- deux doublets d’intégration 1H chacun a oy = 6.77ppm (J = 1.9Hz) et oy =
6.72ppm (J = 8.1Hz) attribuables respectivement aux protons H-2', H-5'".
- un doublet de doublet d’intégration 1H a dy = 6.63ppm (J = 8.0 et 1.9Hz)
attribuable au proton H-6'.
Ceci indique que ces deux cycles aromatiques sont substitués en positions 1, 3 et 4.

Le spectre montre aussi :

- Deux doublets d’intégration 1H a dy = 7.57ppm (J = 15.8Hz) et dy = 6.29ppm
(J/ = 15.8Hz) attribuables a un pair trans-Oléfinique de protons H-7 et H-8
respectivement.

- trois doublets de doublet d’intégration 1H a dy = 3.04ppm (J = 14.3 et 8.4Hz),
oy = 3.12ppm (J = 14.3 et 4.2Hz) et oy = 5.21ppm (J = 8.3 et 4.3Hz) attribuables aux
deux protons H,-7" et H-8' respectivement. Ceci indique la présence de CH(OH)-CHa-

a fi
I I
| I \
I oA
s, W 5 = —
7.6 ppm

e —_— S ——— R —————— IR O
5.25 5.20 5.15 Ppm 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 PPmM

Figure 3.100: Spectre RMN-'H du composé Cal5 (CD;0D, 500MHz).

Les spectres RMN B¢ J-modulé (figure 3.101) et HSQC (figure 3.102, 3.103) montrent la

présence de 18 carbones répartis comme suit :
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- 2 groupements carbonyles a oJc =173.4ppm et dc =168.4ppm dont un carboxylique
acide (C-9') et autre carbonyle ester (C-9).

- 12 carbones aromatiques dont six tertiaires (C-2, 5, 6, et 2, 5', 6') et six autre
quaternaires qui comportent ces derniers 4 phénoxyles carbones (C-3, 4, 3', 4'). Ceci
confirmer la présence de deux cycles aromatiques trisubstitués.

- Deux carbones oléfiniques a oc =147.7 (C-7) et 114.4ppm (C-8).

- Un méthine oxygéné a dc =74.6ppm(C-8').

- Un méthylene a dc =37.9ppm (C-7").
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Figure 3.101: Spectre RMN-">C du composé Cal5 (CD;OD, 125MHz).
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Figure 3.102: Spectre HSQC du composé Cals.
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Figure 3.103: Spectre HSQC du composé Cal$ (partie étalé 6.20-7.65ppm).
L’examen du spectre COSY (figure 3.104, 3.105) montre des corrélations entre les protons
de chaque cycle aromatique entre eux (H-2, H-5 et H-6) ainsi que (H-2', H-5' et H-6"). On
remarque aussi :
- Une corrélation entre les protons oléfiniques a oy = 7.57ppm (H-7) et oy =
6.29ppm (H-8) ce qui suggere que ces deux atomes de carbones sont voisins.
- Les protons a dy = 3.04ppm, oy = 3.12ppm (H,-7") corrélent entre eux et avec

oy = 5.21ppm (H-8") ce qui indique qu’ils sont vicinaux.
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Figure 3.104: Spectre COSY de la partie aromatique du composé Cal$s
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Figure 3.105: Spectre COSY du composé Cals.

L’examen du spectre HMBC (figure 3.106) permet d’observer :

Des taches de corrélations entre le proton <

r

-

H-2 avec C-4, C-6 et C-7
H-5 avec C-1, C-3 et C-6
H-6 avec C-2, C-4 et C-7
H-7 avec C-1, C-2, C-6 et C-9
H-8 avec C-1 et C-9

Mettant en évidence la présence d’un groupement caféiyle

Des taches de corrélations entre le proton

-

<

\.

H-2" avec C-4', C-6' et C-7'
H-5" avec C-1', C-3' et C-4'
H-6" avec C-2', C-4' et C-7'
2H-7" avec C-1', C-6', C-8' et C-9’
H-8" avec C-1', C-7" et C-9'

Permettent de suggérer la présence du groupement 3,4-dihydroxyphenyl glycérique acide
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Figure 3.106: Spectre HMBC de la partie aromatique du composé Cals.
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Le déblindage des protons du premier systtme ABX peut étre dii a la substitution du cycle

aromatique par un groupement tricyclique conjugué a une fonction carbonyle.

Acide caféique (I) 3,4-dihydroxyphenyl glycérique acide (II)

Le méme spectre HMBC (figure 3.107) montre aussi une corrélation entre le proton H-8' et

le carbonyle ester C-9 qui indique la fixation des deux partie de la molécule c'est-a-dire entre

I’acide caféique (I) et 3,4-dihydroxyphenyl glycérique acide (II) en C-8'.

acide caféique (I)

OH
3.4-dihydroxyphenyl glycérique acide (IT)

Importante corrélation HMBC du composé CalS
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Figure 3.107: Spectre HMBC du composé Cals.
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Tableau 3.15: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "°C (125 MHz) du
composé Cal5 dans CD3;OD (Gohari et al., 2009)

N° Jdcppm oc ppm réf ouppm (m, J Hz) og ppm (m, J Hz) réf

1 127.6 126.3 - -

2 115.2 115.8 7.06 (1H,d, 1.9) 7.05 (1H,d, 1.4)

3 146.8 146.7 - -

4 149.8 149.4 - -

5 116.5 116.8 6.80 (1H, d, 8.1) 6.77 (1H, d, 8.1)

6 123.2 121.8 6.97 (1H, dd, 8.2/1.9) 6.94 (1H, dd, 8.2/1.5)

7 147.7 145.4 7.57 (1H, d, 15.8) 7.40 (1H, d, 15.8)

8 114.4 115.5 6.29 (1H, d, 15.8) 6.20 (1H, d, 15.9)

9 168.4 167.1 - -

1 129.2 130.4 - -

2’ 117.6 117.5 6.77 (1H,d, 1.9) 6.69 (1H, d, 1.5)

3 146.2 145.8 - -

4’ 145.3 144.5 - -

5' 116.3 116.3 6.72 (1H, d, 8.0) 6.60 (1H, d, 8.0)

6’ 121.8 120.5 6.63 (1H,dd, 8.0/1.9) 6.50 (1H,dd, 8.0/1.5)

7 37.9 379 7'a:3.04 (1H,dd, 14.3/8.4) | 7'a:2.81 (1H,dd, 10.0/10)
' ' 7'b:3.12 (1H,dd, 14.3/4.2) 7'b:3.05 (1H,d, 10)

8’ 74.6 74.4 5.21 (1H,dd, 8.3/4.3) 4.92 (1H,dd, 10/2.8)

9’ 173.4 174.0 - -

Toutes ces données menent a la structure de : I’acide rosmarinique (Gohari et al., 2009)

HO

OH

HO O

OH

OH

Acide rosmarinique (Cal$)
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Chapitre II

Elucidation Structural des
meétabolites secondaires isolés
de Pentzia monodiana Maire.



II. 1. Elucidation Structurale de Pm1

L’analyse du spectre de masse haute résolution électro-spray en mode d’ionisation positif
(figure 3.108) montre un pic pseudo moléculaire [M+Na]" a m/z = 441.1524 correspondant a

la formule brut C,H»¢Og. Donc ce composé présente dix insaturations.

WT-P-C17,11

N+ ]—Z 1: TOF M5 ES+
[:\'1 Nﬁ 2.30e+003
100 4411524
%.
442,150
405.2111
321.1643 337 1738 503.1243
2331136 265149 - ]
3 | 505205 5771233 609.1826 701.2785 A28 TH2401 7802407

miz

150 175 200 225 260 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 VIS VS0 7S BOD &S

Mass Calc. Mass mba PPM DBE i-FIT Formuala

441.1524  441.1525 0.1 0.2 9.5 2.3 C22 HisE OB Na

Figure 3.108 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Pm1

Le spectre RMN *C-Jmodulé (Figure 3.109) indique la présence de 4 signaux dans la zone
des carbones aromatiques dont 3 correspondant a des carbones quaternaires et un correspond a
des carbones tertiaires. En revanche, le spectre RMN 'H montre un seul singulet a
on=6.68ppm cela pourrait indiquer la présence d’un cycle aromatique 1, 3, 4, 5-tetrasubstitué
(fragment 1) si on pense que les deux signaux manquants sont superposés avec deux des

quatre signaux mentionnés.

Fragment 1

Du fait de la symétrie du cycle proposé, on y observe un singulet dans le spectre RMN 'H

(Figure 3.110) correspondant aux deux protons H-2 et H-6.
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12-C aromatiques

8-C quaternaires

. .
3,535 4.4 1 4-CH
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Figure 3.109 : Spectre de RMN-">C J-modulé du composé Pm1 (CD;OD, 125 MHz).

Le spectre RMN 'H (Figure 3.110) montre aussi des signaux résonant a dy= 6.65 ; 4.74 ;

4.29 ; 3.87 et 3.11 ppm intégrant pour 4H ; 2H ; 2H ; 2H ; 12H et 2H respectivement. En tout

il y a 24 protons en tenant compte de la formule brute de ce composé. Les deux protons

restants seraient probablement dus a la présence de 2 hydroxyles qui n’apparaissent pas sur le

spectre. La somme des protons proposé par cette integration indique la présence d’un

deuxieme fragment identique au fragment 1.
4(OCH;)
4CH- phénoliques
2,6'[2,6 |/
" 6CH-0 : o
. u/\ | 2CH-C
Iy F 9a, 9_,a 9b. 9Fb [ S:.rS'r
) o e ./", S W A
&.5 6.0 5.5 5.0 4.5 a.0 a.5 pPRMm

Figure 3.110 : Spectre RMN-'H du composé Pm1 (CD;0D, 500 MHz).

Dans le spectre COSY homonucléaires (figure 3.111) de ce composé, on observe le

couplage H-H entre les deux protons méthines résonnant a oy = 4.74 ppm et les protons a oy
3.16ppm. Ce dernier correle avec les protons des deux groupements CH, résonnant a dy

3.91 et 4.29ppm, qui sont corrélés entre eux. Ce qui permet de construire le fragment
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/ \\H/ (,9/
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Figure 3.111 : Spectre COSY du composé Pm1

Le spectre HSQC J-modulé (figure 3.112) permet d’attribuer le carbone du méthylene (-
CH»-O-R7) a oy = 3.87 et 4.29 ppm et les deux méthynes (Rs-O-CH-R,) et (-CH-R¢-) a oy =
4.74 ppm et dy = 3.11ppm, respectivement. De plus, on attribue au méthoxyle a dy =
3.87 ppm le carbone résonant & J. = 56.8ppm. Les deux fragments 1 et 2 permettent de
compter 9 carbones si on ajoute au cycle aromatique deux méthoxyles a cause de la symétrie
qu’il a présenté, il en résulte 11 atomes de carbones. Sachant que le composé Pm1 possede 22
atomes de carbones, il devrait contenir une partie qui est dédoublée ou un centre de symétrie.
C'est-a-dire, nous avons deux cycles aromatiques substitués par deux méthoxyles chacun plus

deux fragment de trois carbones chacun.

P—wt—cl1l7—11 HSQC JMOD
H-2'.6".2.6 _— 4(OCH3)
' H-9b, 2'b 8.8’
1 H- 9a O'a l H-8.8
' JL » _ PPpm
» L so
c-8.80 ; 8.8'F
4(OCH3) #+-4(OCHj “t =
- so
&5
7o
C-9.9° Oa_‘C’)-’a r\k: 0 I +s
20
- = as
C-7.7" 34 7% a0
as
L. ; 100
T erges E 105
- 6.5 6.0 s.s s.0 a.s a.0 a.s pPPpm

Figure 3.112 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm1
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En effet, on observe sur le spectre HMBC (figure 3.113, 3.114) une corrélation entre le
proton H-7 et les carbones C-2 et C-6, ce qui permet de placer le premier noyau aromatique
en C-7 donc R4représente le cycle aromatique.

La corrélation des deux carbones a dc =149.3 ppm et les protons des méthoxyles a g
=3.87 ppm, de plus la corrélation du type *Jeu des carbones C-2 et C-6 et des mémes
méthoxyles précédents permet d’attribuer les carbones a dc =149.3 ppm a C-3 et C-5. Le
carbone oxygéné C-4 a oc =135.5 ppm correle avec les protons H-2 et H-6. Tous les signaux
des spectres RMN-'H et RMN-"2C ont été attribués et ont conduit 2 la structure partielle ci-
dessous C;1H;304. La formule brute de Pm1 de C»H»6Og indique la présence d’une symétrie

dans la molécule.

P—wt—c1 11 hmbc
H-7.7
H-2.6.2'6 H-9_ 9"
H-9a, 9%
!
/’ LA 1t 3 \. PP
C-S? -__ - - ST 9'aC= — s0
40CH; H R HLob 9'b -8 8" 6o
C-00 4 = 70
H-7.7"/C-9.9' 80
C-7.7"§— eH-2 62" 6" C-7.7" - H QE‘J_:'.Q b/C-T7.7 oo
93, 9'a/C-7.7"
C-2'6 - - 100
C-2.6 H FE=2 656 110
120
C-1.1" S H= 6267 C=t - 130
c-4.4 ®H 2|6,2.6/C44 H-7.7/C-1.1 140
C-3.5_J 25 206003 51305 & 150
C-3'.5' T
160
= 170
6.5 6.0 5.5 s.0 a.s a.0 3.5 pPPm

Figure 3.113 : Spectre HMBC du composé Pm1
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Figure 3.114 : Spectre HMBC du composé Pml1 (partie étalé 130-170 ppm)

Donc on peut suggérer la connection suivante entre les deux fragments 1 et 2 :

H OCH;

H;CO H
L ] 1 ]
Fragmentl Fragment2

Le fragment symétrique ajouté a celui obtenu permet de conduir au produit Pm1

OCH,

H;CO

Les corrélations des carbones 8 et 8" avec les protons H-7'; H-9'a, b ; et H-7 ; H-9a, b sur
le spectre HMBC (figure 3.113) confirment la condensation des deux fragments et la

formation d’un Furofurane.
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L’analyse spectrale combinée (RMN 1H, 13C, HSQC, COSY, HMBC), qui est en accord

avec celle indiquée dans la littérature, meéne a la structure de Syringarésinol pour le composé

Pm1 (Chen et al., 2010).

OCH,;

L’ensemble des valeurs des déplacements chimiques est regroupé dans le tableau 3.18 :

Syringarésinol (Pm1)

Tableau 3.16: Déplacements chimiques en RMN '"H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du
composé Pm1 dans CD3;OD (Chen et al., 2010).

N° dcppm | Oc ppm réf Juppm (m, J Hz) Juppm (m, J Hz) réf
1 133.1 132.0 - -
2 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.58 (1H, s)
3 149.3 147.1 - -
4 135.5 134.3 - -
5 149.3 147.1 - -
6 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.58 (1H, s)
7 87.6 86.0 4.74 (1H, d, 4.2) 4.73 (1H, d, 4.4)
8 55.5 54.2 3.16 (1H, m) 3.09 (1H, m)
4.29 (1H, dd, 8.9/6.7) 4.28 (1H, dd, 9.1/6.9)
? 728 717 3.91 (1H, dd, 8.9/3.3) 3.92 (1H, m)
1 133.1 132.0 - -
2 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.58 (1H, s)
3 149.3 147.1 - -
4' 135.5 134.3 - -
5! 149.3 147.1 - -
6 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.58 (1H, s)
7 87.6 86.0 4.74 (1H, d, 4.2) 4.73 (1H, d, 4.4)
8’ 55.5 54.2 3.16 (1H, m) 3.09 (1H, m)
o 78 717 4.29 (1H, dd, 8.9/6.7) 4.28 (1H, dd, 9.1/6.9)
] ) 3.91 (1H, dd, 8.9/3.3) 3.92 (1H, m)
3-OCH; 56.8 56.3 3.87 (1H, s) 3.89 (1H, s)
5-OCH; 56.8 56.3 3.87 (1H,s) 3.89 (1H, s)
3’-OCH; 56.8 56.3 3.87 (1H, s) 3.89 (1H, s)
5'-OCH; 56.8 56.3 3.87 (1H, s) 3.89 (1H, s)
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I1. 2. Elucidation Structurale de Pm2
Le spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-MS en mode positif (figure 3.115)
du composé Pm2, montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 411.1423 [M+Na]", soit une

masse moléculaire égale a 388.14 correspondant a une formule brute en C,;H»407.

WT-P-C17.13
[I\VI_w\'a]_ 1: TOF MS ES+
1 2.90e+00
Y 411.1423
% 4052108
| : 05 1 “
| 2651380 305.1383321.1611 300 ) 4121488
. 365.202
2714250 652028 || 4271205

5152869 531.2743 5?3.28495% 1312 650.3057 B77.3030 7153540

217.0975233.1112
. iz

i A, P T TP T LT

s

) — sl alll L AU "
180 200 220 240 260 260 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 20 740

Mass Cale. Mass mba 5 DBE i=-FIT Formula

411.1423  411.1420 0.3 0.7 8.5 14.8 C21 H24 07 Ha

Figure 3.115 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Pm2

L’examen des spectres RMN 'H (Figure 3.116) et du B (Figure 3.119) du Pm2 montre
une grande ressemblance avec les spectres du composé Pml notamment les signaux des
protons et carbones non aromatiques.

En effet, on reconnait pratiquement tous les signaux du syringaresinol. La différence
notable consiste en 1’apparition dans la région des protons aromatiques, trois signaux sous
forme de deux doublets d’intégration 1H de chacun, résonant a oy =6.97 ppm (J=1.8Hz) et on
=6.79 ppm (J=8.1Hz), et un doublet de doublet d’intégration 1H, résonant a oy =6.84 ppm
(J=8.1/1.8Hz), correspondant respectivement aux H-2', H-5', H-6'attribuables au trois protons
du cycle aromatique 1, 3, 4- trisubstitué, en plus du singulet résonant a oy =3.87 ppm déja

observé dans le composé Pm1.

P-wE-cl7-13

H-2.6
|
oy H-5' -
H i H_6 ; Jh
[ A i
M\ Mg n t
s A\ P NI FANLN S e
T — T T - T T —— T - - — T T — T T
7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 Ppm

N\
OCH;3 |

—

N PEAREAAAST Ph R R AR AL bR AT DB
3.5 3.4 a3 3.2 ppm

Figure 3.116 : Spectre RMN 'H du composé Pm2 (CD;0D, 500 MHz)




L’expérience HSQC J-modulé (figure 3.117) permet de détecter ses carbones a 111.0,
116.1 et 120.1 ppm en plus des carbones C-2 et C-6 a 104 ppm, confirmant la présence d’un
systtme ABX, en plus du cycle aromatique déja observé dans le composé Pm1. Ceci a conduit
a la perte de la symétrie dans la molécule qui se traduit par un dédoublement de certains

signaux des carbones.

p—wt—cl7—13 HSQCJIMOD 30CH-
H.o . H-5'[H-2.6 ,
W 6’ -7.7 H-9b, 9 ,
l | H-92.9%2 hH 8.8
s _.‘ JL,_JE_J.—J‘-L L.w ~ PPM
C-?,S so
30CH; - &
B 8. 8 60
c-9, 9 7
-9, 9a,9a | 9b,9b
80
C-7, 7' §— -
90
100
C-2".6'% -
2.6
C-2"§ - = 110
B
C-5'¢- [~ w5 F
C-6"§— A E- 120
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.s a.0 3.s PPM

Figure 3.117 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm2
L’analyse du spectre HMBC (figure 3.118) montre des corrélations “Ji.c et *Ji.c entre les
trois protons H-2', H-5" et H-6' et les carbones C-1" (134.0ppm), C-3" (148.7ppm) et C-4'

(147.3ppm), ce qui confirme que le cycle aromatique est 1, 3, 4- trisubstitué.

Ce méme spectre montre aussi deux taches de corrélation entre les protons des les deux
singulets résonnant a 3.87 et 3.88 ppm correspondant au trois groupement méthoxyles et les
carbones 3, 5 et 3’ résonnant a 149.4 et 148.7 ppm respectivement, ce qui laisse logiquement

déduire que ces groupements OCHj sont fixés au carbone C-3, C-5 et C-3'.

P~wL—C -13 iMB H2:6 | SOCH
5t H-5' ‘ H-7.7 H-9b,9'b
H "H-é’ 'I ([ H-%9a,9'a |
J__a _ Sl T A /L ppm
C-2.6 § aH-2.6/C-2.6 oH-7, 14Vl 2.6 105
C-2 "H67C2 “H-7TCHY e
C-5"% 115
C-6' e o H-74 ket 120
125
130
S4[OS e H26Y C H 7'/CL1 -
C-4 @ H-2.6/C-4 F
140
145
c-4 ] o e H-2.56YC-4 30CH/C-3.5.[3' o}
- H2&C35 ;/C-3, 5, [
-3.5.37)  [H27C3 e d 9150
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppPm

Figure 3.118 : Spectre HMBC du composé Pm2



Les expériences RMN 1H, HSQC J-modulé, et HMBC combinées, permettent d’identifier

tous les carbones du squelette (figure 3.119) (tableau 3.17).

100 20 a0

7O S50 50

Figure 3.119 : Spectre RMN "°C J-modulé du composé Pm2 (CD;0D, 125 MHz)

Tableau 3.17: Déplacements chimiques en RMN '"H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz) du

composé Pm2 dans CD;OD.

N° dcppm | dc ppm réf Jouppm (m, J Hz) Jouppm (m, J Hz) réf

1 133.1 132.0/133.1 - -

2 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.59 (1H, s)

3 149.4 147.1 - -

4 136.2 134.0 - -

5 149.4 147.1 - -

6 104.5 102.7 6.68 (1H, s) 6.59 (1H, s)

7 87.5/87.7 85.8/86.1 4.74 (1H, d, 4.3) 4.72/4.75 (1H, d, 4.5)

8 55.3/55.6 54.1/54.4 3.17 (1H, m) 3.11 (1H, m)

4.27 (1H, m) 4.27 (1H, m)

9 72.6/72.7 71.9/72.6 3.88 (1H. m) 3.87 (1H. m)

1 134.0 132.0/133.1 - -

2 111.0 108.0 6.97/6.98 (1H, d, 1.8) 6.90 (1H, d, 1.5)

3 149.4 147.1 - -

4' 147.3 145.0 - -

5’ 116.1 114.3 6.79 (1H, d, 8.1) 6.92 (1H, d, 8.1)

6 120.1 118.9 6.84 (1H, dd, 8.1/1.8) | 6.84 (1H, dd, 8.1/1.5)

7 87.5/87.7 85.8/86.1 4.74 (1H, d, 4.3) 4.72/4.75 (1H, d, 4.5)

8 55.3/55.6 54.1/54.4 3.17 (1H, m) 3.11 (1H, m)

, 4.27 (1H, m) 4.27 (1H, m)

9 72.6/72.7 71.9/72.6 3.88 (1H. m) 3.87 (1H. m)
3-OCH; 56.8 56.4 3.87 (1H, s) 391 (1H, s)
5-OCH; 56.8 56.4 3.87 (1H, s) 391 (1H, s)
3’-OCH; 56.4 56.0 3.88 (1H, s) 3.92 (1H, s)
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Toutes ces données spectrales du composé Pm2 est en accord avec celle trouvée dans la

N

littérature et permet d’attribuer a ce composé la structure du médioresinol (Kaikaew &

Mahabusarakam 2010)

3 2

H,CO

Médioresinol (Pm2)
II. 3. Elucidation Structurale de Pm3

Le composé Pm3 présente une formule moléculaire en CyoH2,06. Cette formule est
déterminée grace au spectre de masse haute résolution HR-MS-ESI obtenu en mode positif
qui présente un pic pour I’ion pseudo-moléculaire 2 m/z 381.1 [M+Na]" (figure 3.120),
correspondant a une masse moléculaire égale a 358, soit une perte de 60 uma, ce qui suggere

le manque de deux groupements méthoxyles supplémentaires par rapport au composé Pml.

WT-P-G17-15 W
[RI_L\ a] 1: TOF MS ES+
100 381.1 3.24e3
231.1
|
[2M+Na]
739.1
27q.q 321
R 4 4051
a37.1 |
A07.1 40,1
| il | A433.2
. 2331 | | 513.2 a20.1
206.0 1 I [ 517.0 8891  jo.o 4 [741.1
| I UL A, R A r]‘ o | ol ol 949.1 sea.2 ‘ 801.1
& (LA (L i g e b AL T il b Nl FA } : e
200 250 300 350 400 450 500 550 GO0 659 700 750 800 250 S00

Figure 3.120: Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Pm3
Le spectre RMN 'H (Figure 3.121) du composé Pm3, enregistré dans le CD;OD, est
similaire a celui du composé Pml. Les protons non aromatiques attestent la présence de la
partie furofurane du produit Pm2 avec absence du singulet correspondant au proton

aromatique. En effet on observe :

154



- les signaux attribuables aux groupements méthines résonnant a oy 3.17 (2H, m, H-8/H-

8"),4.73 (2H, d, J = 4.3Hz, H-7/H-7"); méthylénes résonnant a dy 3.86 (2H, dd, J =

9.1/3.6Hz, H-9b/H-9'b) et 4.26 (2H, dd, J = 9.1/6.8Hz, H-9a/H-9'a) correspondant aux -CH

et -CH, du noyau tétrahydrofuro [3,4-c]furane.

- le signal singulet résonnant a oy 3.88 (6H, s, 2-OCH3) correspondant a deux substituant

méthoxyle.

-un systeme ABX, les signaux d’intégration 2H de chacun résonnant a oy 6.97 (d, J = 1.7
Hz, H-2/ H-2"), 6.79 (d, J = 8.1 Hz, H-5/ H-5') et 6.84 (dd, J = 8.1/1.8 Hz, H-6/ H-6")

caractéristiques de deux cycles phényles 1, 3, 4-trisubstitués.

}\I - [
;2.2 |H-5,5
M |
£l o
TG F iz AW
7.05 7.00 6.95 6.90 6.80 pém
\va ) s
F;)CH; |
H-7.7 ||5_H-9b, 9'b
4“ H-9a,9a ﬂ || B
W ] H
!
.|| W I 1/ | e
e el A = R Nl o e P T TNPer Y N IOt o R
4:8 4‘,7 4:6 4:5 4‘.4 4‘,3 4.‘2 4i1 4-‘0 :3‘.9 3:8 3‘.7 3:6 3:5 314 3‘,3 3‘.2 3‘,1 pr::rn

Figure 3.121 : Spectre RMN 'H du composé Pm3 (CD;0D, 500 MHz)

Le spectre RMN "°C J-modulé (figure 3.122) est quasi similaire 2 celui du composé Pml,
toutefois la différence notable par rapport a la molécule Pm3 apparait au niveau de la partie
aromatique ou on trouve trois signaux résonants a oc 111.0, 116.1 et 120.1 ppm, attribuables
respectivement a C-2/2', C-5/5" et C-6/6'. Ce qui confirme que les cycles phényles sont

substitués en position 1, 3 et 4.

P—-wt—cl7—15 Jmod

-5, 5
c-6,6 C-2,2' c-7.7' C-8.8'

Figure 3.122 : Spectre RMN °C J-modulé du composé Pm3 (CD;0D, 125 MHz)
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Cette suggestion est confirmée d’une part, par le spectre COSY H-H (figure 3.123) qui
montre des corrélations entre le proton H-2 avec H-6 et H-5 ainsi que le proton H-2" avec H-
6’ et H-5', et d’autre part par le spectre HMBC (figures 3.124, 3.125) qui montre des
corrélations entre les protons H-2/2', H-5/5', H-6/6" avec les carbones C-7 et C-7' et aussi les

groupements méthoxyles avec les carbones C-3 et C-3'.

p-wt—cl1l7-15 COSY N
H-2.2 -6, 6' J|" H-5,5'
. -_JV\.__ . . o . ‘_,/\r\,/fv\_ o J\_ _}f\\_ PRm
I 6.65
&6.70
[e7s
H-5,5 = _ 2.2 [H-5,5' oo
_J F— o2 o r
H-6.6' = e _ H-2.2' /H-6.6 L o.08
-90
.05
H-2,2 e =
A |
.98 6.96 6.94 6.92 G.90 .88 6.86 6.84 .82 6.80 6.78 6.76 ppm
Figure 3.123 : Spectre COSY du composé Pm3
P—-wt—cl7-15% HMBC H_2:2? H-S.. 5;
i H-6, 6' i
J k j“nll || II|
e — e v,j‘x A Ii\ _}}k\ - ppm
C-‘F-' ?’ B — '. . ‘.’ — 1= ’ 20
H2, 27 /¢, 7 H-6,5/C-7,7
100
c2.2' | L HSSUC2Y 110
c-5,5 § .. H-6/6'/C-2,2'
coo | H-2,2'/C-6,6 ) oo
130
c-1,1' - i I
140
Cd 4’ Hp2.2/C-4.4' H-6.§/C-4,4' H45,5/C-4.4
C-3,3 H-2,2/C-3,3  H.S.FC-3.4 e
7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 6.75 6.70 6.65 PPpmMm
Figure 3.124 : Spectre HMBC du composé Pm3 (partie 6.63-7.05 ppm)
- ! 20CH =
H-7.7 H-9a, 9'a Al H-9b, 9b J}L H-8.8"
i, A | A A W,
C-8,8'§ - — — i
H "1",'7"!' C Q, bl H-Qn, 9'd/ (—"R: ] er\, 9'hAC Q, bl -
C-9, o' _ . : ro
H-7.77 9. 9’ o
Cc-7, 74— — —
’ H-9a, 9%/ C+7. 7" H-9b, 9'bf C=7, 7 oo
c-2.2" § ~H-7.7f C-2. 2" e
C-6. 6 H-7.7 C-6. 6" ‘ =o
C-1,1" —-H-7.4/C-1, 1/ e
C-3.3"» 20CH,/ -3, 3' e

Figure 3.125 : Spectre HMBC du composé Pm3 (partie 3.10-4.80 ppm)
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Tableau 3.18: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN °C (125 MHz)

du composé Pm3 dans CD;OD (Xie et al., 2003).

N° Jdcppm Jc ppm réf ouppm (m, J Hz) Jdgppm (m, J Hz) réf
1 133.8 133.8 - -
2 111.0 111.0 6.97 (1H,d, 1.8) 6.93 (1H,d, 1.7)
3 149.0 149.0 - -
4 147.3 147.3 - -
5 116.1 116.1 6.79 (1H, d, 8.1) 6.75 (1H, d, 8.0)
6 120.1 120.1 6.84 (1H, dd, 8.1/1.8) | 6.79 (1H, dd, 8.0/1.7)
7 87.5 87.5 4.73 (1H, d, 4.3) 4.69 (1H,d, 4.4
8 554 554 3.17 (1H, m) 3.12 (1H, m)
9 796 796 4.26 (1H, dd, 9.1/3.6) | 4.21 (1H, dd, 8.9/3.6)
) ) 3.86 (1H, dd, 9.1/6.8) | 3.83 (1H, dd, 8.9/6.8)
1 133.8 133.8 - -
2' 111.0 111.0 6.97 (1H, d, 1.8) 6.93 (1H,d, 1.7)
3 149.0 149.0 - -
4' 147.3 147.3 - -
5' 116.1 116.1 6.79 (1H, d, 8.1) 6.75 (1H, d, 8.0)
6’ 120.1 120.1 6.84 (1H, dd, 8.1/1.8) | 6.79 (1H, dd, 8.0/1.7)
7' 87.5 87.5 4.73 (1H, d, 4.3) 4.69 (1H,d, 44
8 554 554 3.17 (1H, m) 3.12 (1H, m)
9 796 796 4.26 (1H, dd, 9.1/3.6) | 4.21 (1H, dd, 8.9/3.6)
) ) 3.86 (1H, dd, 9.1/6.8) | 3.83 (1H, dd, 8.9/6.8)
3-OCH3 56.4 56.4 3.88 (1H, s) 3.84 (1H, s)
3’-OCH3 56.4 56.4 3.88 (1H, s) 3.84 (1H, s)

L’analyse des spectres de RMN 'H, °C, (tableau 3.18) COSY, HMBC de Pm3 montre que

ce composé est identique au lignane Pinoresinol (Xic et al., 2003).

Pinoresinol (Pm3)

11. 4. Elucidation Structurale de Pm4

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.126) montre un ion
pseudo moléculaire & m/z = 369.0579 [M+Na]® (calculé 369.0579) qui correspond 2 la

formule brute C7H40s.
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WT-P-C24-25,87-03

TR 1: TOF M5 ES+
[M+Na] 5434003
o, 369,0579
1
! 365,108
| 367.1838 ” ITAR0 3791636 3811915 _—
4l .
'ni w17 o e 3751858 1833072
31815 3831903 87.1812
91746
| s 366.1543 bl 78167 3602043
| Lasg s | 3601622 3524785 %4. 1803 366,205 312 1656 | 374.1053 3761959 ' 3842951 388 1530
| A
) O s TR NN =i bvrrrk

BEO PO W00 K20 36‘10 3660 I B0 MO0 A0 M40 W60 380 3800 3820 30 350 3880

Mass Calc. Mass mDa PPN DBE i-FIT Formula

365.0575  36%.0586 -0.7 =1.9 10.5 9.7 Cl7 Hl4 0B Ha

Figure 3.126 : Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Pm4

Le spectre RMN 'H (figure 3.127), enregistré dans CD;0D, du composé Pm4 permet
d’observer :
- Un systeme ABX : deux doublets a oy = 7.65 ppm (J = 1.8Hz), oy = 6.92 ppm (J = 8.4
Hz) et un doublet de doublet a oy = 7.55 ppm (J = 8.4/1.8Hz) d’intégration 1H chacun
attribuables successivement aux protons aromatiques H-2', H-5" et H-6' du cycle
aromatique B et indiquant la trisubstitution en position 1', 3" et 4'.
- Un singulet d’intégration 1H a Jg = 6.50 ppm attribuable soit a H-6 soit a H-8

2°™ noyau aromatique A est substitué pentasubstitué.

indiquant la présence de
- On observe aussi deux singulets d’intégration 3H chacun a Jy = 3.80, 3.90 ppm

correspondant aux deux groupements méthoxyles.

1 |

| |

H Ry 00 '[| |
‘neg M Ji .
lL 0 m i Ve ! ,/IWI-.._JI\_ - ’/ |t
¥ S SR W N U A =
[P S SR I -SIrT WUTILCRN AR, S f - SR SO AR S FP A LRI S NSO [ BENEL MR SIS ASTE TR S LATINS ST OSSN U SIDGT R A S e T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 PRm

Figure 3.127 : Spectre RMN '"Hdu composé Pm4 (CD;0D, 500 MHz)
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L’analyse des spectres COSY H-H (figure 3.128) montre des corrélations entre les protons

H-2" avec H-5" et H-6' confirmant le couplage entre les protons du cycle B.

WI—-p—C24—25, 93 COSY u

H-2" ’ _g5 \
_J..I;I-s _I_JIIE . I G JJR___J[____ PPM

4‘; Sl I
= 6.5
_5 H-6'f{ H-5'
o
H-6’ H-6 '-": =2 =6 RS 7.5

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.0 3.5 PP

Figure 3.128 : Spectre COSY du composé Pm4
Le spectre RMN °C J-modulé (figure 3.129) montre la présence de 17 atomes de
carbones dont deux sont méthoxyles indiquant une structure d’un flavonoide substitué par

deux méthoxyles.

T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 B8O 70 [=ls] ppm

Figure 3.129 : Spectre RMN "*C J-modulé du composé Pm4 (CD;0D, 125 MHz)

L’analyse du spectre HSQC J-modulé (figure 3.130) permet d’attribuer chaque proton au
carbone qui le porte : le proton résonant a oy = 6.50 ppm correspond au carbone résonant a dc

=95 ppm indiquant ainsi qu’il est en position C-8 du cycle A (Horie et al., 1998)
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WT—p—C24—25, 93 HSOCJIMOD ” OCH3 OCH3
H-:}‘!H-6" H-5' H-6/8 Jl L |
_l.l._ _ N __,1 I S S S —— A L-_.._. Ppm
-=__—! - s0
OCHs; —
; % oCHiE=2E se
OCH3
L — 7FO
[0
1 -
100
T 110
c25% | 7 -
! ﬂ =y ) 120
y - 130
7.5 7.0 5.5 .0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 PPmM

Figure 3.130 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm4
Sur le spectre HMBC (figure 3.131), la corrélation entre les protons du methoxy a oy =
3.90 ppm avec le carbone résonant a oc = 132.0 ppm indique que celui-ci est substitué par un
méthoxy et sa corrélation avec le proton H-8 permet sa localisation en C-6 car si le methoxy

était substitué en C-7 son déplacement chimique aurait été plus déblindé (Horie et al., 1998).

Le carbone oxygéné a dc = 146.5 ppm est attribué a C-3' par ces corrélations sur le spectre
HMBC avec les protons H-2', H-5'. De la méme manicre le carbone C-4' (dc = 150.0 ppm) est

attribué par ces corrélations avec les protons H-2', H-6" et H-5'.

Les carbones C-5, C-7 étant déblindés, les protons du méthoxy résonnant a oy = 3.81 ppm

et qui correlent avec le carbone a dc = 139.0 ppm ne pourraient étre localisés qu’en position
C-3.

WI—-p—C2Z4—25, 93 HMBC

’ OCH; OCH;
H-20, o H-s  F J_/ l

_.J'l_l .7J-l _ ‘_.,,J —__ ~ ~ b ppm
S50

7O

80

o920

: 100

-H-8/C-10
B67C-275 e
~FH27C-6" H-svc-¢ 120
QOCH:/'C-6
-[H-8/C-6 - 1=e
. - 130
_HP'/C-4' | wH-5YC-4" DCH:/C-3

=L SOOI C-3" «|H-8,/C-0 150

- -H=2" ﬁ’F-?HSECS-HQ*{“ - 160
170

H-8&-C—4 180

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.5 4.0 PP m

Figure 3.131 : Spectre HMBC du composé Pm4
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Cette derniere suggestion est bien confirmée sur le spectre NOESY (figure 3.132) ou on

peut observer des corrélations entre le méthoxyle résonnant a dy = 3.81 ppm attaché

carbone C-3 et les carbones C-2' et C-6' du cycle B du flavonoide.

sur le

P - " OCH; ]
J /| l ,l _11

j _,I._,l'.._ ,JLL e e 7_1_-_--_-——/_/ ;\‘—)—*4’/: ka‘i—- PPm
_> ; P— =="% as
o % — ; ¥ o
B z
P— - —— - .
j - o
/ o
: o
5{‘ = : 7.0
.o . e e

7.5 7.0 6.5 o s.5 s.0 as a0 3.5 PPm

Figure 3.132 : Spectre NOESY du composé Pm4

Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 3.19.

Tableau 3.19: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz)
du composé Pm4 dans CD3;OD (Mohamed 2016).

N° dcppm | dc ppm réf Jog ppm (m, J Hz) Jgppm (m, J Hz) réf
2 157.1 147.7 - -
3 139.0 135.4 - -
4 180.9 176.0 - -
5 153.8 151.7 - -
6 132.0 130.8 - -
7 158.7 157.2 - -
8 95.0 93.6 6.50 (1H, s) 6.52 (1H, s)
9 153.8 151.3 - -
10 104.5 103.3 - -
1 122.9 121.9 - -
2' 116.4 115.0 7.65 (1H, d, 1.8) 6.67 (1H, d, 1.5)
3 146.5 146.9 - -
4' 150.0 145.0 - -
5' 116.5 115.5 6.92 (1H, d, 8.4) 6.88 (1H, d, 8.5)
6’ 122.3 120.0 | 7.55 (1H, dd, 8.4/1.8) | 7.55 (1H, dd, 8.5/1.5)
3-OCH; 60.5 60.0 3.81 (1H, s) 3.76 (1H, s)
6-OCH; 61.0 62.9 3.90 (1H, s) 3.96 (1H, s)

Toutes ces données meénent a la structure de :

ether) (Mohamed 2016).

I’axillarine (Quercétagetin-3,6-dimethyl
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Axillarine (Quercétagetin-3,6-dimethyl ether) (Pm4)

I1. 5. Elucidation Structurale de Pm5

Le spectre de masse haute résolution HR-ESI-MS (figure 3.133) montre deux ions pseudo-
moléculaires m/z = 353.0632 correspondant a [M+Na]" et m/z = 331.0848 correspondant a
[M+H]" donnant la formule brute C;7H;40.

WT.C2264 "
L6
1: TOF M3 E3+
26304003
100 319.1517
[M+Na]*
3031282 [M+H] 3530692
331.0848
i 3182408 | 3211887 3331583 _—
| 281433  269.1358295.1489 A oo lszs - uqe M08
| 265.1152 279.4314 K REH 20,1508 & - ” oséf,;;,-.asﬁ 16356:?:;9 377.1843
i | 9.
0 T e mEEEE m b | 5T TN - 1 S O P N ",|_ gt 4 1 1

W5 270 25 20 285 200 205 300 305 MO M5 320 35 530 a05 M0 M5 /0 B 3,0 S W0 475 260

Mass Cale. Mass mha FPM DBE 1=FIT Formula

353.0632 353.0637 -0.5 -1.4 10.5 n/a C17 Hl4 Q7 Ha

Figure 3.133 : Spectre de masse HR-MS-ESI du composé PmS

L’examen des spectres RMN 'H (figure 3.134) et RMN BC J-modulé (figure 3.135) du
composé Pm5 montre les mémes signaux présentés dans les spectres du composé Pm4, a
savoir trois singulet a oy = 6.54 ppm, Jg = 3.80 ppm et oy = 3.90 ppm attribués a H-8, 6-
OCHj et 3-OCHj; respectivement, et a la place d’un systtme ABX un systeme A,X; qui est
caractérisé par les doublets a oy = 8.01 ppm et oy = 6.95 ppm (J = 9.1 Hz) d’intégration 2H
chacun sont attribuables a H-2',6" et H-3",5" respectivement. Cela indique que le noyau B est

substitué en position 4'.
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Figure 3.134 : Spectre RMN 'H du composé Pm5 (CD;0D, 500 MHz)

D’une fagon analogue le spectre RMN "C J-modulé (figure 3.135) du composé Pm5
montre des signaux ayant des déplacements chimiques similaires a ceux du composé Pm4
excepté les signaux relatives au systeme A,X; et celui du carbone C-4' qui apparait a un

champ plus déblindé (¢ = 161.8 ppm).

P—wt—c2Z2—6—9 Jmod

C-3+5'

C-2+6'

T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 7O 60 50 40 Ppm

Figure 3.135 : Spectre RMN "°C J-modulé du composé Pm5 (CD;0D, 125 MHz)

L’attribution complete des signaux a €té réalisée par I’analyse combinée des corrélations

hétéronucléaires HSQC (figure 3.136) et HMBC (figure 3.137).

163



P-wC c 2 & @ HI3SQCT - -
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Figure 3.136 : Spectre HSQC du composé PmS
pP—wt—c22—6—9% HMBC 6'OCH33-OCH3
H-3"+5' H:8 JL
— — . _1 _______ R e — PRPm
wil-3+5/C-1" e
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Figure 3.137 : Spectre HMBC du composé PmS

Ces données permettent d’attribuer sans ambiguité au composé PmS5 la structure connue

de:

Mabry, 1977).

HO

H,CO

OCH,4

OH O

OH

galetin-3,6-dimethyl ether (Pm5)

galetin-3,6-dimethyl ether (5, 7, 4',-Trihydroxy-3,6-dimethoxyflavone) (Dillon &
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Tableau 3.20 : Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN '*C (125 MHz)
du composé PmS dans CD3;OD (Van Heerden et al., 2000).

N° dcppm | ocppmréf | duppm (m, J Hz) og ppm (m, J Hz) réf

2 158.2 161.8 - -

3 139.3 139.2 - -

4 180.3 180.4 - -

5 153.7 158.2 - -

6 132.8 132.6 - -

7 158.7 158.7 - -

8 95.0 95.1 6.54 (1H, s) 6.45 (1H, s)

9 153.8 153.8 - -

10 106.3 106.4 - -

' 122.6 122.7 - -

2 131.4 131.5 8.01 (1H, d, 9.1) 7.90 (1H, d, 9.0)

3 116.6 116.6 6.95 (1H, d, 9.1) 6.88 (1H, d, 9.0)

4 161.8 153.7 - -

5' 116.6 116.6 6.95 (1H, d, 9.1) 6.88 (1H, d, 9.0)

6’ 131.4 131.5 8.01 (1H, d,9.1) 7.90 (1H, d, 9.0)
30CH; 60.5 60.0 3.80 (1H, s) 3.75 (1H, s)
6-OCH; 60.9 62.9 3.90 (1H, s) 3.86 (1H, s)

II. 6. Elucidation Structurale de Pmé6

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 3.138) montre un ion

pseudo moléculaire a m/z = 501.1 [M+Na]* qui correspond a la formule brute C,,H2,015.

e SR [BT-I_Na]_ 1: TOF MBS ES«
an

100 s01.1-  Aee

871.3

| 471.1
i |
453.2 -
’ ot are.z
| sa7r.a|
253.1 37 572.3 DaD.
185.0 sor.z 37TP1 = B49.2 o80.3
- | se7.a |
311 o = 2 v 081.3
| | i l| ) N | 701.3 731.3 #A67.3 913.4 | 1109.2

o Lol AR RORT Py L,}L-Ll.lntll- JEVEEL TR0 T T A . | " i " .

. =
200 A00 400 S00 [als)] 700 28O0 200 1000 1100 1200

Figure 3.138 : Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Pm6

Une grande similitude est observée entre les spectres RMN 'H (figure 3.139) du composé
Pm6 et ceux du composé PmS. On retrouve tous les signaux caractéristiques du composé
PmS5 : les deux doublets des (H-3'+5") et (H-2'+6") a oy = 6.90 ppm (J = 8.8 Hz) et dy = 8.09
ppm (J = 8.8 Hz) respectivement, le singulet d’intégration 1H attribuable a H-8 résonnant a oy

= 6.55 ppm et le singulet d’intégration 3H du groupement méthoxyle a oy =3.91 ppm. La
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différence réside en la disparition d’un groupement méthoxyle résonnant a oy = 3.80ppm sur
le spectre du composé PmS qui est attaché en position 3 du cycle C, ainsi que I’apparition
d’un doublet d’integration 1H a dy = 5.31 ppm (J=7.2Hz), et des signaux dans I’intervalle oy
= 3.22-3.72 ppm indiquant la présence d’une partie osidique. Cela indique que le cycle C du
composé Pm6 est substitué en position 3 par une unité osidique. L’analyse des spectres COSY
(figure 3.140) et HSQC (figure 3.141), a permis de mettre en évidence la présence de sept
protons d’un hexose ainsi que les constantes de couplages vicinaux mesurées a partir du

spectre RMN 'H étalé, qui sont toutes supérieures 2 7Hz.

—68—-75, 3
|
H-8 i
| "'
A = et S | A *———/‘L‘/
T T T T T T T T T T T T T
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 58 5.6 5.4 ppm
VA S e Y AN
- |
Partie osidique | J
I
1 {/II I
_)L | ”)L'\ o = gl LI _,'_)I‘J\..ll\,[/ L_'\ "
PSSP S ——— e — e AP A A e -
4‘.6 4‘.5 4:4 4‘.3 4‘.2 4‘.1 4t0 3‘.9 3‘.8 -3:7 3:6 3:5 3‘.4 y Ppm

Figure 3.139 : Spectre RMN 'H du composé Pmé (CD;0D, 500 MHz)
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Figure 3.140 : Spectre COSY du composé Pm6
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Figure 3.141 : Spectre HSQC du composé Pm6

L’expérience du spectre HMBC (figure 3.142) montre une corrélation 3 Ju.c entre le proton
anomérique (oy = 5.31 ppm) et le carbone C-3 (oc = 133.5 ppm), ce qui confirme
I’attachement du glucose a ce carbone C-3. L’ensemble des résultats est répertorié dans le

tableau 3.21.
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H-3'+53" H-8 o1 |
c4mf— 70
caEA—
. 80
C-8F— Q0
-1" = 100
C—l%— «H-8/C-10

110

C-3'+5'% .
C-1] =TT 120

+ C_2'+6 .
(C;’_?: *H ZC6 = T 130
HIvCs OCH;/C-6
140
C-5

8’93 . o —SC—E 150
C259] SH-8/C-7 o
170
Cc-4 SH-8C-4 180
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Figure 3.142 : Spectre HMBC du composé Pm6
Par conséquent le composé Pm6 est identifié comme étant : 6-methoxykaemférol-3-O-4-

D-glucopyranoside isolé déja de I’espece Paepalanthus macropodus (Eriocaulaceae) (De

Andrade et al., 2002).
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HO
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6-methoxykaemférol-3-O-f-D-glucopyranoside (Pm6)

Tableau 3.21: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN Bc (125 MHz)
du composé Pmé6 dans CD3;OD (Pereira do Amaral et al., 2012).

N° Jdcppm Jc ppm réf Jouppm (m, J Hz) ouppm (m, J Hz) réf

2 161.0 160.1 - -

3 133.4 133.6 - -

4 179.1 178.0 - -

5 150.1 150.0 - -

6 131.0 131.0 - -

7 158.0 157.1 - -

8 93.8 94.9 6.55 (1H, s) 6.32 (1H, s)

9 152.0 152.0 - -

10 104.1 104.6 - -

1 121.1 121.0 - -

2 1314 132.1 8.09 (1H, d, 8.8) 8.11 (1H, d, 8.6)

3 114.8 115.8 6.91 (1H, d, 8.8) 6.80 (1H, d, 8.6)

4' 160.0 157.1 - -

5! 114.8 115.8 6.91 (1H, d, 8.8) 6.80 (1H, d, 8.6)

6 131.4 132.1 8.09 (1H, d, 8.8) 8.11 (1H, d, 8.6)
6-OCH; 59.5 60.7 391 (1H, s) 3.87 (1H, s)

1" 102.5 103.1 531 (1H,d,7.2) 5.33(1H, d, 8.8)

2" 74.3 75.4 3.46 (1H, m) 3.54 (1H, dd, 8.8/9.0)

3" 76.8 774 3.43 (1H, m) 3.46 (1H, dd, 9.0/9.0)

4" 70.0 71.5 3.32 (1H, m) 3.15 (1H, dd, 9.0/9.0)

5" 77.0 76.1 3.22 (1H, m) 3.26 (1H, m)

6" 61.1 65.5 3.55 (1H, dd, 11.8/5.5) | 3.95 (1H, dd, 12.0/2.5)

) ) 3.71 (1H, dd, 11.8/2.2) | 4.41 (1H, dd, 12.0/2.5)

II. 7. Elucidation Structurale de Pm7

La formule moléculaire brute C;sH;304 du composé a été déduite a partir du spectre de

masse haute résolution HR-MS-ESI (figure 3.143). Il montre en effet un pic de I’ion

168



pseudomoléculaire a m/z =285.1 [M+Na]" correspondant 2 une masse moléculaire égale a 262

uma.

WT-P-C17, 10 [ 14N ]‘ 1: TOF MS ES+
15BR36 97 (1.802) I\EE’E\? S £S5+
100 i

|
|
[2M+Na]*
547.2
= | 301.1
|
|
|
| 548.2
! ; 302.1 |549.2
p—_— | | 41314211 !
e b} ) 220-2aaz 1 | 5632
{1y /|
U EINPOPREIT R | 7% .I-I\.a il gl s LA " S e ntand i il
O N&s  @e0 | 250 300 350 400 450 500 550 600 650

Figure 3.143 : Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Pm7

L’étude du spectre RMN °C J-modulé (figure 3.144) de ce composé montre la présence de
15 atomes de carbone :
e 3 groupements carbonyles résonant a oc = 212.4, 207.3 et 170.1 ppm.
e 4 carbones oléfiniques dont un méthylénique résonant a oc = 177.0, 139.9, 137.3 et
123.9 ppm.
e Un carbone oxygéné résonant a oc = 80.3 ppm.
e 4 groupements CH; résonant a oc = 28.6, 32.8, 35.2, et 49.4 ppm
e 2 groupements CH3 résonant a oc = 17.7 et 30.4 ppm
e Un méthyne CH résonant a oc = 43.9 ppm

P—wt—cl17—10 Jmod

4 carbones oléfini qu%s

T T T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 80 S0 40 20 o PPmM

Figure 3.144 : Spectre RMN "°C J-modulé du composé Pm7 (CD;0D, 125 MHz)
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Ces observations permettent de recenser 18 atomes d’hydrogene. On remarque d’apres
I’analyse du spectre RMN 'H (figure 3.145):
- deux doublets d’intégration 1H chacun résonnant a dy = 5.69 et 6.20 ppm (J =
2.4Hz) attribuable a un méthylene exocyclique.
- un multiplet a oy = 4.64 ppm d’intégration 1H attribuable a un CH oxygéné.
- deux doublets de doublet d’intégration 1H chacun résonnant a dy = 2.73 et 2.87
ppm (J = 17.4/5.9 Hz) attribuable a un CH,-CO
- 2 singulets d’intégrations 3H chacun résonnant a oy= 2.14, 2.16 ppm attribuables
aux deux groupements méthyles.

- des multiplets entre oy = 2.40 et 3.06 ppm attribuables a un CH et trois CH,.

GF
H-8 ” | | L7 N
[} I! ! I | ] i Ifll I 1 .
I!”Il} | || } ﬁ'“l” h
N Wl Lol bbbl
6 I25 6_‘20 'pprn S.E:'u pprnl 4.‘70 4.‘65 |I9pm I 3.‘35 I;:'me ! 3,;]5 Ppm

222,268

= e N
| ! Ho-6
| H>-3 = H.-2
I i 0 1y = s-l |
N 1

| ‘ 'ulﬁ}“u J“‘II ij. |Fu~: rﬁ I_','l ’é '
_-_HHv O | B || ﬁ; | — -V 10 | ey I ) — S Y [ S—— | rII
2.50 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.a5 2.30 2.35 2.30 2.25 2.20 ppm

Figure 3.145 : Spectre RMN 'H du composé Pm7 (CD;0D, 500 MHz)
L’analyse du spectre HSQC J-modulé (figure 3.146) permet de corréler chaque carbone a

son proton correspondant.

P—wt—cl7—10 HSQCJMOD CH-

H-13a CH-:
H-13b H-0a CHs
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E-110

E 120

c-13}p 13 13

6.0 5.5 5.0 a.5 4.0 3.5 3.0 2.5 PpmMm

Figure 3.146 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm7
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Toutes les données mentionnées ci-dessus suggerent que ce composé pourrait étre un Séco-
guaianolide.

La présence du groupement (a-méthylene-y-lactone) est confirmée par I’apparition d’une
paire de doublets déblindés a (5.69 ppm, d, 2.4 Hz) et (6.20 ppm, d, 2.4 Hz), et aussi un signal
attribué au proton lactonique a 4.64 ppm (ddd, 8.9 Hz ; 6.5 Hz et 3.7 Hz). Ces derniers avec le
proton résonnant a 3.06 ppm indiquant qu’il s’agit d’une structure 1, 10-secoguaianolide
(Huneck et al., 1986 ; Zan et al., 2012).

Pour confirmer cette proposition, les corrélations COSY (H-H) et HMBC (C-H) ont été
analysées.
L’examen du spectre COSY (figure 3.147, 3.148) révele deux séquences de couplage, la

premiere est déterminée par des corrélations a partir de H»-6 jusqu’a H»-9 suggérant que le
proton H-7 résonnant a 3.06 ppm correle avec H-6 (2.53 ppm), H-8 (4.64 ppm) et les protons
du groupement éthylénique CH,-13 (5.69 et 6.20 ppm) alors que la seconde est définie par les
corrélations entre les protons H>-2 (2.43 ppm) et H>-3 (2.65 ppm) avec CH3-15 (2.14 ppm).

P—wtC—Cl1l7—10 COSY
H-13a
H-13b
| | Ho
_ N — _
Ha-6
H-9a =8/ H-9a
H-I%}J_—— . H-13a/H-7 ={}3/H-9b
-/ L - Az _7
H-13aH-7 HAS/H-7
/ a.0
H-9b/H-8 s
H-8 = - .| - e
S H-7/H-8| H-2a-8
5.0
5.5
H-13a - — -7 /H-13R
= &.0
H-13b— | » —|H-7 /H-13p
6.0 sS.S 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 PP

Figure 3.147 : Spectre COSY du composé Pm7 (séquence 1)

H3C 14
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Figure 3.148 : Spectre COSY du composé Pm7 (séquence 2)
L’examen du spectre HMBC (figures 3.149, 3.150) confirme toutes ces suggestions, on
observe :

e des taches de corrélations entre les protons de méthyle CHs-15 (2.14ppm) et les
carbones C-5 (137.3 ppm), C-3 (32.8 ppm) et le groupement carbonyle C-1 (212.2
ppm).

e une corrélation entre les protons H»-3 et le carbonyle (C-1).

o des corrélations entre les protons Hj-6 et les carbones C-1, C-4(177.0ppm), C-5, C-7
(43.9 ppm), C-8 (80.3 ppm) et C-11 (139.9 ppm), ces trois derniers carbones montrent
ainsi des corrélations avec les protons Hj-9.

o les protons du méthylene exocyclique H»-13 montrent des corrélations avec C-6 (28.6
ppm), C-7, C-11 et le carbonyle C-12 (170.1 ppm).

e les protons du second méthyle CH3-14 (2.16 ppm) correlent avec C-10 (207.3 ppm),
C-9 (49.4 ppm) et C-8.

HMBC
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Figure 3.149 : Spectre HMBC du composé Pm7

H-_13a

g5 oxd

— TS e

7
o=

E1-1 Fooc-

e T T

=15

Y j ST pie N

FE-SC-1

. = = = = == =

LR T

e

L]

-]

=

o

o

O

=

Figure 3.150 : Spectre HMBC du composé Pm7

Le spectre NOESY (figure 3.151) de ce composé montre une corrélation entre H-7 et les

protons du H»-6 et aussi une corrélation entre H-8 et H,-9. Ce méme spectre montre qu’il n’y

a aucune corrélation du H-7 avec le proton H-8 ce qui indique la configuration trans de ces

noyaux

P—wrLC—cCl17—10 NOY]‘!
+ | PP
H,-6H = 2.5
H-9%_.—"- T
H-2b—H o
B 3.0
=5
+ a0
S =
- a.s
—_ = - o - = F
o> i f— & = F
- s.0
‘/ a -
- . =
. H =
. - 5.5
= = o
- : r
8" 3 6.0
I @ 5 s
. 1 . =
&.0 s.5 s.0 a.s a0 3.5 3.0 =25 PP

Figure 3.151 : Spectre NOESY du composé Pm7
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Tableau 3.22: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN "°C (125 MHz)
du composé Pm7 dans CD3;OD (Cheng et al., 2011).

N° Jdcppm Jc ppm réf Juppm (m, J Hz) Jdgppm (m, J Hz) réf
1 212.2 209.4 - -
2 35.2 34.2 2.43 (2H, m) 2.40 (2H, m)
3 32.8 31.9 2.65 (2H, m) 2.60 (2H, m)
4 177.0 173.2 - -
5 137.3 136.2 - -
6 28.6 28.4 2.53 (2H, m) 2.45 (2H, m)
7 43.9 42.4 3.06 (1H, m) 3.10 (1H, m)
8 80.3 78.3 4.64 (1H, dt, 8.9/6.5/3.7) | 4.58 (1H, dt, 8.0/6.4/3.5)
2.87 (1H, dd, 17.4/5.9) 2.80 (1H, m)
? 49.4 487 2.73 (1H, dd, 17.4/6.3) 2.56 (1H, m)
10 207.3 204.5 - -
11 139.9 138.1 - -
12 170.1 169.0 - -
5.69 (1H, d, 2.4) 5.58 (1H, d, 2.2)
13 123.9 1234 6.20 (1H,d, 2.4) 6.27 (1H, d, 2.2)
14 304 30.8 2.16 (3H, s) 2.10 (3H, s)
15 17.7 17.6 2.14 (3H, s) 2.07 (3H, s)

L’analyse des spectres de RMN IH, B¢ J-modulé, (tableau 3.22) HSQC J-modulé, COSY
et HMBC de Pm7 est en accord avec celle trouvée dans la littérature et permet d’attribuer a ce
composé la structure de: Postia secoguaianolide, isolé précédemment de 1’espece Postia

bombycina Boiss. et Haussk. (Rustaiyan et al., 1989).

H,C 4

Postia secoguaianolide (Pm7)

II. 8. Elucidation Structurale de Pm$8

L’examen du spectre de masse (figure 3.152) montre deux fragments a m/z 503.2

correspondant 2 [M-hexose+Na]* et m/z 319.2 qui correspond a [M-2hexose+H]" , ceci
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indique la présence de deux sucres du type hexose dans la molécule. L’indice de déficience en

N
hydrogene est de 8
WT=-p=C24 24, 5-68 75,2 |+
15BR35 34 (0.631) Cm (25:36) [h'I+Na] 1: TOF MS ES+
100 665.3 5.01e3
|
==
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GBB_B
|
S504.2 e
2201 M-2Hexose+H]” i ——
319.2 1146.6 1307.6
519.2 660.2| g4 3 - . =
318.2 498.3 - . 7O5 2880 o83.5 (1147.8 1308.6
ol by il i 4 | 1 | - e L R
200 300 400 SO0 00 TOoOo 800 200 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Figure 3.152 : Spectre de masse HR-MS-ESI du composé Pm8

L’analyse du spectre de RMH 'H (figure 3.153, 3.154) montre la présence de :

1.24 ppm correspondant a deux groupements méthyles.
deux protons oléfiniques résonnant a oy= 4.95 et 5.31 ppm
éthyléniques d’un groupement méthylene exocyclique.

Hz)

groupements méthylene (CH,) et trois méthines (CH).

deux singulets d’intégrations trois protons chacun résonnant a dy 1.00 ppm et oy

attribuables aux protons

deux protons anomériques a oy=4.46 ppm (d, J =7.8 Hz) et 5.43 ppm (d, J =7.9

la zone variant de dg = 0.90 ppm a dy = 2.60 ppm correspond aux protons de huit
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Figure 3.153 : Spectre RMN "H du composé Pm8 (CD;0D, 500 MHz)
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Figure 3.154 : Spectre RMN 'H du composé Pm$ (partie 3.20-3.95 ppm)

Le spectre de RMN BC J-modulé (figure 3.155) confirme la présence de 32 atomes de
carbones. On distingue quelques carbones caractéristiques :
- deux carbones méthylénique résonnant entre dc= 16.7 et 29.1 ppm
- deux carbones oléfiniques résonnant entre dc=106.3 et 157.4 ppm
- deux carbones anomériques résonant a 0c=95.5 et 106.2 ppm confirmant la présence

de deux sucres
- un carbone tertiaire oxygéné résonne a 6c=91.7 ppm
- un ester groupe résonne a oc=178.6 ppm

- un ensemble de carbones résonnant entre c=19.0 et 78.8 ppm, attribuables aux CH,,

CH et C quaternaires.

Lorsqu’on soustrait 12 carbones des deux sucres de 32 carbones de la formule brute, il en
résulte 20 carbones de la partie aglycone. En comptant les doubles liaisons de 1’oléfine et du
carbonyle de I’ester et les 2 cycles des deux hexoses, il manque encore quatre sites
d’insaturations pour valoir I’indice de déficience d’hydrogene de 8. Ils ne pourraient étre dus
qu’a la présence de 4 cycles insaturés. On peut suggérer que 1’aglycone est un diterpene

tetracyclique

176



WI—p—C24—24, S—68— 75, 2 Jmod
2 C oléfiniques
CH2,CHetCqg

1 ester

¢ C-16
C-19

l 1

T T T T T T T T T T T v T T T T u T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 7o 60 50 a0 30 20 ppm

Figure 3.155 : Spectre RMN "°C J-modulé du composé Pm8 (CD;0D, 125 MHz)

L’examen du spectre COSY (figure 3.156) montre également des taches de corrélations

entre :

- les protons du CH; en position 3 (dy=1.10 et 2.20 ppm) et les protons en position 2
(0u=1.41 et 1.91 ppm), lesquels correlent avec un autre CH; en position 1 (65=0.94
et 1.90 ppm).

- le proton en position 5 (dy= 1.22 ppm) et les protons du CH;, en position 6
(0p=1.84 et 1.98 ppm), ces derniers correlent avec un CH; en position 7 (dy=1.30
et 2.01 ppm).

- le proton H-9 résonnant a oy=1.59 ppm et les protons du CHy-11 (oy=1.45 et 1.75
ppm), Ce dernier CH, montre une corrélation avec le CH; en position 12 (dy=1.47
et 1.66 ppm).

- le proton H-12a a dy=1.47ppm correle avec le proton H-13 a 6y=2.57 ppm ce
dernier correle a son tour avec le proton H-14a a oy=1.02 ppm.
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Figure 3.156 : Spectre COSY du composé Pm8



Ces observations permettent de suggérer que le diterpene tetracyclique est de type

kaurane.
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L’analyse des couplages hétéronucléaires 'Ji.c visualisés sur le spectre HSQC J-modulé

(figure 3.157, 3.158) permet de déterminer les déplacements chimiques des protons et leurs

carbones correspondants. Ce spectre permet aussi de distinguer :
-une double liaison exocyclique plus huit CH; aliphatique

-un méthine oxygéné et 3 autres méthines angulaires
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Figure 3.157 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm8
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Figure 3.158 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm8 (0.90-2.60 ppm)

L’expérience HMBC (figure 3.159, 3.160) confirme cette suggestion par la présence des
corrélations *Jy.c et “Jyc entre les signaux du kaurane squelette. En I’occurrence les
corrélations de C-13 avec les deux protons de H-17 (H-17a e H-17b), et le carbone C-17 avec
le proton du méthine oxygéné H-15, et I’autre carbone C-16 de la double liaison (Ci6=C;7)
avec le méme proton H-15 et le proton H-14, localisant ainsi la double liaison et le méthine

oxygéné sur le quatrieme cycle du kaurane.

Le spectre HMBC (figure 3.159, 3.160) permet d’observer aussi des corrélations entre les
méthyles H3-20 et H3-18/ H3-19 et le carbone C-5. Des autres corrélations du méthyle Hz-18/
H;-19 avec les carbones C-3, C-4 et C-19/C-18 sont également détectées. La derniere
corrélation indique que 1’un des carbone C-18 ou C-19 est oxydé en carboxyle confirmant la

présence de la fonction ester en cette position.

HMBC
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Figure 3.159 : Spectre HMBC du composé Pm8 (partie 0.90-2.60 ppm)
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Figure 3.160 : Spectre HMBC du composé Pm8

L’examen de la partie glycoside sur les spectres COSY (figure 3.161) et HSQC (figure
3.162) permet d’identifier la nature des sucres. En effet, A partir des valeurs des constantes de
couplages des deux protons anomériques (Jy.;» = 7.8 Hz et Jy.;» = 7.9 Hz) ainsi que ’analyse
du spectre COSY (figure 3.161) qui montre sept protons chacun des deux hexoses couplent
entre eux avec de grande valeurs de constante de couplage (>7 Hz), les deux parties osidiques

sont identifiées comme étant le f-D-glucopyranose.
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Figure 3.161 : Spectre COSY du composé Pm8 (partie osidique)
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Figure 3.162 : Spectre HSQC J-modulé du composé Pm8 (partie osidique)
L’examen du spectre HMBC (figure 3.163) montre la position de ces deux sucres ou on
trouve une corrélation entre le carbonyle de la fonction ester (dc= 178.6 ppm) et le proton a
ou= 5.43 ppm ce qui indique que le sucre est attaché a un ester C-19. Alors que I’autre est fixé
a C-15 ou on observe une corrélation entre le proton a dy= 4.46 ppm avec le carbone oxygéné

a dc=91.7 ppm (6y=3.86 ppm).
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Figure 3.163 : Spectre HMBC du composé Pm8 (partie osidique)

Le spectre ROESY (figure 3.164) permet d’observer les corrélations entre le proton H-15 et

les deux protons H-14 indiquant ainsi une orientation & du proton H-15.
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Figure 3.164 : Spectre ROESY du composé Pm8
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Tableau 3.23: Déplacements chimiques en RMN 'H (500 MHz) et RMN *C (125 MHz)
du composé Pm8 dans CD;OD (Hussien et al., 2016)

N° Jdcppm Jc ppm réf Juppm (m, J Hz) og ppm (m, J Hz) réf
0.94 (1H, m) 1.94 (1H, m)
! 418 379 1.90 (1H, m) 1.28 (1H, m)
) 0.3 190 1.41 (1H, m) 1.38 (1H, ddd,17.1/4.4/2.2)
' ) 1.91 (1H, m) 1.34 (1H, ddd,17.1/4.4/2.2)
1.10 (1H, dd, 6.6/-) 2.13 (1H, m)
3 391 378 2.20 (1H, dd, 12.7/-) 1.04 (1H, m)
4 45.1 46.2 - -
5 57.6 46.0 1.22 (1H, dd, 9.0/-) 1.53 (1H, m)
1.84 (1H, m) 1.80 (1H, dd, 14.2/6.8)
6 226 213 1.98 (1H, dd, 8.0/-) 1.78 (1H, dt, 14.2/3.2)
1.30 (1H, m) 1.40 (1H, m)
/ 375 362 2.01 (1H, m) 0.98 (1H, m)
8 47.2 43.9 - -
9 47.4 56.3 1.59(1H, d, 7.7) 1.18(1H, m)
10 40.5 39.2 - -
1.45 (1H, m) 1.43 (1H, m)
1 19.0 17.7 1.75 (1H, m) 1.40 (1H, m)
1.47 (1H, m) 1.41 (1H, m)
12 347 334 1.66 (1H, m) 0.99 (1H, m)
13 41.7 40.4 2.57(1H, br s) 2.52 (1H, m)
2.11 (1H, dd, 12.0/-) 1.86 (1H, m)
14 392 405 1.02 (1H, m) 0.90 (1H, br s)
15 91.7 90.4 3.86 (1H, br s) 3.81 (1H, dd, 3.0/2.0)
16 158.0 151.3 - -
5.31 (1H, br s) 5.26 (1H, d, 3.0)
17 106.5 105.1 4.95 (1H, br s) 4.90 (1H, d, 3.0)
18 178.6 175.1 1.24 (3H, s) 1.20 (3H, )
19 29.1 27.8 - -
20 16.7 154 1.00 (3H, s) 0.94 (3H, s)
1 106.2 104.6 4.46 (1H, d, 7.9) 5.38 (1H, d, 8.0)
2 75.5 72.7 3.29 (1H, m) 3.25 (1H, dd, 9.5/8.5)
3 78.3 76.2 3.42 (1H, m) 5.27 (1H, dd, 9.5/9.5)
4' 71.1 70.2 3.41 (1H, m) 3.35 (1H, dd, 9.5/9.5)
5' 77.6 72.7 3.27 (1H, m) 3.37 (1H, m)
6 62.4 611 3.71 (1H, dd, 12.5/-) 3.67 (1H, dd, 12.5/2.5)
) ) 3.85 (1H, dd, 12.5/-) 3.65 (1H, dd, 12.5/5.0)
1" 95.5 94.2 543 (1H,d,7.9) 441 (1H, d, 8.0)
2" 74.0 74.1 3.37 (1H, m) 3.28 (1H, dd, 9.5/8.0)
3" 78.7 76.2 3.43 (1H, m) 3.34 (1H, dd, 9.5/9.5)
4" 70.8 79.7 3.38 (1H, m) 3.31 (1H, dd, 9.5/9.5)
5" 78.7 77.0 3.39 (1H, m) 3.21 (1H, m)
6" 62.8 773 3.77 (1H, dd, 11.5/5.0) 3.89 (1H, dd, 12.5/5.0)
' ) 3.90 (1H, dd, 11.5/-) 3.88 (1H, dd, 12.5/5.0)

Selon la littérature, cette molécule est proche a

« Paniculoside V » qui est isolé par

différentes plantes (Bustos-Brito et al., 2015) la différence est signifiée dans la configuration

du C-15, donc le composé Pm8 est un epimere en C-15 du Paniculoside V.
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La structure finale du composé¢ Pm8 est ainsi déterminée comme étant Crispioside A (ent-
15-4-D-glucopyranosyloxy-kaur-16-en-19-oic acid-#-D-glucopyranosyl ester) (Abdel-
Mogib et al., 1990 ; Hussien et al., 2016)

OH
o OH

HO
HO

OH
OH 1"

Crispioside A (Pm8)
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Chapitre III

Dosage des polyphénols et
Activités biologiques :
Antioxydante, Anti

cholinestérase et Anti
tyrosinase



Afin de valoriser et promouvoir 1’'usage de Cotula anthemoides L et Pentzia monodiana
Maire de la famille des Asteraseae, nous avons essayé d’investiguer les extraits et/ou
composés isolés qui pourraient posséder des activités biologiques en nous basant sur les

données bibliographiques précédemment citées.

Le dosage des polyphénols puis les activités antioxydantes et anticholiesterase ont été
évaluées sur les extraits des parties aériennes des plantes alors que les composés purs obtenus

en quantité suffisante sont soumis a I’évaluation de 1’activité antioxydante et antityrosinase.

I11. 1. Etude des activités biologiques des extraits

I1I. 1.1. Dosage des polyphénols

La détermination de la teneur en phénols totaux des extraits bruts de la partie aérienne de
C. anthemoides et P. monodiana a été faite en utilisant la méthode colorimétrique (Folin-
Ciocalteux). La teneur en polyphénols des extraits : n-butanol (EBCA), acétate d’éthyle
(EACA) de la plante C. anthemoides, n-butanol (EBPM), acétone (EACPM) de 1’espece P.
monodiana varie entre 130.2+1.7 et 167.0+1.0 mg/g de matiere seche (Tableau 3.26). Les
résultats montrent que les extraits n-BuOH des deux plantes sont riches en polyphénols suivis
par D’extrait acétate d’éthyle (EACA) de la plante C. anthemoides et I’extrait acétone de
I’espece P. monodiana. Par comparaison, les extraits EBCA et EACA de C. anthemoides sont
les plus riches en polyphénols (154.5£0.9mg/g, 167.0+1.0 mg/g) que ceux de P. monodiana
(Tableau 3.24).

Tableau 3.24 : Teneur en phénols totaux des plantes C. anthemoides et P. monodiana

Plantes Extraits | Teneur en phénols totaux (mg/g)
C. anthemoides EBCA 167.0£1.0
(parties aériennes) EACA 154.5£0.9
P. monodiana EBPM 160.6+1.9
(parties aériennes) EACPM 130.2+1.7

Les résultats obtenus montrent une plus grande teneur en polyphénols par rapport a ceux
des extraits des parties feuilles de C. cinerea et de P. monodiana qui sont été de 22.2 + 0.4
mg/g et de 9.9 + 0.8 mg/g respectivement (Belyagoubi-Benhammou et al., 2014), mais elles
sont inferieures a celle des partie aérienne de C. coronopifolia qui a été de 248.5 mg/g ( Bel

Hadj Kether et al., 2014).
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III. 1.2. Activité Antioxydante des extraits de Cotula anthemoides. 1. et de Pentzia

monodiana. Maire

I existe plusieurs méthodes pour déterminer 1'activité antioxydante. Dans cette étude, les
propriétés antioxydantes des extraits de C. anthemoides (ECCA, EACA et EBCA) et de P.
monodiana (ECPM, EACPM, EAPM et EBPM) ont été¢ déterminées par quatre essais
complémentaires, 4 savoir, I’inhibition des radicaux DPPH’, ABTS™, le test de réduction
CUPRAC et le test par chélation des ions ferreux. Les résultats ont ét€ enregistrés a la
concentration 50% d'inhibition (ICsp), a 1’exception du test CUPRAC. Les valeurs des 1Cso
exprimées en pug/mL calculées graphiquement a partir des droites de régression obtenues,
représentent les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de chaque extrait

testé. L a-tocophérol, le BHA et de 'EDTA sont utilisés comme standards.

III. 1.2.1. Activité anti-radicalaire DPPH"

L’extrait EACPM (ICsp = 5.08+0.11ug/mL) a présenté un meilleur pouvoir anti-radicalaire
vis-a-vis du DPPH’ (Tableau 3.25), et méme supérieur a celui des deux standards 1’a-
tocophérol (ICsp= 7.31£0.17 pg/mL) et BHA (ICsp= 45.371£0.47ug/mL). De plus, les autres
extraits (EBCA, EACA, EBPM et EAPM) ont montré une bonne activité par rapport au BHA
mais inferieure a celle de 1’a-tocophérol. Par contre, I’extrait ECCA de C. anthemoides n’a
montré aucune activité alors que 1’autre ECPM de P. monodiana a manifesté une treés faible

activité anti-radicalaire vis-a-vis du DPPH’ (tableau 3.27).

Donc, les concentrations d’inhibition du radical DPPH révelent que 1’extrait EACPM
possede des propriétés anti-radicalaires intéressantes malgré sa composition faible en

polyphénols.

Belyagoubi-Benhammou et al ont montré que la concentration ECsy de 1’extrait
méthanolique de C. cinerea est de 1’ordre de 462.186 mg d’antioxydant/g DPPH qui
inférieure a celles de 1’acide ascorbique (39.53 mg/g), le trolox (49.21 mg/g) et méme du
BHT (13.47 mg/g). En plus, 1’évaluation du potentiel antioxydant de 1’espece P. monodiana
vis & vis du DPPH" montre que la valeur ECsg calculée aprés 30 min de I’extrait méthanolique
est égale a 10.044 mg/mL. Cette activité antioxydante est faible par rapport aux controles qui
présentent des concentrations de 0.088, 0.090 et 0.133 de I’acide ascorbique, le trolox et le

BHT respectivement (Belyagoubi-Benhammou et al., 2014).
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IIL. 1.2.2. Essai de décoloration du radical cation ABTS™"

Les extraits des deux plantes ont montré une activité d'inhibition du radical ABTS modérée
variant de 10.47 a 149.92 pg/mL, mais qui sont inférieures aux valeurs des standards a-

tocophérol (ICsp=4.3120.10 pg/mL) et BHA (ICsp=4.1020.06 pg/mL) (Tableau 3.25).

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait EACPM est le plus actif (10.47+0.83 ug/mL)
suivi par EBPM (11.63+£0.15 pg/mL) de la plante P. monodiana. Par ailleurs, 1’étude
phytochimique de P. monodiana a conduit a I’isolement de plusieurs métabolites a partir de

I’extrait EACPM.

Ces métabolites sont des flavonoides, lignanes, diterpenes et sesquiterpenes lactones (de
type guaiane) ce qui sont responsables de cette activité intéressante avec 1’essai de

décoloration du radical cation ABTS™.
I1I. 1.2.3. La réduction cuprique (CUPRAC)

Les deux extraits EBCA, EACA de la plante C. anthemoides ont montré une forte activité
inhibitrice du CUPRAC (A 5= 0.25+0.07 ug/mL) et (A s= 0.57+0.34 ng/mL) respectivement,
qui sont meilleures que celle des deux standards utilisés (tableau 3.25). Le classement des
extraits testés comparativement avec les deux témoins, 1'a-tocophérol et le BHA selon leur
activité antioxydante par ordre décroissant est comme suit :

EBCA (0.25 pg/mL)> EACA (0.57 pg/mL)> EACPM (2.28 pg/mL) (Tableau 3.25).

D’apres ce classement, on remarque que 1’extrait EBCA a une meilleure activité inhibitrice
du CUPRAC que I’extrait EACPM. Ce qui confirme que les flavonoides sont généralement
responsables du taux élevé d’inhibition du CUPRAC (Balasundram et al., 2006).

II1. 1.2.4. Chélation des ions ferreux

La capacité des extraits a la chélation des métaux a été évaluée par rapport aux valeurs de

la concentration d’inhibition du standard EDTA (Tableau 3.27).

Les extraits EACPM, EAPM, EBCA et EBPM ont montré une excellente activité de

chélation du métal (Tableau 3.25), méme supérieure a la valeur du standard EDTA.
Le classement des extraits testés par ordre décroissant est comme suit :

EACPM (22.69 pg/mL)> EAPM (41.42 ug/mL)> EBCA (61.79 pg/mL)> EBPM (63.90
ng/mL) (Tableau 3.25).
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Il a été rapporté que le pouvoir réducteur des extraits hydro-méthanoliques de Cotula

cinerea et Pentzia monodiana possedent une bonne activité antioxydante (1.174 %0.047

mg/mL) et (3.640 £ 0.509 mg/mL) respectivement, en comparant avec 1’acide ascorbique

(0.063 + 0.002 mg/mL) (Belyagoubi-Benhammou et al., 2014).

Tableau 3.25 : Activité Antioxydante des extraits étudiés par quatre essais complémentaires

Plantes Extraits DPPH’ ABTS™" CUPRAC les ions Chélates
ICso (ug/mL) | ICso (ug/mL) | Ags (ug/mL) | ICso (ug/mL)
EBCA 11.41+£2.98 12.83+0.93 0.25+0.07 61.79+0.85
C.
EACA 29.33+1.11 33.74+1.08 0.57+0.34 ND ¢
anthemoides . . . .
ECCA ND ND ND ND
EBPM 20.91+1.37 11.63+0.15 39.18+1.74 63.90+1.60
P. EACPM 5.08+0.11 10.47+0.83 2.73+0.27 22.69+1.48
monodiana EAPM 24.29+0.14 18.89 +1.69 38.44 +0.47 41.4240.21
ECPM 104.46 £0.67 | 149.92+0.50 | 153.00 £0.93 ND
a-tocophérol * 7.31+0.17 4.3110.10 0.54+0.01 -
Standards BHA ®° 45.3710.47 4.10+0.06 1.41+0.7 -
EDTA *¢ - - - 92.5+1.4

% Standard, " : butylatedhydroxyl anisole, ¢ : Ethylenediaminetetraacetic acid,

4. Non déterminé, Ags : la concentration a I’absorbance 0.50.

De ces résultats d'étude de 1'activité antioxydante, par les quatre méthodes complémentaire,

il apparait que :

» Avec le DPPH": P. monodiana était plus active que C. anthemoides ou 'EACPM était

le plus actif (ICsp: 5.08+0.11 pg/mL), meilleur que le standard, 1'a- tocophérol (ICsy:

7.311£0.17 pg/mL), alors que la meilleure activité de C. anthemoides a été manifestée

par 'EBCA (ICsp: 11.41£2.98 ug/mL). Les extraits polaires de P. monodiana étaient

plus actifs que ceux de C. anthemoides malgré la teneur en polyphénoles totaux qui
était plus grande dans EBCA (167.0+1.0 mg/g de matiere seche) et EACA
(154.5+0.9 mg/g de matiere seche) que dans ’EACPM (130.2+1.7 mg/g de maticre

seche) et EBPM (160.6+1.9 mg/g de matiere seche) qui possedent une activité

antioxydante remarquable.
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> Avec le test de I'ABTS *: Dactivité la plus élevée a été présentée par 'EACPM (ICso:
10.47£0.83 pg/mL) suivi par EBPM (ICsp: 11.63£0.15 pg/mL). L’extrait EACPM

riche en flavonoides ce qui explique son activité antioxydante remarquable.

» Avec la méthode CUPRAC : Contrairement aux autres testes, la plante C.
anthemoides a présenté une excellente activité ou les extraits EBCA (Ags: 0.25+0.07
pg/mL) et EACA (Aps: 0.57+0.34 ug/mL) ont montré une meilleur absorbance et
méme supérieure que celle des standards I'a- tocophérol (Ags: 0.54+£0.01 ug/mL) et le
BHA (Aps: 1.41+0.70 pg/mL). Cette activité peut étre expliquée par la richesse de ces

extraits en polyphénols.

» Avec la méthode de chélation par les ions ferreux: les extraits EACPM, EAPM,
EBPM et EBCA présentaient une meilleure inhibition (22.69+1.48 pg/mL, 41.42+0.21
ug/mL, 63.90£1.60 ug/mL et 61.79+0.85 ng/mL, respectivement) avec la méthode de
chélation par les ions ferreux qui est supérieure a celle d’EDTA (92.5£1.4 pg/mL),

utilis€ comme standard.

Selon les résultats enregistrés, les extraits EBCA et EBPM sont moins actif malgré
leur composition en polyphénols suggérant que la chélation ne dépend pas de la

composition en polyphénols.

Dans les quatre méthodes utilisées pour la détermination du pouvoir oxydant des deux
plantes C. anthemoides et P. monodiana, les extraits issus de P. monodiana possedent une
bonne activité antioxydante sauf dans le test CUPRAC ou ils €taient en seconde position apres
les extraits de C. anthemoides. Ceci peut s’expliquer par la richesse des extraits de P.
monodiana par différentes classes de métabolites secondaires (Sesquiterpenes lactones,

lignanes, diterpene et flavonoides).

Pour les extraits des plantes, leurs comportements a céder le proton ou 1’électron pour
exprimer les propriétés antioxydantes sont différents. Ce résultat a été corroboré par
(Miliauskas er al., 2004) qui ont montré qu’un antioxydant efficace dans un test n’est pas
forcément efficace dans un autre d’une part. D’autre part, les activités antioxydantes sont plus
variables dans les especes de la plante (inter-espece) que dans la méme espece (intra-espece)

(Ksouri et al., 2008).
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II1. 1.3. Activité anticholinestérase

Dans I’inhibition de I’acétylcholinestérase (AChE), le tableau 3.26 montre que les extraits
EBCA (ICsp: 3.14 £ 1.56 pg/mL) et EACA (ICsp: 6.39 £ 0.47 pg/mL) présentent une
excellente activité inhibitrice de 1’enzyme acétylcholinestérase (AChE) comparées a celle du
standard la galantamine (ICsp: 5.00+£0.10 pg/mL) qui est utilisée comme médicament contre
la maladie d’Alzheimer. Cependant, 1’activité manifestée par les autres extraits ECCA,

EBPM, EACPM, EAPM, et ECPM est faible par rapport au standard.

Contre ’enzyme butyrylcholinestérase (BChE), les extraits EBCA (ICsp: 2.59 £ 0.16
ug/mL), EACA (ICsp: 2.23 +0.27 pg/mL), ECCA (ICsy: 1.23 +£0.25 pg/mL), EBPM (ICs:
8.23+£1.20 pg/mL), et EACPM (ICsp: 33.31 £0.76 pg/mL) possedent un pouvoir inhibiteur
meilleur que celui du standard (ICsp: 50.8£0.9ug/mL).

Tableau 3.26 : Inhibition de 1’acétylcholinestérase et de la butyrylcholinetérase par les
extraits étudiés

Plantes Extraits Inhibition de I'AChE | Inhibition de 'BChE
1Cso (ug/mL) ICso (ng/mL)
EBCA 3.14 £ 1.56 2.59+0.16
C. anthemoides EACA 6.39 +0.47 2.23 +0.27
ECCA 1421+ 1.99 1.23 £0.25
EBPM 46.32+0.68 8.23+1.20
EACPM 62.53%1.08 33.31 +0.76
P. monodiana
EAPM 63.36+0.14 69.54 £2.41
ECPM 59.96+1.09 76.87 £1.41
Standard Galantamine * 5.00+0.10 50.80+0.90

*: Standard
Il est a noter que les extraits de C. anthemoides (EBCA, EACA, ECCA) possedent une
meilleure inhibition contre 1’acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE)
tandis que les extraits de P. monodiana (EBPM, EACPM, EAPM, ECPM) ont montré une
capacité inhibitrice modérée contre 1’enzyme butyrylcholinestérase (BChE) et faible contre
I’acétylcholinestérase (AChE), ce qui peut étre expliqué par la richesse de C. anthemoides en

polyphénols.

Ceci est confirmé par une étude effectuée par Kim et al sur des polyphénols, suggere que
ces composés pourraient étre utiles dans le traitement de la maladie d'Alzheimer (Kim er al.,

2004).
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I11. 2. Etude des activités biologiques des produits isolés

III. 2.1. Activité antioxydante des produits isolés

Pour identifier les composés ayant une activité antioxydante dans les extraits n-BuOH de
C. anthemoides (EBCA) et Acétone de P. monodiana (EACPM), un test de DPPH a été

effectué.

Les composés isolés de C. anthemoides: Le pouvoir anti-radicalaire vis-a-vis du DPPH
des composés Cal-CalS de C. anthemoides (tableau 3.27) montre que le composé 6-
Hydroxylutéoline-7-O-4-D-glucopyranoside (Ca5) est le plus actif (9.1 + 0.4 uM), suivi par
les composés acide rosmarinique (CalS) (12.7 £ 0.3 uM); 5,7,4',5'-tetrahydoxyflavonol-2'-
[propanoic acid-(2""-acetoxy-3"'-sulfonyl)]-5'-O-f-D-glucopyranoside (Cal) (22.8 £ 0.5 uM);
lutéoline-7-O-f-D-glucuronopyranoside (Ca4) (25.1 + 0.7 uM); Tachioside (Ca7) (27.6 = 1.1
uM); et lutéoline-7-O-f-D-glucopyranoside (Ca2) (29.9 + 1.3 uM) qui ont présenté une
activité modérée par rapport au standard, 1’acide ascorbique (7.4 £ 0.05 uM). Ceci peut étre
expliqué par la présence du groupement hydroxyle (OH) en C-6 qui augmente l'activité
antioxydante du composé Ca$S par rapport a Cal, Ca2 et Cad (Rice-Evans et al., 1996). En
plus, Les composés Ca2 et Ca4 partagent la méme aglycone qui est substituée en 3' et 4'-di-
OH dans le cycle B (squelette de la lutéoline), cette substitution est particulierement
importante pour l'activité antiradicalaire des flavonoides (Arora et al., 1998), alors que la
différence était dans la nature du groupe lié en C-7 qui était S-D-glucopyranose (Ca2) et S-D-
glucuronopyranose (Cad), ce qui suggere que l'acide glucuronique peut contribuer 1égerement

a l'augmentation du pouvoir "scavenger" des radicaux DPPH.

Les composés isolés de P. monodiana: le potentiel antioxydant des composés Pm1-Pm8
de P. monodiana (tableau 3.29) a ét€ comparé avec celui du standard I’acide ascorbique
(ECso= 7.4 £ 0.05 uM), montrant que le classement des composés actifs par ordre décroissant
est comme suit : épi-syringarésinol Pm 1 (10.6 £ 0.5 uM)> Axillarin Pm 4 (16.3 £ 0.8 uM)>
galetin-3,6-dimethyl ether Pm 5 (25.0+ 0.9 uM)> Médioresinol Pm 2 (47.5 £ 2.2 uM)

D’apres ce classement, on remarque que les lignanes ont une activité meilleure que celles
des flavonoides. La comparaison des lignanes entre eux Pm 1, Pm 2 et Pm 3 indique que la
substitution en symétrie en 3', 4', 5/ 3", 4", 5" par les groupements (OCH;-OH-OCHj;
respectivement) est probablement responsable de la meilleure activité antioxydante.
Cependant, la présence du groupement méthoxyle (OCH3) en C-6 du flavonoide augmente

l'activité antioxydante du Pm 4 par rapport a Pm 5. Ainsi que, la nature du substituant lié en
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C-3 qui était un OCH3 (Pm4 et PmS) et un f-D-glucopyranose (Pmé6) était importante pour

l'activité anti-radicalaire des flavonoides.

Finalement, les sesquiterpenes lactones et diterpenes n’ont montré aucune activité

antioxydante.

D’apres les résultats enregistrés précédemment sur 1’activité antioxydante des extraits, la
richesse de I’extrait EACPM de P. monodiana en lignanes avec les flavonoides peut étre
responsable du pouvoir d’inhibition du DPPH qui est supérieur a celui de I’extrait EBCA de

C. anthemoides, ce dernier qui est riche en flavonoides et autres polyphénols.

Tableau 3.27 : Activité Antioxydante des produits isolés par I’essai DPPH

Plante Produits DPPH’ Plante Produits DPPH’

testés ECsy (UM) testés ECso (UM)

Cal 22.8+0.5 c Cal3 ND

Ca?2 209+1.3 anthenf;oides Cal4 ND
Ca3 ND Cal5 12.7+0.3
Ca4 25.1+0.7 Pml1 10.6 £ 0.5
Cas 9.1+04 Pm2 475+2.2

C. Cab ND Pm3 ND
anthemoides Ca7 27.6+1.1 P. Pm4 16.3+0.8
Ca8 ND monodiana Pm5 25.0+ 0.9

Ca9 ND Pm6 ND

Ca 10 ND Pm7 ND

Call ND Pm8 ND

Cal2 ND Acide
Standard A01Fle | 74+005 Standard ascorbique * 7.4+0.05
ascorbique

*: Standard, ND = ECs, non atteinte a la concentration 100 pg/mL.

II1. 2.2. Activité anti-tyrosinase des produits isolés

Nous avons €étudié 1’activité antityrosinase des produits isolés des extraits EBCA de la
plante C. anthemoides et EACPM de la plante P. monodiana et leurs valeurs d’ICsy sont

indiquées dans le tableau 3.28.

Les composés isolés de C. anthemoides : Les résultats (tableau 3.28) montrent que les
composés 5,7,4',5'-tetrahydoxyflavonol-2'-[propanoicacid-(2"'-acetoxy-3"'-sulfonyl)]-5'-O-f-
D-glucopyranoside (Cal), Benzoic acid-4-O-f-D-glucopyranoside (Ca8) et vanillic acid-4-O-
S-D-glucopyranoside (Cal0) de C. anthemoides présentent une légere inhibition de la

tyrosinase et le composé le plus actif est CalQ (ICsp= 85 £ 0.8 pM) suivi par Ca8 (ICsp=95 +
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1.5 uM) et Cal (ICsp= 100 £ 0.5 uM). L’activité supérieure du composé¢ Cal0 par rapport a
celle de Ca8 peut étre expliquée par la combinaison d’un groupement méthoxyle avec la
fonction acide. Alors que Les flavonoides isolés se sont avérés inactifs a 1’exception du

composé Cal ce que nous pouvons justifier par le fait qu’ils soient hydroxylé en C-3.

Produits isolés de P. monodiana : les composés Médioresinol (Pm2) (ICsp= 75.4 + 1.2
uM), Pinoresinol (Pm3) (ICsp= 87.7 £ 1.6 uM), Axillarin (Pm4) (ICso= 97.2 + 2.2 uM) et
galetin-3,6-dimethyl ether (PmS) (ICsp= 65.0+ 0.9 uM) ont présenté des activités faibles assez
proches, a I’exception du composé Postia secoguaianolide (Pm7) qui a montré une activité
importante avec ICsop= 45.4 £ 0.7 uM par rapport a I’acide kojique (ICsp= 6.4 = 0.04 uM)
(tableau 3.28).

Tableau 3.28 : Activité Anti-tyrosinase des produits isolés

Plante Produits Anti-tyrosinase Plante Produits | Anti-tyrosinase

testés 1Cso (UM) testés 1Cso (UM)

Cal 100 £ 0.5 Cal3 ND

Ca?2 ND , C. ’ Ca 14 ND

Ca3 ND aninemoides 1 ca 15 ND

Ca4 ND Pml ND
Cas ND Pm2 754+1.2
C. Ca 6 ND Pm3 87.7 + 1.6
anthemoides T 7 ND P. Pm4 972422
Ca8 95+ 1.5 monodiana Pm5 65.0+ 0.9

Ca9 ND Pm6 ND
Ca 10 85+0.8 Pm7 454 +0.7

Call ND Pm8 ND

Cal2 ND Acide

i .. 4+0.

Standard ké?f;ﬁz b 6.4+ 0.04 Standard | ique ¥ 6:4+0.04

b, Standard, ND = ICsp non atteinte a la concentration 100 pg/mL.

Nous rapportons pour la premiere fois que les plantes C. anthemoides et P. monodiana
présentent a la fois une legere activité inhibitrice de la tyrosinase. L'extrait EACPM de P.
monodiana est plus efficace que celui de C. anthemoides, mais il est plus faible que l'acide

kojique.
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Conclusion générale

A T’issue de ce travail de recherche qui a porté sur la valorisation phytochimique et

biologique de deux plantes médicinales de la famille des Asteraceae: Cotula anthemoides L.

et Pentzia monodiana Maire., des composés naturels ont été isolés et identifiés et une relation

structure-activité a été également démontrée.

Ce manuscrit comprend une introduction, trois parties et une conclusion

La premiere partie qui est une revue bibliographique divisée en 3 chapitres

Dans le premier chapitre des données bibliographiques sur la famille des Asteraceae,
des genres Cotula et Pentzia d’un point de vue descriptif, usage traditionnels, activités
biologiques et métabolites secondaires.

Le second chapitre a été consacré a un apercu bibliographique sur les lignanes
(distribution a travers les plantes, intéréts thérapeutiques.....)

Dans le troisieme chapitre des généralités sur les activités biologiques : L’activité
antioxydante est estimée par quatre méthodes a savoir les tests DPPH, ABTS,
CUPRAC et Chélation des ions métalliques ; activité anticholinestérase et activité

antityrosinase.

La deuxiéme partie décrivant le matériel et les méthodes, comprend trois chapitre

Le premier chapitre a été consacré a la description du matériel utilisé (matériel
végétale, chromatographique et appareils)

Le chapitre deux traite la partie expérimentale de nos travaux, en effet, il décrit d’une
part D’extraction des parties aériennes de C anthemoides L., par une solution
hydroethanolique puis fractionnement de 1’extrait qui en résulte par des solvants de
polarité croissante. La fraction butanolique a subi des séparations sur une colonne de
polyamide suivie de purification par HPLC préparative et semi préparative conduisant
15 composés purs. D’autre part D’extraction des parties aériennes de 1’espece P.
monodiana Maire. par le chloroforme et ’acétone successivement dans un soxhlet.
Les marcs résultants sont traités par des solvants de polarité croissante. L’extrait
acétone a fait I’objet d’investigation poussée sur colonne de gel de silice suivie de
flash chromatographie et enfin purification par HPLC semi préparative permettant
d’obtenir 8 composés purs.

Le troisieme chapitre décrit les protocoles des tests du DPPH, ABTS, CUPRAC en

plus chélation des ions ferreux conduisant a 1’évaluation de 1’activité antioxydante. Les
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modes opératoires d’évaluation des activités acétylcholiesterase (AChE) et
butyrylcholiesterase sont exposé selon la méthode d’Ellman et enfin 1’activité
antityrosinase est évaluée aussi par une méthode colorimétrique mesurant la densité

optique du dopachrome a 475nm.
La troisieme partie englobant les résultats obtenus comprend 3 chapitres :

Les deux premiers chapitres décrivent 1’élucidation structurale des produits isolés
respectivement de C anthemoides L. (quinze produits) et P. monodiana Maire (huit produits)
grace aux combinaisons des méthodes spectroscopiques d’UV-Visible, RMN mono- et
bidimensionnelles, homo- et hétéronucléaires ('H, '°C, COSY, HSQC, HMBC, ROESY) et
masse a haute résolution HR-FAB-MS.

» De I’espece C anthemoides L. :

X3

» 6 flavonoides dont 5 flavones glucosylé et 1 flavonol glucosylé nouveau
dans le regne végétale.

< 3 dérivés acides phénoliques en C4-C; dont deux glucosylés

< Acide 2-amino-3-phenylpropanoique

< Un phénolglucosylé

< Acide tubéronique 12-O-f-D-glucopyranoside

< Un nucléoside

» De I’espece Pentzia monodiana Maire.

0,
o

3 Lignanes

g

3 Flavones substitué en C-3

3
*

®,
o

1 Secoguaianolide

®,
o

1Diterpeneglucosylé de type Kaurene
Le troisieme chapitre comprend la discussion sur les activités biologiques étudiées

»> Tout d’abord les extraits obtenus des deux plantes ont été testé suivi par les
produits pus isolés en quantité suffisante.

e L’étude du potentiel antioxydant des extraits de Cotula anthemoides L. et de
Pentzia monodiana Maire. a été déterminé par 4 méthodes différentes: DPPH,
ABTS, CUPRAC et par la méthode de chélation par des ions ferreux. Les
extraits issus de P. monodiana posseédent une bonne activité antioxydante sauf
dans le test CUPRAC ou ils étaient en seconde position apres les extraits de C.

anthemoides. Ceci était différent des résultats révélés par le dosage des
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polyphénols totaux, ce qui nous permis de justifier 1’activité du P. monodiana
par sa richesse en différentes métabolites : lignanes, flavonoides, sesquiterpenes

lactones.. .etc.

e Les résultats de 1’activité anticholinestérase de Cotula anthemoides L. et de
Pentzia monodiana Maire. qui a été réalisée contre deux enzymes, l'acétyl- et la
butyrylcholinestérase montrent que les extraits de C. anthemoides possedent une
meilleure inhibition contre ces deux enzymes (AChE) et (BChE) Alors que les
extraits de P. monodiana ont montré une capacité inhibitrice modérée contre
I’enzyme butyrylcholinestérase (BChE) et faible contre 1’acétylcholinestérase
(AChE) ce qui ne peut étre expliqué que par la richesse de C. anthemoides en

polyphenols.

Deux activités ont été mises en évidence pour les produits purs isolés de ces deux plantes,

une activité antioxydante par I’essai DPPH et une activité anti-tyrosinase.

e Le test DPPH effectué sur les produits isolés en quantité suffisante, a montré que
les flavonoides possédant un groupement orthodihydroxylé sur le cycle B et en
particulier ceux qui de plus sont substitué en C-6 et/ou C-3 ont une tres bonne
activité antiradicalaire. Cependant, seulement les lignanes qui dérivent d’un alcool

sinapylique ont également une tres bonne activité antiradicalaire.

e [’extrait acétone de P. monodiana a montré une activité anti-tyrosinase modéré,
cette activité peut étre expliquée par les effets synergiques des lignanes et
sesquiterpenes lactones (secoguaianolide), ce dernier ayant un ICsp = 45.4 pM.
Une activité anti-tyrosinase faible du vanillic acid-4-O-f-D-glucopyranoside et
aussi les flavonoides isolés seulement le nouveau composé 5, 7, 4'.5'-
tetrahydoxyflavonol-2'-[ propanoicacid-(2""-acetoxy-3""-sulfonyl)]-5'-O-f-D-

glucopyranoside qui donné une faible activité.

A ce stade nous pouvons conclure que les deux especes Cotula anthemoides L. et Pentzia
monodiana Maire. présentent toutes les deux un profil phytochimique et des activités

antioxydantes, anticholinestérase et antityrosinase intéressantes.

Donc ces deux especes pourraient €tre considérées comme des nouvelles sources

d’exploitation dans les domaines cosmétique et médical.
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Au vu de I’ensemble des résultats obtenus, nous pouvons proposer quelques perspectives :

» Afin de compléter ce travail, une étude phytochimique sur les extraits

chloroformiques obtenus devrait étre réalisée.

» 1l est important tout de méme d’évaluer d’autres activités biologiques des
composés obtenus tel que [’activité neuroprotectrice pour les lignanes, anti

inflammatoire....etc

» La plupart des composés obtenus ont montré des vertus thérapeutiques
intéressantes, d’ou I’intérét de développer des méthodes de purification de ces

composés applicables a 1’échelle industrielle (CPC et EPC).
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RESUME

Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique des parties aériennes de deux plantes
médicinales algériennes de la famille des Asteraceae: Cotula anthemoides L et Pentzia
monodiana Maire. Cette étude a permis d’isoler et d’identifier quinze composés de Cotula
anthemoides et huit composés de Pentzia monodiana. Les composés isolés comprennent cingq
acides phénoliques, neuf flavonoides dont un nouveau, trois lignanes, un sesquiterpene
lactone, deux glycosides phénoliques, un acide glycoylé, un diterpéne et un nucléoside. La
détermination structurale des composés isolés a été réalisée a 1’aide des techniques
spectroscopiques de RMN 1D et 2D (Hl, C13, COSY, HSQC, HMBC et ROESY), par la
spectrométrie de masse (ESI-MS et HRESI-MS) et par comparaison avec les données

bibliographiques.

L’évaluation de I’activité antioxydante par 4 méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC et la
chélation par des ions ferreux), effectuée sur les différents extraits obtenus, a montré une
bonne activité des extraits issus de P. monodiana par rapport a ceux de C. anthemoides. De

plus, les extraits de C. anthemoides ont donné une activité anticholinestérase intéressante.

Cependant, pour les composées isolés des deux plantes, on a trouvé que les lignanes avec
le flavonol et les flavones substitués en C-3, ont manifesté une meilleure activité
antityrosinase et antiradicalaire, comparés a certains flavones qui agissent tant que

antiradicalaires seulement.

Mots Clés : Cotula anthemoides 1, Pentzia monodiana Maire, Asteraceae, lignanes,
flavonoides, sesquiterpenes lactones, activité antioxydante, activité anticholinesterase, activité

antityrosinase.



ABSTRACT

The present work concerns the phytochemical and biological studies of areal parts of
two Algerian plants belonging to the Asteraceae family: Cotula anthemoides L. and Pentzia
monodiana Maire. This study led to the isolation and identification of fifteen compounds of
Cotula anthemoides and eight compounds of Pentzia monodiana including five phenolic
acids, nine flavonoids from which one is new, three lignans, one sesquiterpene lactone, two
glycosyl phenolics, a glycosyl acid, a diterpene and an nucleoside. The structural
determination of the isolated compounds was established by the use of 1D and 2D NMR
spectroscopic techniques (‘H, "C, COSY, HSQC, HMBC and ROESY), by mass
spectrometry (ESI-MS and HRESI-MS) and by comparison with the literature data.

The evaluation of the antioxidant activity by 4 methods (DPPH, ABTS, CUPRAC and
chelating by ferrous ions) of the various extracts, showed a good activity of extracts from P.
monodiana compared to those of C. anthemoides. Furthermore, extracts of C. anthemoides
showed an interesting anticholinesterase activity. However, both of lignanes, flavonol and
flavones substituted in C-3, exhibited better antityrosinase and antiradical activities than some

flavones only.

Key words: Cotula anthemoides 1., Pentzia monodiana Maire, Asteraceae, lignanes,
flavonoides, sesquiterpenes lactones, antioxidant activity, anticholinesterase activity,

antityrosinase activity.
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glucopyranoside (1) was isolated from the aerial parts of Cotula KEYWORDS
anthemoides L. in addition to 15 known compounds (2-16). The Cotula anthemoides;
structure elucidation of these compounds was based on analyses of  agteraceae; antioxidant
spectroscopic data including 1D-, 2D-NMR and HR-ESI-MS techniques activity; tyrosinase inhibitory
and by comparing their NMR data with those reported in the literature. activity

These compounds were evaluated for their DPPH radical scavenging

and tyrosinase inhibitory activity. Compound 6 showed a high DPPH

radical scavenging with EC,, value of 9.1 + 0.4 uM. Compound 11,9

and 1 exhibited a mild tyrosinase inhibitory activity with IC, values

of 85+ 0.8,95 + 1.5 and 100 £ 0.5 uM, respectively.
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1. Introduction

The genus Cotula (Asteraceae) consists of approximately 80 species, among them, three are
distributed in Algeria (Ozenda 1958). Plants of this genus are used in traditional medicine
for their anti-inflammatory, analgesic, antiseptic properties (Jana et al. 1992) and as aromatic
and digestive substance in tea (Bellakhdar 1997). In addition, it has been reported as
antipyretic (Larhsini et al. 2002), bacteriostatic (Jana et al. 1992), antiprotozoal (Markouk et
al. 1999) and anticorrosive (Benmenine et al. 2011). Several flavonoids (Mahran et al. 1976;
Ahmed et al. 1987), alkaloids (Mahjoub et al. 2012), sesquiterpene lactones (Metwally et al.
1985; Jakupovic et al. 1988) and coumarins (Greger & Otmar 1985) were isolated from this
genus. Cotula anthemoides L commonly known as ‘Babunaj’ in Algeria is used for colic and
as a remedy for head and chest colds (Abhay & Tripathi 2011). Previous phytochemical
investigation on C. anthemoides led to the isolation of coumarin derivatives: 6-methoxy-2-
ox0-2H-chromene-8-carboxylic acid methyl ester, a-pinene, ursolic acid and gibberellic acid
(Showkat 2012), 5-hydroxy-6,3',4"-trimethoxyisoflavone-7-O-f3-p-glucopyranosyl(1-6)-a-L-
rhamnopyranoside and 5,7-dihydroxy-6,8-dimethyl-3-methoxyflavone-7-O-f3-p-
galactopyranosyl-(1-2)-a-L-rhamnopyranoside (Yadava & Barsainya 1998). The present work
describes the isolation and structural identification of 16 compounds from C. anthemoides
that grows wild in Algerian Sahara; 14 are reported here for the first time from the aerial
parts of C. anthemoides L. and one new compound is described here for the first time. In
addition, the radical scavenging ability (DPPH assay) and the tyrosinase inhibitory activity
of all compounds were investigated for the first time, from this plant.

2. Results and discussion

The n-BuOH extract of the aerial parts of C. anthemoides was separated by combined
chromatographic methods to obtain a new sulfonyl flavonol glucoside (1) (Figure 1), in
addition to 15 known compounds (2-16) which were elucidated as luteolin-7-O-f3-D-
glucopyranoside (2) (Furkan et al. 2012), vicenin 2 (3) (Yinrong & Yeap foo 2000), luteolin-7-
O-B-p-glucuronopyranoside (4) (Tsukasa et al. 201 1), apigenin-7-O-3-p-glucuronopyranoside
(5) (Xiao et al. 2006), 6-hydroxyluteolin-7-O-B-b-glucopyranoside (6) (Yinrong & Yeap foo
2000), isoetin-5"-O-B-D-glucopyranoside (7) (Marco et al. 1988), tachioside (8) (Shogo et al.
1987), pseudolaroside A (9) (Peng et al. 2006), junipediol A 8-O-f-p-glucopyranoside (10)
(Gilles et al. 1997; Arunee et al. 2014), vanillic acid-4-O-B-p-glucopyranoside (11) (Akiyo et
al. 1995), 2-hydroxy-3-phenylpropionamide (12) (Zhi-gang et al. 2012), protocatechuic acid
(13) (Hui-Li et al. 1998), uridine (14) (Yalcin et al. 2003), tuberonic acid 3-b-glucopyranoside
(15) (Baoliang et al.1993) and rosmarinic acid (16) (Gohari et al. 2009) (Figure S1). Their
structural assignments were made by HR-ESI-MS, 1D-, and 2D-NMR analyses and by
comparison with spectral data from the literature values. To the best of our knowledge,
compounds 3-16 were isolated for the first time from the genus Cotula.

Compound 1 was isolated as a yellow amorphous powder. The positive HR-ESI-MS showed
a molecular ion peak m/z 681.0744 [M + Na]* (calcd for C,_H NaO,,S, 681.0744) enabling

26° 26
to determine the molecular formula C,.H, 0, S. The carbon NMR indicated the presence of
1 methyle (8. 20.2), 2 oxygenated methylenes (6. 57.2 and 62.2), 10 methines (5. 67.1,71.0,
74.7,77.6,78.3,94.7,99.8,103.0, 113.9 and 119.1), 10 aromatic quaternay carbons (5. 105.1,

125.4,133.6,138.9,145.2,148.9,151.1,158.4 and 162.9) and 3 carbonyls (5. 171.3,171.5 and
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Figure 1. Chemical structure of compound 1 isolated from C. anthemoides L.

177.6).The 'H and '*C NMR spectra of 1 showed characteristic signals indicating the presence
of one sugar unit and one flavonol moiety (Ozbek et al. 2016). The presence of the latter is
confirmed by the UV spectrum which revealed absorption bands at 206, 260 and 350 nm.
A complete acid hydrolysis of the n-butanol extract liberated 3-p-glucose and glucuronic
acid which were identified by TLC tests in the presence of authentic samples and by the use
of optical rotation. Signals arising from one anomeric proton at 6, 5.07 (1H, d, /=7.4 Hz)
and other protons of sugar moiety in the range of (5, 3.5-4.0 ppm) showed the presence of
-p-glucose on the basis of the large coupling constants between H-1"/H-2", H-2"/H-3",
H-3"/H-4" and H-4"/H-5" and the carbons chemical shifts of the glucose moiety (see exper-
imental) (Magid et al. 2008). Complete assignments of osidic protons and carbons were
determined by the analysis of COSY, HSQC and HMBC experiments. The relative configuration
of B-p-glucopyranosyl moiety was further confirmed by analysis of the ROESY correlations
from the a-axial protons H-1"/H-3" and H-1"/H-5".The A-ring of the flavonol was represented
by two meta-coupled resonances at 6H 6.26 (1H, s) and 6H 6.38 (1H, s) assigned to H-6 and
H-8, respectively. The 'TH NMR data (See experimental part) exhibited two singlet signals at
6,743 (1H,s) and &, 7.85 (1H, s) assignable to H-3" and H-6/, respectively, which were cor-
related in the HSQC spectrum with their aromatic carbons at 6. 119.1 and &_ 113.9 ppm,
respectively. All these data led us to the identification of an aglygone trisubstituted in the
cycle B as in the isoetin-5'-O-f-b-glucopyranoside (Marco et al. 1988), but the substituentin
the C-2 (0, 133.6) was not a hydroxyl group. In addition, one methyl proton appeared at o,
1.90 (3H, s) together with a set of three aliphatic protons 6H 3.45 (1H, dd, J=14.1, 6.8 Hz),
3.56 (1H, m) and 5.42 (1H, dd, J= 6.5, 4.1 Hz). The "H and "3C NMR signals of compound 1
were completely assigned by a combination of HSQC, HMBC and 'H-H COSY experiments.
The "H-"H COSY correlation between H,-1" (5, 3.45, 3.56) and H-2" (5, 5.42) and the
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Table 1. Antiradical potential and anti-tyrosinase activity of compounds 1-16 isolated from the aerial
parts of C. anthemoides L.

DPPH radical scavenging activity Tyrosinase inhibitory activity
Compounds EC,, +S.D. (uM)? IC,, £ S.D. (uM)?
1 22.8+0.5 100+ 0.5
2 299+13 -b
3 _b _b
4 251+0.7 -b
5 29.5+0.1 -b
6 9.1+£04 -b
7 _ _b
8 276+ 1.1 -b
9 -b 95+15
10 _b _b
11 -b 85+0.8
12 -b _b
13 —b _b
14 _b _b
15 _b _b
16 127+03 -k
Ascorbic acid® 7.4+0.05 -
Kojic acid® 6.4+0.04

2Values are presented as mean + S.D. (n = 3). ®50% inhibition not achieved at the concentration of 100 pg/mL. “Used as a
positive control.

cross-peaks in the HMBC spectrum (Figure S17) between H,-1 "Ic-2" (6C 67.1) and C-3" (6C
171.5), H-2""/C-3", C-1" (8. 57.2), and C-4"" (5 171.3) and H,-5" (5, 1.90)/C-4", indicated
the presence of propanoic acid-2""-acetoxy-1""-sulfonyl moiety. The chemical shift of C-1
(6. 57.2) in addition to the molecular formula indicated a sulfonyl group. The site of linkage
of the glucopyranosyl and the sulfonyl groups in 1 was determined by cross-peaks observed
in the HMBC experiment between H-1" of glucose (6H 5.07) and C-5' (6C 148.9) of the agly-
cone, and between H,-1 " (CH,S0,) of the sulfonyl group and C-2’ (6C 133.6) of the aglycone.
Thus, the structure of compound 1 was characterised as 5,7,4',5'-tetrahydoxyflavonol 2'-[pro-
panoic acid-(2""-acetoxy-1""-sulfonyl)]-5"-O-p-b-glucopyranoside.

Several biological activities of extracts and essential oils of Cotula were reported however,
the biological potential of isolated pure compounds has not been investigated. Thus, the isolated
compounds 1-16 were tested for their DPPH radical scavenging and anti-tyrosinase activities.

In order to assess the antioxidative properties of 1-16, the DPPH radical scavenging
activity of these compounds was measured. According to the results (Table 1), compounds
1, 2, 4-6, 8 and 16 have a slightly radical scavenging potential (EC,, ranging from 9.1 to
29.9 uM) compared with ascorbic acid, used as positive control (EC,, 7.4 uM). The di-OH
substitution at 3" and 4’ in the B ring is particularly important to the antiradical activity of
flavonoids (Arora et al.1998). The trend is consistent with the less active flavonoid 5 compared
with 4. The free 3-OH was also found to be important for the antioxidant activity of rosmarinic
acid 16 (3-OH) comparing to tachioside 8 (3-OCH,) (Sawai & Moon 2000). Comparison of the
DPPH radical scavenging activity of 6 with 1, 2 and 4 showed that the presence of the
hydroxyl group at C-6 increased the activity. Compounds 2 and 4 shared a common aglycone
which is 3" and 4'-di-OH substituted in the B ring (luteolin skeleton), the only difference was
in the nature of the group linked at C-7 which was -p-glucopyranose (2) and p-b-glucu-
ronopyranose (4), suggesting that the glucuronic acid may contribute slightly to the increase
of the DPPH radical scavenging activity. Thus, we can conclude that the hindrance effect
due to the presence of a hydroxy group at C-6, a 3-p-glucose or -b-glucuronic acid linked
at C-7 in a luteolin skeleton is determinant in the scavenging of the DPPH free radical.

nr nr
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The tyrosinase inhibitory activity of isolated pure compounds 1-16 was performed using
L-DOPA (L-dopamine) as substrate and kojic acid, a well-known strong tyrosinase inhibitor,
as a positive control (Kim et al. 2001; Kim et al. 2006; Xie et al. 2003; Kim & Uyama 2005;
Demirkiran et al. 2013). The results (Table 1) showed that compounds 1,9 and 11 exhibited
a mild tyrosinase inhibition. The most active compound was 11 (IC,, 85 uM) followed by 9
(IC,, 95 uM) and 1 (IC,, 100 uM).

In summary, one new sulfonyl flavonol glucopyranoside, along with 15 known com-
pounds, were isolated from the aerial parts of C. anthemoides. The DPPH radical scavenging
activity assay showed a high activity for compound 6 compared with ascorbic acid used as
a positive control. Compounds 1, 9 and 11 exhibited a mild in vitro mushroom tyrosinase
inhibition compared with kojic acid, used as a positive control.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

NMR spectra were carried in CD,0D and DMSO-d, on Bruker Avance DRX Il 500 instruments.
HR-ESI-MS experiments were performed using a Micromass Q-TOF micro instrument.
Biological assays were read on a Fluostar Omega microplate reader (BMG labtech), the
amounts for DPPH assay were 100 pL (95 pL DPPH solution and 5 L sample) and for tyrosi-
nase inhibitory activity are 300 pL (100 pL of sample, 100 pL of mushroom tyrosinase solution
and 100 uL of L-DOPA). 96-well polystyrene microlitre clear plates were used. Thin layer chro-
matography (TLC) was performed on pre-coated silica-gel 60 F,,, Merck and compounds
were observed under UV light at 254 and 365 nm or visualized by spraying the dried plates
with 50% H,SO,, followed by heating. CC was carried out on Kieselgel 60 (63-200 mesh) or
LiChroprep RP-18 (40-63 mm) Merck. HPLC was performed on a Dionex apparatus equipped
with an ASI-100 autosampler, an Ultimate 3000 pump, a diode array detector UVD 340S and
Chromeleon software. RP-18 column (Phenomenex 250 x 15 mm, Luna 5p) was used for
semi-preparative HPLC with binary gradient eluent (H,0 (pH 2.4 with trifluoroacetic acid
(TFA)); MeCN) and a flow rate of 4 mL/min; the chromatogram was monitored at 205, 210,
254 and 360 nm. Absorbance (Ab) values in the DPPH free radical scavenging and antity-
rosinase assay were read on a Fluostar omega microplate reader (BMG labtech).

3.2. Plant material

The aerial parts of C. anthemoides L. were collected in March 2012 from Tinguentourine, Ain
Amenas, Eastern Algerian Sahara. The plant has been authenticated by Prof. Gérard De Belair
(Annaba University, Algeria) and a voucher specimen (LOST Ca03/12) was deposited at the
herbarium of the Laboratory of Therapeutic Substances (LOST), Faculty of Sciences, Université
des Fréres Mentouri-Constantine-Algeria.

3.3. Extraction and isolation

The powdered dry aerial parts of C. anthemoides (1400 g) were macerated at room temper-
ature in methanol 80% (3 x 7.5 L, 24 h). The extract was concentred under low pressure,
diluted with H,0 (560 mL), then successively extracted with petroleum ether (PE) (3 x 300 mL),
chloroform (3 x 300 mL), ethyl acetate (3 x300mL) and n-butanol (3 x 300 mL). After
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evaporation of the solvents, 0.4 g of PE, 1.5 g of CHCl,, 0.55 g of EtOAc and 21.7 g of n-BuOH
extracts were obtained. The n-BuOH extract was subjected to VLC over polyamid SC6
(9 cm x 5 cm) eluted with toluene—-methanol with increasing polarity to give 12 fractions
(F1-F12, respectively). Fractions F6-7 were combined (1.4 g) and subjected to HPLC pre-
parative using (10-25% MeCN in 60 min) to yield 19 fractions. Frs [4-6] (35.5 mg) were puri-
fied by semi-prep. HPLC (5-15% MeCN, in 20 min) affording compounds 14 (R, 9.9 min, 4 mg)
and 8 (R, 13.8 min, 3 mq). Frs [7-10] (36 mg) were purified by semi-prep. HPLC (5-15% MeCN,
in 20 min) yielding compounds 9 (R, 16.5 min, 7 mg) and 10 (R, 21.5 min, 4 mg). Frs [11-12]
(26.7 mg) were purified by semi-prep. HPLC (10-25% MeCN, in 20 min) leading to compound
11 (R,6.3 min, 3.2 mg). Frs [26-27] (51 mg) were purified by semi-prep. HPLC (15-35% MeCN,
in 20 min) to afford compounds 12 (R, 8.5 min, 1.6 mg) and 15 (R, 16.5 min, 4.7 mg). Frs
[36-44] (42 mg) were purified by semi-prep. HPLC (10-40% MeCN, in 25 min) yielding com-
pounds 16 (R, 25.9 min, 4.2 mg). The combined fractions F9-11 (827 mg) were subjected to
a preparative HPLC (10-40% MeCN in 60 min) to obtain 35 fractions. Frs [7-13] (50.3 mg)
were purified by semi-prep. HPLC (15-35% MeCN, in 20 min) yielding compounds 1
(Rt 13.1 min, 7 mqg), 4 (Rt 14.2 min, 5mg) and 16 (Rt 18.2 min, 1.4 mq). Frs [14-28] (46.2 mg)
were purified by semi-prep. HPLC (15-35% MeCN, in 20 min) leading to compounds 3
(R,8.0 min, 4.0 mg), 2 (R, 13.7 min, 3.5 mg) and5 (R,15.1 min, 4.1 mg). Compound 6 (17.1 min,
9.2 mg) was purified from Frs [28-29] by semi-prep. HPLC (15-35% MeCN, in 20 min).
Frs [30-32] were purified by semi-prep. HPLC (15-35% MeCN, in 30 min) affording
compounds 13 (R, 6.3 min, 1 mg) and 7 (R, 26.4 min, 11.2 mg).

mnr

3.3.1. 5,74',5'-tetrahydoxyflavonol 2'-[propanoic acid-(2""-acetoxy-1""-sulfonyl)]-5'-
O-B-p-glucopyranoside

Yellow amorphous powder; a3’ + 26.8 (¢ 0.25, MeOH). UV (MeOH) A__ (ab.): 206 (2.1), 260
(1.3),350(0.55)."H NMR (500 MHz, CD,0D):6,,6.26 (bs, H-6), 6.38 (bs, H-8), 7.43 (s, H-3), 7.85
(s, H-6"),5.07 (d, J=7.4 Hz, H-1"), 3.59 (dd, J = 8.97.4 Hz, H-2"), 3.56 (t, J = 8.6 Hz, H-3"), 3.52
(t, J=8.6 Hz, H-4"), 3.60 (m, H-5"), 3.81 (dd, J = 12.24.8 Hz, H-6"a), 4.00 (dd, J = 12.22.5 Hz,
H-6"b), 3.45 (dd, J = 14.16.8, H-1"a), 3.56 (m, H-1"'b), 5.42 (dd, J = 6.54.1, H- 2"'), 1.90 (s, H-
5").3CNMR (125 MHz, CD,0D): 6, 145.2 (C-2), 138.9 (C-3), 177.6 (C-4), 162.9 (C-5), 99.8 (C-6),
166.1 (C-7), 94.7 (C-8), 158.4 (C-9), 105.1 (C-10), 125.4 (C-1), 133.6 (C-2'), 119.1 (C-3'), 151.1
(C-4'), 148.9 (C-5'), 113.9 (C-6'), 103.0 (C-1"), 74.7 (C-2"), 77.6 (C-3"), 71.0 (C-4"), 78.3 (C-5"),
62.2 (C-6"),57.2(C-1"),67.1 (C-2"),171.5(C-3"),171.3 (C-4"),20.2 (C-5""). HR-ESI-MS [M + Na]*
m/z 681.0744 (calcd for C,(H, ,NaO .S, 681.0744).

3.3.2. Acid hydrolysis

A part of the n-BuOH extract (300 mg) was refluxed (90 °C) with 10 mL of 2 M TFA for 3 h.
After extraction with ethyl acetate (3 x 10 mL), the aqueous layer evaporated to furnish the
monosaccharide residue (100 mg). Two sugars were identified as glucose and glucuronic
acid by comparison with authentic samples on TLC in MeCOEt:iso-PrOH:Me,CO:H,0
(20:10:7:6). The monosaccharide residue (100 mg) was subjected to a preparative TLC using
the same solvent. The optical rotation of each purified sugar was measured and compared
with authentic samples to afford b-glucose and p-glucuronic acid.
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3.4. Biological activities

3.4.1. Freeradical scavenging assay

The scavenging activity of isolated compounds against DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
was investigated by spectrophotometric methodology, as previously described (Gossan et
al. 2015). Briefly, 5 pL of either the standard or sample solutions (dissolved in DMSO) was
mixed with 95 uL of DPPH solution (158 uM, dissolved in absolute EtOH). After mixing gently
and incubating for 30 min at 37 °C, the optical density was measured at A 515 nm. The
percentage of absorbance inhibition at A 515 nm was calculated using the following equation:
% inhibition [(Abcontrol — Absample)/Abcontrol] x 100. DPPH solution in EtOH was used as
a control. The curve of the % scavenging activity against the concentration of sample was
prepared by the MS Excel-based program to obtain the EC, . All the tests were conducted
in triplicate. The experimental data were expressed as mean + standard deviation.

3.4.2. Tyrosinase enzyme assay

Tyrosinase activity inhibition was determined by spectrophotometric methodology, as pre-
viously described (Ngoc et al. 2009). About 100 pL of each tested compound solution (dis-
solved in 10% DMSO) was added to the 96-well plate and then mixed with 100 pL of
mushroom tyrosinase solution (135 U/mL mushroom tyrosinase in phosphate buffer solution
(PBS, pH 6.8)). After pre-incubation at 25 °C for 10 min, 100 pL of L-DOPA (0.5 mM, PBS pH
6.8) was added to the 96-well plate. The reaction mixture was incubated for another 5 min
at 25 °C. The amount of dopachrome in the mixture was determined by the measurement
of the absorbance of each well at 475 nm. The inhibitory percentage of tyrosinase was cal-
culated according to the following equation: % inhibition = {[(A — B) — (C — D)]/(A — B)} x 100.
A: Ab at 475 nm without test substance; B: Ab at 475 nm without test substance and tyrosi-
nase; C: Ab at 475 nm with test substance; D: Ab at 475 nm with test substance, but without
tyrosinase. Kojic acid was used as positive control agent. All the tests were conducted in
triplicate and IC,, was determined by interpolation of concentration % inhibition curve
obtained by MS Excel-based program.The experimental data were expressed as mean + stand-
ard deviation.

Supporting Information

Figure S1, HR-ESI-MS, 'H and "*C NMR, COSY, HMBC, HSQC and ROESY spectra for compound
1.
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