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Introduction générale

Pour des millénaires, les plantes médicinales ont toujours été employées par
I’humanité sous diverses formes pour se soigner. Les laboratoires de chimie et de biologie ont
focalisé leurs études vers la médecine traditionnelle en se penchant sur des voies et des
moyens divers pour pouvoir défier de diverses pathologies en se basant sur une recherche
phytochimique approfondie des plantes médicinales, dans le but est I’isolement et
I’identification des substances naturelles biologiquement actives et la comprehension de leur
mode d’action pour servir de principes actifs afin de prévenir et traiter divers problemes de

santé.

Il a été estimé qu’environ 120 composes actifs dérives de plantes sont utilisés en
médecine, comprenant environ 25% des médicaments prescrits dans le monde. En outre, et
sur le total de 252 médicaments de la liste des médicaments essentiels de 'OMS, 11% sont

exclusivement d'origine végétale [1].

De part, et vue sa situation géographique, I’Algérie posséde une richesse floristique
considérable et trés diversifiée, estimée a environ 4000 especes qui appartiennent & plusieurs
familles botaniques, dont plus de 300 plantes sont endémiques [2]. Ce potentiel de plantes
médicinales fait que I'étude de la flore algérienne présente un intérét scientifique important
dans le domaine de la phytochimie et la pharmacologie. C’est ce qui nous a encouragés a

entreprendre ce travail afin de rechercher des molécules potentiellement actives.

Dans ce cadre, et vu I’importance et la richesse de la famille Scrophulariaceae en
métabolites secondaires, nous nous sommes intéressés a I’investigation phytochimique d’une

espece endémique du Sahara algérien appartenant a cette famille.

Cette thése est consacrée a I’etude phytochimique et biologique d’une espéce du genre
Linaria : Linaria scariosa Desf. (espece endémique pour I’Algérie et la Tunisie et qui n’a
jamais fait I’objet d’étude auparavant). Les travaux sont répartis en quatre chapitres :

» CHAPITRE 1: consacré a une présentation botanique de la famille
Scrophulariaceae et le genre Linaria, ainsi que les métabolites secondaires les plus

connus et I’utilisation thérapeutique de ce genre.



» CHAPITRE 11 : décrit les principaux types de métabolites secondaires isolés des
plantes du genre Linaria. Notamment : les monoterpénoides - en particulier les

iridoides-, les diterpénoides, Les stéroides, les acides phénoliques et les flavonoides.

» CHAPITRE Il : comprend I’étude phytochimique de Linaria scariosa Desf.
depuis la macération jusqu’a I’obtention de composés purs, ainsi que les différents
protocoles utilisés pour : le screening par GC/MS, la détermination des teneurs en
polyphénols et en flavonoides totaux des extraits et pour I’évaluation des activités

biologiques des extraits et certains composeés isolés.

» CHAPITRE IV : englobe I’identification structurale des produits isolés. Il
comporte également les resultats et discussion de la GC/MS, de la teneur en

polyphénols et en flavonoides totaux ainsi que des activités biologiques étudiees.
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1.1. Introduction

L’Algérie est parmi les pays les plus riches en matiere de biodiversité en englobant
plusieurs milliers d’especes appartenant a plusieurs familles botaniques dans deux régions
différentes : méditerranéenne et saharienne. Cette richesse impose une investigation
approfondie en termes de composition chimique dans le but d’isoler des substances naturelles
possédant une activité biologique importante, cela facilite les recherches scientifiques
évoluant dans le domaine de la phytothérapie, de la pharmacognosie et de I’investigation

phytochimique.

Ce chapitre résume les métabolites secondaires les plus réputés dans le genre Linaria

ainsi que ses propriétés biologiques et ses usages en medecine traditionnelle.
|.2. Description de la famille Scrophulariaceae

La famille Scrophulariaceae est une famille de plantes herbacées, plus rarement des

arbustes ou des arbres [1].

Les feuilles sont simples, alternes ou opposées, sans stipule. Les fleurs sont
géneralement variées, hermaphrodites et irrégulieres a corolle soudée au moins a la base a 4-5
lobes plans ou bilabiés. Les étamines sont au nombre de 2 a 5. Elles sont insérées sur le tube
de la corolle. L’ovaire est supére a 2 carpelles soudés entre eux. Le fruit est une capsule, avec

différents types de déhiscence ou, plus rarement, indéhiscent [2-3].

Elle comporte environ 3000 especes réparties en 280 genres, rencontrées abondamment
dans les régions tempérées de I’hémisphére nord [4], notre travail concerne I’étude d’une

espece du genre Linaria.
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1.3. Description du genre Linaria

Le genre Linaria appartient a la famille Scrophulariaceae [5] et comprend environ 200
especes [6] distribuées largement dans L'hémisphére nord, principalement dans le bassin
méditerranéen. 1l est représenté par 39 espéces en Algérie [2]. Plantes herbacées, annuelles ou
vivaces, a feuilles simples et étroites (souvent linéaires) d’ou elles tirent leurs noms en
évoquant celles du lin cultivé, elles sont directement attachés a la tige. Fleurs groupées en
racemes simples ou capituliformes, ou en racémes de racémes présentant ainsi une symétrie
bilatérale. Calice a cing lobes inégaux, souvent courts. Corolle bilabiée a tube renflé, a limbe
en gueule, prolongée a la base par un éperon. Le fruit est une capsule polysperme a deux loges
[2,6].

1.4. Les Métabolites secondaires les plus dominants dans le

genre Linaria

Des travaux antérieurs sur 41 especes du genre Linaria ont permis d’isoler et
d’identifier 191 composés naturels tels que les iridoides, les alcaloides, les flavonoides, les

diterpénoides et les stéroides [7].

Les terpénoides sont des composés trés répandus dans le genre Linaria. La plupart
d'entre eux sont des iridoides, I’Antirrhinoside 1 et ces dérivés sont les marqueurs chimiques
pour les genres de la tribu Antirrhineae de la famille Scrophulariaceae. Les flavonoides sont
présents a des niveaux significatifs dans le genre Linaria. Ils sont principalement identifiés

comme étant des flavones, des flavonols et leurs dérivés hétérosides [7].

Quelques exemples de molécules des principales classes de métabolites secondaires
isolés des espéces du genre Linaria sont reportés dans le Tableau I.1.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lin_cultiv%C3%A9
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Tableau 1.1 : Quelques métabolites secondaires isolés du genre Linaria

Espéces Composés Structures Réf
Les iridoides

L. clementei Antirrhinoside 1 [8]

L. heterophylla [9]
L. reflexa [10]
L. japonica [11]
L. genistifolia [12]
L. capraria : [13]
L. vulgaris = 14
g CHs OGlc [14]
L. dalmatica 7,8-epi-antirrinoside 2 HO OH [15]

O\\Tllun--
CHs OGlc
L. japonica 7-p-hydroxy-8- [11]
epi-iridodial glucoside 3
CHs OGlc
L. genistifolia Linarioside 4 HO [16]
L. vulgaris [17]
L. aegyptiaca [18]
L. arcusangeli Cl e [19]
HO'

L. flava Linaride 5 [19]
L. japonica [11]
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L. purpurea Purpureoside 6 COH [20]
L. arcusangeli Antirrhide 7 [19]
L. japonica [11]
L. purpurea [20]
L. arcusangeli [21]
L. multicaulis [22]
HoC OGlc
L. genistifolia Genestifolioside 8 H:C—\0 [23]
HOIIIIIII-
HO
L. japonica Seco-linarioside 9 [11]

5-deoxyteuhircoside 10

OGlc

[11]
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Suite tableau 1.1 : Quelques métabolites secondaires isolés du genre Linaria

L. japonica Acide 7- CO,CH3 [24]
deoxyiridolactoniquedimét
hyle ester 11 OH
CO,CH,4
H,C
L. japonica Iridolinarine C 12 © [25]
(0]
H,C

L. canadensis 4,6-Di-(7-
deoxyiridolactonyl)-D-
glucopyranose 13 o

HaC

Les monoterpenoides acyclique

6,7-dihydrofoliamenthoy

L. japonica 8-0-glucosyl-méthoxy- [13]
M GlcO

H;CO,C
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L. capraria 10-hydroxygeraniol [27]
diglucosylés 15
OGlc
Les diterpenoides
L. japonica Linaridial 16 CHO [28]
CHO
L. saxatilis E-isolinaridial 17 CHO [29]
CHO
15-Acetoxy-11,15-epoxy- [30]
ent-cleroda-4(18),
12-dien-16-al 18
[30]

Isolinaridiol 19

10
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Suite tableau 1.1 : Quelques métabolites secondaires isolés du genre Linaria

Les stéroides

L. reflexa Daucosterol 20 [10]

L. vulgaris Ergosta-7,22-diene-
3p,50,6f-triol 21

[31]

Cycloart-23-ene-34,25-
diol 22

Les acides phénoliques

L. vulgaris Acide p- O [33]
hydroxybenzoique 23
OH
HO
o
[33]
Acide p-coumarique 24 x o

HO

11
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[33]

L. vulgaris Homoprotocatechuique 25
:@\/L
Acide chlorogénique 26 HO, o [34]
O
o 7
OH
OH

Les composeés phénoliques glycosilés
OH [17]

L. vulgaris Alcool benzylique O-$-D-
glucopyranoside 27
GlcO
HO [17]

OH
Alcool benzylique 5-D-(2'- o °
O-p-xylopyranosyle)- HO °
glucopyranoside 28 o N\ e
ANy
OH
[11]

L. japonica S-D-glucopyranose-1- OCHj
férulate 29
HO
OGlc
(0]
" o [35]

L. haelava Verbascoside 30 \

L. macroura

7, s,

OH

12
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Les flavonoides

L. vulgaris Pectolinarigenine 31 OCH; [36]
L. reflexa [4]
HO o)
H5CO ‘
OH O
L. vulgaris Acacétine 32 OCH;  [36]
L. aeruginea [37]
L. macroura HO I o [38]
OH O
L. macroura Apigénine 33 OH  [34]
L. Canadensis [26]
L. reflexa HO I 0 [4]
OH O
L. Canadensis Lutéoline 34 OH [26]
L. vulgaris on 36]
L. macroura [34]
HO ‘ 0
OH O
L. vulgaris Chrysine 35 [17]

13
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L. macroura Quercétine 36 OH [34]
L. vulgaris [38]
OH O
L. macroura Myricétine 37 OH [34]
OH
HO o} O
‘ | OH
OH
OH O
L. dalmatica 3,5-di-O-méthyle OH  [39]
kaempférol 38
HO 0
! OCH,
OCH; O
L. canadensis Lutéoline 7-O-glucoside OH [26]
L. macroura 39 OH [34]
GlcO I o} ‘
L. macroura Diosmétine-7-O--D- [34]

glucoside 40

14
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L. canadensis Quercétine-7-O-rutinoside OH [26]
41
OH O
L. haelava Pectolinarine 42 Tableau 1.3 [35]
L. kurdica [40]
L. vulgaris [36]
L. vulgariformis [40]
L. reflexa [10]
L. simplex [15]
L. vulgaris Linarine 43 Tableau 1.3 [41]
L. kurdica [42]
L. japonica [43]
L. haelava [15]
L. japonica Linariine 44 Tableau 1.3 [43]
L. reflexa [10]
L. aucheri [44]
L. kurdica [42]
L. japonica Isolinariine A 45 Tableau 1.3 [43]
L. reflexa Isolinariine B 46 Tableau 1.3 [10]
L. maroccana Aureusine 47 Figure I.1 [45]
L. vulgaris Hespéridine 48 Figure I.1 [46]

Les structures des flavonoides de 42 a 46, cités dans le Tableau 1.1 sont reportees

dans le Tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Tableau récapitulatif des flavonoides 42- 46

Structure R, R, R3; R4
42 OCH; H H H
43 H H H H
44 OCH; H H AcC
45 OCH; Ac H H
46 OCH; H Ac H

15
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OH

OH
OH

HO
o}
HO 0

OH

HO
HO o
OH

OCH,

HO o
HO

48

Figure 1.1 : Structure de I’Aureusine 47 et I’Hespeéridine 48

1.5. Propriétés biologiques et pharmacologiques du genre

Linaria
1.5.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs espéces du genre Linaria ont été utilisées en médecine populaire comme anti-
inflammatoires, anti-rhume [47], toniques, laxatifs, antidiabétiques et diurétiques, ainsi que
pour le traitement des plaies, des hémorroides et des troubles vasculaires [44]. A titre

d’exemple :

» Linaria reflexa, espéce connue sous le nom “ Oum lajrah” en raison de son pouvoir
cicatrisant, est également employée en usage externe dans le traitement de certaines
dermatoses [48]. Elle est aussi appliquée dans la médecine folklorique nord-africaine
dans le traitement de certaines maladies de la peau [7].

» Linaria vulgaris, plante qui grandit en Bulgarie [49], employée en médecine populaire
pour ses diverses propriétés : laxative, traitement des inflammations de la vessie,
éruptions cutanées ainsi que pour le traitement des hémorroides [50]. Elle se trouve
également dans le Nord-Est de la chine, utilisée par la population locale dans le
traitement de la toux et I’asthme [51].

» Linaria japonica est connue sous le nom "Unran™ utilisée dans la médecine populaire

comme diurétique, purgatif et laxatif [7].

16
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1.5.2. Activités biologiques

Plusieurs recherches ont montré que le genre Linaria est caractérisé par de multiples

activités biologiques a cause de la diversité des molécules bioactives extraites a partir des

différentes especes.

>

Pendant plusieurs années, I’espéce L. saxatilis a été étudiée pour sa composition
chimique et ses activités biologiques intéressantes [7]. Une étude phytochimique
effectuée sur L. saxatilis var. glutinosa a permet I’obtention de diterpenoides a
squelette néo-clérodane, Ces derniers ont montré une bonne activité cytotoxique
contre une série de cellules cancereuses [30]. Une autre étude effectuée sur cette sous
espece a revélé que quelques néo-clérodanes diterpénoides ont un effet inhibiteur sur
les enzymes impliquées dans les processus inflammatoires [29].

Une étude de quelques flavones isolés de L. reflexa a montré une action
antiproliférative contre un ensemble de lignées cellulaires cancéreuses humaines [10].
Une autre etude de I’activité enzymatique Anti-acétylcholinestérase des deux extraits
hexane et acétate d’éthyle de cette plante a montré une inhibition de I’AChE plus
remarquable dans I’extrait acétate d’éthyle lié a la présence des flavone isolés de cet
extrait qui ont montré une bonne activité inhibitrice de I’AChE [52-53].

Des travaux ont montré que les extraits et les composés isolés de types
polyphénoliques de L. vulgaris ont des activités anti-inflammatoires, antiallergiques et
antitussives [36,54].

Une étude biologique sur l'extrait éthanolique de L. corifolia a montré un effet
antibactérien contre les bactéries a Gram+. En outre, le méme extrait a montré des
effets anti-levures particulierement contre Kluyveromyces fragilis [55].

Une étude de I’activité inhibitrice de I’a-glucosidase de L. kurdica a montré une bonne
activite liée a la présence des iridoides [42].

17
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1.5.3. Quelques activités biologiques reconnues pour les produits

isolés des espéces du genre Linaria

Tableau I. 3 : Activés biologiques de quelques produits isolés du genre Linaria

Plantes Produits Activités biologiques Réf
L. saxatilis var. 15-Acetoxy-11,15-epoxy- activité [30]
glutinosa ent-cleroda-4(18), antitumorale (cellule de
12-dien-16-al 18 leucémie, cellules tumorales
du poumon et cellules
d'adénocarcinome du colon)
L. saxatilis var. E-isolinaridial 17 activité [29]
glutinosa inflammatoire
L. reflexa Pectolinarine 42 activité antiproliférative [10]
Pectolinarigenine 31
Linariine 44
Isolianriine A 45
Isolianriine B 46
L. reflexa Linariine 44 Activité anti-AChE [53]
Isolianriine A 45
Isolianriine B 46
L. vulgaris Acide p-coumarique 24 activité [54]
Pectolinarine 42 anti-inflammatoire et
Linarine 43 antiallergique
Linariine 44
Acacétine 32
L. wilgaris Pectolinarine 42 activité [36]
Lutéoline 34 antitussive et
Acacétine 32 anti-inflammatoire
Pectolinarigenine 31
L. kurdica Antirrhinoside 1 activite inhibitrice de I'a [42]

Antirrhide 7

glucosidase

18
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Chapitre 11 Les métabolites secondaires

I11.1. Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des métabolites

dits secondaires [1].

Ces produits chimiques ont été nommés "métabolites secondaires” par A. kossel en
1891. Cette appellation désigne une classe de composés organiques qui ne participent pas
directement a la croissance, au développement et a la reproduction des plantes, d'ou leur nom
de "métabolites secondaires”. Ces composes sont utilisés comme marqueurs taxonomiques en
raison de leur distribution limitée dans les groupes taxonomiques. Par contraste, les
métabolites primaires se trouvent dans tous les tissus des plantes et exercent une activité

métabolique nécessaire a la croissance et au développement des plantes [2].

En raison de leurs diverses propriétés biologiques et physico-chimiques, les métabolites
secondaires représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans le
domaine de la pharmacologie, I’agroalimentaire, la cosmétologie et en dermopharmacie, soit a
travers I’emploi des plantes médicinales, ou a travers I’usage de molécules purifiées ou issues

d’hemisyntheses chimiques [2-3].

Les métabolites secondaires dépassent 100000 substances identifiées [4], appartiennent
a trois classes principales : les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Ce
chapitre, concerne les terpenoides les composés phénoliques.

23



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

11.2. Les terpénoides

11.2.1. Définition

Les terpenoides tirent leurs noms de la térébenthine (lat. balsamum terebinthinae), une
huile essentielle obtenue par distillation de I’oléorésine de pin dont les composés majeurs sont

des terpenes [5].

Les terpenoides forment une classe tres diversifiee de produits naturels isolés de
plantes, microbes et organismes marins [6] dont la majorité ont une origine végétale ou ils
jouent le réle de métabolites primaire et secondaire [7], ils représentent une grande famille de
molécules qui varie d’une simple chaine linéaire d’hydrocarbones jusqu'a des agencements

complexes de cycles carbonés avec plus de 40 000 composés [8].
11.2.2. Structure et classification des terpenoides

La structure carbonée de base des terpenoides est constituée de I’assemblage d’un
nombre variable d’unités 2-méthylbutane (appelées unités isopréne) avec une formule
génerale (CsHsg)n [9], selon le nombre d’unités isoprene dans leur structure de base ou le
nombre de n, les terpénoides sont classés en diverses catégories [10], illustrés dans le
Tableau I1.1.

Tableau I1.1 : Classification des terpenoides

Nombre d’isoprene (n) Formule brute Classe
1 CsHsg Hémiterpene
2 (CsHs)2 Monoterpéne
3 (CsHg)s Sesquiterpéne
4 (CsHsg)4 Diterpéne
5 (CsHsg)s Sesterpéne
6 (CsHg)s Triterpéne et stéroide
8 (CsHsg)s Tetraterpéne
>8 (CsHg)n Polyterpéne
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11.2.2.1. Monoterpénes

Les Monoterpénes représentent un groupe de composés organiques naturels qui
résultent de la fusion de deux unités isoprénes dont la formule moléculaire est C1gH 5. Ils sont
géneralement isolés des huiles essentielles ou ils contribuent pour 90 % de leurs compositions
totales [11,12]. Les monoterpénes peuvent étre linéaires (acycliques) (myrcene 49 [13]),
monocycliques (limonéne 50 [13]) ou bicycliques (a-pinene 51 [13]). lls sont connus par de
nombreuses activités biologiques telles que : antimicrobienne, anti-inflammatoire [11,12],
hypotensive, antiprurigineuse [11], anti-cancéreuse [12], inhibiteur d’AChE [14] et
antidiabétique [15].

49 50 51
Figure I1.1 : Structure de quelques monoterpénes

11.2.2.2. Diterpenes

Les diterpénoides sont des dérivés d’hydrocarbures contenant 20 atomes de carbone
et issus de la condensation de quatre unités isopréniques [16]. Ils sont surtout répandus chez
les végétaux mais ils sont aussi présents chez certains champignons, organismes marins et
insectes [17]. En se basant sur le degré de cyclisation du squelette hydrocarboné, les
diterpénoides peuvent étre subdivisés en terpénoides acycliques (phytol 52 [18]), bicycliques
(Crispene C 53 [19]), tétracycliques (phorbol 54 [20]) et tricycliques (taxol 55 [21]).

Les diterpénes possedent plusieurs activités biologiques tel que : anti-cancéreuse [22]
(réputée surtout par le taxol et le taxotere qui sont utilisés dans le traitement des tumeurs de
I’ovaire, du poumon et du sein), antibactérienne, antitumorale [23], antidiabétique [24],

cardiovasculaire [25], anti-inflammatoire [12].
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Figure 11.2 : Structure de quelques diterpenes

11.2.2.3. Triterpénes et stéroides
Les triterpénoides constituent une grande famille de terpénoides rencontrés dans le
regne végétal et animal [26]. Ce sont des composés en Cgsg, qui dérivent du 2,3-époxysqualéne
56 (Figure 11.3) ou du squaléne 57 lui-méme par une variété de cyclisations et d’autres

modifications [27].

Figure 11.3 : Structure du 2,3-époxysqualéne et du squaléne
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Ils peuvent étre classés en trois groupes : acyclique (squaléne 57), tétracyclique
(momordicine | 58 [28]) et pentacyclique (oléanane 59 [29]). Parmi ces groupes, la famille
des triterpénes tétracycliques présente une importance particuliere par son homogénéité et
surtout par ses rapports étroits avec les stéroides.

N
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HO
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Figure 11.4 : Structure de quelques triterpenes

Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpénes tétracycliques ayant
perdu au moins trois méthyles, lls ont en commun une structure chimique comportant un

squelette stérane ou perhydrocyclopentanophénanthréne 60 (Figure 11.5).

12

17

60

Figure 11.5 : Noyau perhydrocyclopentanophénanthrene

Les triterpénoides posseédent des propriétés pharmacologiques tel que : anti-
inflammatoire [30], antivirale, antitumorale [31], antibactérienne [32], antifungique [33],
antiallergique, anticancéreuse, spasmolytique, analgésique, hépatoprotective [34],

antioxydante [35], neuroprotective [36] et antiparasitique [37].
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11.2.2.4. Les iridoides
11.2.2.4.1. Définition
Les iridoides sont des métabolites secondaires appartenant a la classe des
terpénoides [38]. Ce sont des monoterpénes généralement d’origine végetale, rarement chez
certains animaux. Structurellement, les iridoides sont généralement constitués d’un cycle
cyclopentane fusionné a un hétérocycle a oxygene a six chainons [39]. Cependant, Ils ont un
squelette cyclopentane [c] pyranique appelé iridane (cis-2-oxabicyclo [4, 3, O]-nonane)
(Figure 11.6) [40]. Trés souvent, ils se présentent sous forme d’hétérosides d'iridoides

(principalement avec une unité de glucose) [41].

10

Figure 11.6 : Structure du squelette iridane

Les iridoides d’origine végétal sont présents chez les dicotylédones en particulier
chez les Asteridae : Dipsacales, Gentianales, Lamiales, Plantaginales, Rubiales,
Scrophulariales. Biogénétiquement et chimiotaxonomiquement, leur intérét vient du fait que
ce sont des intermédiaires principaux dans la biosynthése des alcaloides, ils sont aussi utilisés
comme marqueurs de plusieurs genres dans diverses familles de plantes, tels que : aucubine
de Plantago (Plantaginaceae), asperuloside de Galium (Rubiaceae) et harpagide de
Scrophularia (Scrophulariaceae) [42-44].

Les iridoides tirent leur nom de celui des fourmis du genre Iridomyrmex & partir
desquelles ont été isolées des substances de défense propre a ces insectes en 1956 [45]. Le
premier iridoide isolé est I’iridodial 61, un 1,5-dialdehyde en equilibre avec la forme lactol 62

(Figure 11.7) [46], représentant la structure de base des iridoides.
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62 OH

Figure 11.7 : Structure de I'iridodial

En 1963, Briggs a considéré que cette classe dérive de I’iridodial et propose
I’appellation « iridoide » [47] qui a été définitivement admis en 1969 par Bobbit et
Segebarth. Cette classe comporte actuellement plus de 3000 composes identifies [48]
appartenant a différentes sous classes.

11.2.2.4.2. Classification des iridoides

Les iridoides constituent une grande classe de monoterpenes, a cause de leurs

diversites structurales ils peuvent étre divisés en quatre groupes principaux :

e Lesiridoides glycosylés

Les iridoides se trouvent généralement sous forme des glycosides, particulierement
des glucosides ou le glucose se fixe en position C; par une liaison hétéroside tel que le
Procumbide 63 [49]. La partie osidique peut étre un oligosaccharide (3’-O-p-
glucopyranosylstilbericoside 64 [50]), un arabinose (jioglutoside A 65 [51]), ou un rhamnose
(5,6-B-époxy-7p-hydroxy-8B-méthyl-1p-D-rhamnosidal iridoide 66 [52]).

HO
z HO HO

=
=
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OH H
63 o HO 0
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66 (@) OH
o CHg

Figure 11.8 : Structure de quelques iridoides glycosilés
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Chapitre 11
La liaison hétérosidique peut s’établir entre I’hydroxyle situé en position Cg comme

dans I’Harpagide 6-O-p-glucoside 67 [53] ou en position C;; comme dans Kankanoside N 68

[54].
OGlc

Me OGlc

67 R,=Glc, R,=H
68

Figure 11.9 : Structure de quelques iridoides glycosylés

Les iridoides glycosylés peuvent étre polycycliqgues comme dans le (E)-Uenfoside 69
[55]. Le cycle pyranique peut se transformé en un cycle lactonique dans quelques iridoides
glycosylés comme dans le Nepetaracemoside A 70 [56]. Le clivage du cycle pyranique

produit des dérivés spécifiques des iridoides glycosylés tel que le Lantanoside 71 [57].
Me

COOMe

OGlc

H
71

HO

69

Figure 11.10 : Structure de quelques iridoides glycosylés
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. Les iridoides simples (non hétérosidiques)

Les iridoides simple sont des iridoides dépourvus d’un groupement glycosylé tel que le
cachinol 72 [58], Il existe dans ce groupe des iridoides avec un cycle pyranigue ouvert comme
dans le cas du crescentine | 73 [59] ou des iridoides polycycliques comme le prismatomerine
74 [60].

COOMe

OH

OH

72 73

Figure 11.11 : Structure de quelques iridoides simples

Il existe également des iridoides non glycosylé dont le cycle pyranique est transforme en
un cycle lactonique tel que le g -Methoxygardendiol 75 [61].

CH,OH

HO H

OMe
75

Figure 11.12 : Structure du g -Methoxygardendiol
) Les séco- iridoides

Les séco-iridoides renferment une large gamme de molécules issues d’un clivage
oxydative enzymatique de la liaison C7—C6 du noyau cyclopentanique des iridoides, ils sont

donc considérés comme des dérivées de ces derniers [62].
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Figure 11.13 : Structure de base des seco-iridoides

Cette classe d’iridoides renferme une variété de molécule selon les groupe de fonctions
attachées a la génine tel que le Hydramacroside A 76 [63], Secostrychnosine 77 [64],
Diderroside methyl ester 78 [65], gentianine 79 [66].

HO

\Z

Me OGilc ‘
78 79

Figure 11.14 : Structure de quelques séco-iridoides
. Les bisiridoides

Les bisiridoides sont des molécules issues de la dimérisation de deux iridoides. Ces
deux entités sont liés directement, généralement par une liaison ester comme dans le
Randinoside 80 [67], le Blumeoside B 81 [68], Globuloside A 82 [69].
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Figure 11.15 : Structure de quelques bisiridoides

Cette dimérisation peut se réaliser entre deux séco-iridoides (Jaspolyanthoside 83 [70])

ou entre un iridoides et un séco-iridoide (cantleyoside diméthylacétal 84 [71]).

COOMe COOMe
H
COOMe
O
GlcO
MeO
MeO
OGilc OGlc
83 84
Figure 11.16 : Structure de quelques bisiridoides
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La condensation peut s’effectuer entre trois iridoides tel que I’Acerifolioside 85 [72])

ou méme entre quatre iridoides (Strychoside B 86 [73]).

85 OGlc OGIc 86

Figure 11.17 : Structure du strychoside et d’acerifolioside

11.2.2.4.3. La biosynthese des iridoides
Le précurseur de base pour la biosynthese de tous les terpénoides est I’isopentenyl
diphosphate (IPP), il est produit soit par la voie mévalonate ou par une autre voie récemment
découverte triose phosphate / pyruvate, I’isopentenyl diphosphate (IPP) donne ensuite le
géraniol pyrophosphate (GPP), impliqué dans la biosynthese des iridoides [74-76].

Dans la premiere étape de la biosynthése des iridoides, le géraniol qui dérive du géraniol
pyrophosphate (GPP) est hydroxylé en 10-hydroxygéraniol avec une enzyme la géraniol-10-
hydroxylase, suivie d’une oxydation pour donner 10-oxogéranial [75-78], puis une cyclisation
qui s’effectue par un mécanisme d’addition de Michael sur les carbones insaturés [79-80]
meéne a I’obtention de I’iridodial [76,81] qui joue un rdle important dans la biosynthese des
iridoides.

L’iridodial s’oxyde en iridotrial qui se cyclise formant ainsi le squelette méthyl-
cyclopentapyranique caractéristique des iridoides. L’oxydation de I’aldéhyde iridotrial en

acide carboxylique suivie d’une estérification et d’une glucosylation donne le deoxyloganine,
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I’hydroxylation de cette derniére en C-7 mene a la loganine, précurseur immediat de la plupart
des iridoides [75,76,82].

L’ouverture du cycle pentanique de la loganine par un mécanisme enzymatique
radicalaire conduit a la sécologanine, précurseur des séco-iridoides [82], et par voie de
conséquence les alcaloides indoliques sont produits [75]. Toutes les étapes de la biosynthése

sont rassemblées dans la figure 11.18.
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Une autre voie de biosynthese implique le 8-épi-iridodial, un stéréo-isomere de

I’iridodial, cette voie concerne généralement les iridoides non carboxylique tel que I’aucubine

87 et le catalpol 88 [83] (Figure 11.19).

IPP 5 GPP 5. Géraniol = 10-hydroxygéraniol = 10-oxogéranial —s

COOH
H H H H

HO' 2 3
OGlc HO OGlc © OGlc OGilc

bartsioside acide géniposidique acide mussaenosidique 8-épi-aCide deoxyloganique

HO H
H / H

"o osle eleT

aucubine catalpol

87 88

Figure 11.19 : Biosynthese d’aucubine et du catalpol
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11.2.2.4.4. Activités biologique des iridoides
Un certain nombre de plantes contenant des iridoides sont utilisés en médecine
folklorique comme toniques amers, sédatifs, antipyrétiques, médicaments contre la toux,
remedes cytotoxiques pour les maladies de la peau et comme hypotenseurs [42]. A titre

d’exemple :

v En Europe, les racines de I’ harpagophyton appelé la griffe du diable (Harpagophytum
procumbens, Pedaliaceae) est principalement utilisée pour le traitement de l'arthrose
[84].

v Dans la médecine traditionnelle italienne, Les racines de la gentiane (Gentiana lutea,
Gentianacea) macérées dans I’alcool ont été utilisées comme des remedes

antirhumatismaux et anti-névralgiques appliqué sur la zone touchée [85].

v Chioccoca alba HITCH (Rubiaceae), un arbuste endémique a L'Amérique est utilisé

dans la médecine populaire comme un tonique pour lI'inflammation des ganglions [86].

v’ Les racines de Scrophularia ningpoensis (Scrophulariaceae) ont été utilisées en Chine
pour le traitement de I'hypertension, de l'inflammation, de la toux seche et la

tuberculose pulmonaire [87].

Les usages traditionnels des plantes réputés par I’accumulation des iridoides ont
encouragé I’étude approfondie de leurs bioactivité, révélant ainsi que les iridoides ont une
diversite dans leurs activités biologiques y compris : Activité antiallergique (hydramaroside A
76) [63], Activité anti-arthritique (8-p-coumaroylharpagide 89) [88], Activité antibactérienne
(cantleyoside diméthylacétal 84 [71], le swertiamarin 90 [89]), Activité antifongique (6f -
hydroxy-7-epigardoside methyl ester 91 [90]), Activité anticancéreuse (prismatomérine 74
[60]), Activité anticoagulante (cachinol 72 [58]), Activité antioxydante (mussaenoside 92
[91]), Activité immunomodulatrice (aucubine 87 [92]), Activité de cicatrisation des plaies
(scopolioside A 93 [93]), Activité neuroprotectrice (8-O-E-p-méthoxycinnamoylharpagide 2
94 [94]), Activite antidiabétique (Catalpol 88 [95]) et Activité hépatoprotectrice (swertiamarin
90 [96]).
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Figure 11.20 : Quelques iridoides biologiquement actifs
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11.3. Les composeés phénoliques

11.3.1. Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols constituent une famille de molécules
tres largement répandues dans le régne végétal, notamment dans les végétaux comestibles,
comme les fruits, les légumes, les céréales, et les légumineuses, ainsi que dans les boissons
d’origine végetale, comme le thé et le café, ils sont responsables des principales propriétés
organoleptiques, notamment la couleur et le golt [97-99]. L’élément structural fondamental
qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié
au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, ou
hétéroside [100-101].

Dans les plantes, Les composés phénoliques jouent un réle important dans la
croissance et la reproduction [101], ils sont aussi impliqués dans la défense contre le
rayonnement ultraviolet ou agression par des agents pathogénes [97]. lls présentent un large
éventail de propriétés biologiques telles que : antioxydante, anti-allergénique, anti-athérogéne,
anti-inflammatoire, antimicrobienne, antithrombotiques, anti-cancérigene, vasodilatateurs et
cardioprotecteur [99,101-103].

11.3.2. Origine biosynthétique

Les composes phénoliques sont biosynthétisés par deux grandes voies métaboliques :

la voie de shikimate et la voie de I’acétate/malonate.

La voie de shikimate est la voie la plus importante pour la biosynthése des composés
aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés
aromatiques telle que la phénylalanine qui sert de précurseur d’une importante classe des
composés phénoliques et les phénylpropanoides, ainsi que plusieurs d’autres classes des

composés phénoliques [104].

La jonction entre le métabolisme primaire du shikimate et le métabolisme secondaire
des phénylpropanoides se fait par I’enzyme Phénylalanine Ammoniac Lyase (PAL)
responsable de la désamination de la phénylalanine conduisant ainsi a la formation d’acide

trans-cinnamique.

40



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

L’acide t-cinnamique est ensuite transformeé en acide p-coumarique puis en 4-
coumaroyl-coenzyme A, respectivement par I’action des enzymes cinnamate-4-hydroxylase
(C4H) et CoA-ligase (4CL). Cette étape conduit directement a la synthese des différents
composés phénoliques (Figure 11.21) [105]. Une grande diversité caractérise ces
phenylpropanoides spécifiques du regne végeétal. Le squelette carbone subit, de maniére régio-
spécifique, des réactions d’hydroxylation, de méthylation, de glycosylation, d’acylation, de

prénylation ou encore de sulfatation.

Une deuxiéme voie de biosynthese consiste a la cyclisation des chaines polycétonique,
elles-mémes obtenus par condensation de groupement acétates. La condensation des
groupements acétates ne se fait qu’aprés carboxylation de I’acétyle CoA en malonyl CoA

catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase [106].

La diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies (du shikimate et de I'acétate) dans I’élaboration de composés d’origine mixte, comme

les flavonoides.
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Figure 11.21 : Métabolisme des phénylpropanoides conduisant aux principaux groupes de

composés phénoliques.

42



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

11.3.3. Classification

A cause de leur diversité structurelle, les composés polyphénolique peuvent étre

classés en se basant sur le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base, le tableau

11.2 regroupe les classes principales de ces composés.

Tableau I1.2. Les principales classes de composés phénoliques [101].

Nombre d’atomes  Squelette carboné Classe Exemple
de carbone
6 Cs Phénols simples Catéchol 103 [107]
7 Cs-Cy Acides Acide salicylique 95
hydroxybenzoiques [108]
9 Cs-C3 Acide Acide caféique 104
hydroxycinnamiques [109]
Coumarines Scopolétol 97 [110]
10 Ce-Cy Naphtoquinones Juglone 105 [111]
13 Ce-C1-Co Xanthones Cassiaxanthone 106
[112]
14 Cs-C2-Cs Stilbénes Piceatannol 100 [113]
15 Ce-C3-Cs Flavonoides Kaempferol 98 [114]

Isoflavonoides

Daidzéine 102 [115]

18 (Cs-C3)2 Lignanes Pinorésinol 107 [116]
30 (Ce-C3-Co)2 Biflavonoides Kayaflavone 108 [117]
n (C6-C3)n Lignines

(C6-C3-Co)n Flavolanes

(Tannins condensés)

43



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

o
OH o)
OHHO
~ OH
HO
103 104 OH 105 O
OH o COOH HO
o
OCH,4
HyCO
o)
o COOH
107 oH
106 OCH,

HO

OH ol 108
Figure 11.22 : Quelques exemples de composés phénoliques

Notre intérét est essentiellement focalisé sur les acides phénoliques et les flavonoides,
les deux principaux types de polypheénols les plus fréquents dans les plantes en générale [99],

et dans le genre Linaria en particulier.

11.3.3.1. Les acides phénoliques
11.3.3.1.1. Définition
Un acide phénolique (ou acide-phénol) est un composé organique possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, ils font partie des formes les plus
simples des composés phénoliques. Deux classes d'acides phénoliques peuvent étre

distinguées : les derivés d'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique [97].
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11.3.3.1.2. Les différents types d’acides phénoliques

e Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de I’acide benzoique 109, ils ont une
formule de base de type Cs-C1, Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les
végétaux sont les acides p-hydroxybenzoique 23, protocatéchique 110, vanillique 111,
gallique 112, syringique 113 et salicylique 95 [101]. La teneur en acide hydroxybenzoique
dans les plantes comestibles est généralement trés faible, a I'exception de certains fruits
rouges, radis noir et des oignons, qui peuvent avoir des concentrations de plusieurs dizaines
de milligrammes par kilogramme de poids frais. Le thé est une source importante d'acide

gallique : les feuilles de thé peuvent contenir jusqu'a 4,5 g/kg d'acide gallique [97].

Tableau 11.3 : Les principaux acides hydroxybenzoiques

Acides hydroxybenzoiques

R1 R» R3 R4

Acide benzoique 109 H H H H
R
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H ’
23 R, R,
Acide protocatechique 110 H OH OH
Acide vanillique 111 H OCH; OH H
Acide gallique 112 H OH OH OH COOH
Acide syringique 113 H OCH; OH OCH;
Acide salicylique 95 O H H H
H

e Les acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques sont dérivés de I’acide cinnamique 114 dont la
structure de base est constituée d’une chaine latérale a trois atomes de carbones liés a un

noyau aromatique (C¢-C3) [101].

Les acides hydroxycinnamiques consistent principalement en acide p-coumarique 24,
caféique 115, férulique 116 et sinapique 117 [101]. Ces acides sont rarement trouves a I'état
libre et existent généralement sous forme d’hétéroside ou d’ester de I'acide quinique,
shikimique ou tartrique. L'acide caféique et I'acide quinique se combinent pour former de
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I'acide chlorogeénique 101, que lI'on trouve dans de nombreux types de fruits et en fortes
concentrations dans le café. Parmi les fruits les plus riches en acides hydroxycinnamiques
sont : les myrtilles, Kiwis, prunes, cerises, pommes, elles contiennent de 0,5 & 2,0 g d'acide

hydroxycinnamique /kg de poids frais [97].

Tableau I1.4. Les principaux acides hydroxycinnamiques.

Acides hydrocinnamiques

R R> R3 OH
Ac!de cmnamlql.Je 114 H H H Ry § )
Acide p-coumarique 24 H OH H
Acide caféique 115 OH OH H
Acide férulique 116 ocH, OH H °
Acide sinapique 117 OCHz; OH OCH; 3

11.3.3.2. Les flavonoides
11.3.3.2.1. Définition

Dans les annees 1930, les scientifigues Hongrois Rusznyak et Szent Gyoérgi ont
identifiés une substance a partir d'écorces de citron considérée comme un agent fortement
réducteur et impliquée dans le traitement de la maladie de purpura (une lésion hémorragique
de la peau ou des muqueuses) qui était résistante au traitement a la vitamine C. lls ont appelé
cette substance "vitamine P". Plus tard, Bruckner et Szent-Gydrgyi ont rapporté que cette
"vitamine "P" (ou citrine) n'était pas une substance pure mais constituée d’un melange des
flavonoides hespéridine et eriodictyol glucosylé [118]. Depuis, le nombre des flavonoides
isolés et identifies n’a cessé de croitre, en effet, plus de 9000 structures ont été rapportés
jusqu’a present [119].

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus”, signifiant "jaune", désigne une tres
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols et largement
répandus dans le régne vegétal [120]. Ce sont des pigments quasiment universels des
végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles [121]. Structuralement, tous les flavonoides possédent un méme squelette de base a
quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en Cg (A et B),
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reliés par une chaine en Cj3 soit un systeme Cg-C3-Cs [104,119], comme le montre la figure

11.23, lls existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme glycosylée ou estérifiée [119].

Y,
Figure 11.23 : Squelette de base des flavonoides

11.3.3.2.2. Classification
Les classes de flavonoides different en fonction du degré d'oxydation et de la
substitution du cycle C comme le montre la figure 11.24, tandis que les composés de chaque
classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (hydroxylation,
alkylation, glycosylation, acylation) sur les deux cycles A et B [101,122].

cha|cone W

Flavanone

|sof|avone

o ]
(L,

Flavan 30| -
Flavan'3.4 diol

Alrone ANthocyanidine

Figure 11.24 : Les principales classes des flavonoides

47



Chapitre 11 Les métabolites secondaires

e Flavones et flavonols

Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en positions C,-
Cs, d’une cétone en C, et d’un groupement hydroxyle en Cj. Elles représentent les
flavonoides les plus répandus dans le régne végetal. Les flavones sont structurellement tres
similaire aux flavonols et ne différent que par I'absence d'hydroxylation en C3 [123]. Le cycle
A des flavones et flavonols, dans plus de 90% des cas, est substitué par deux hydroxyles en
Cs et en Cy. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifieés, méme pour I’hydroxyle de la
position 3 des flavonols. L’ implication du Cg et/ou Cg dans une liaison carbone-carbone avec
un sucre peut étre. Le cycle B, dans 80% des cas, est substitué en C4 ou di substitué en Cy et
C4, ou moins fréqguemment trisubstitué en Csz, C4 et Cs. Ces substituants peuvent étre des
groupes hydroxyles ou des groupements méthoxyles. Les positions C, et Cg ne sont
qu’exceptionnellement substitues [122-124].

Les flavonols les plus connus sont la quercétine 118, le kaempférol 98 et la myricétine

37, tandis que I’apigénine 33 et la lutéoline 34 sont les flavones les plus connus [125].

OH OH
OH OH
HO o HO o
OH
OH OH
OH
OH o} OH O
OH 37 oH
118
HO o HO 0
OH 0 OH o}
33 34

Figure 11.25 : Quelques exemples de flavonols et flavones
e Flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones et les dihydroflavonols jouent un r6le d’intermédiaire dans la
biosynthése des flavonoides [126]. Ils sont caractérisés par I’absence de la double liaison

entre le C, et le C3 et par la présence de centres asymétrique. Les variations structurales sont
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ici de méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols
(aromadendrine 119 [127]) se distinguent des flavanones (naringenine 120 [128]) par
I’hydroxylation de la position C3 [123,129].

OH OH
HO o) HO o .
\\\\\ \\\\\“
OH
o 119O OF 120°

Figure 11.26 : Structure de I’aromadendrine et la naringenine
Cette classe des flavonoides semble un peu moins fréquente que son homologue
insaturé rassemblant les flavones et flavonols. Mais, Au cours des 15 dernieres années, le
nombre de flavanones et dihydroflavonols a considérablement augmenté [123], dont environ
350 flavanones aglycones, 150 dihydroflavonols aglycones, 100 flavanones glycosides et 70
dihydroflavonols glycosides ont été reportés [129].

e Isoflavonoides

Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées
par la présence d’un cycle B attaché en position C3 plutét que la position C,. Il existe de
nombreuses sous-classes d’isoflavonoides (Figure 11.28) regroupent environ 300 types
d’isoflavones, parmis ces sous-classes, la génistéine 121 et la daidzéine 102 [130] sont les
plus communes. La présence d'isoflavonoides se concentre principalement dans la famille des
Leguminosae (environ 85%) [123,129].

HO 0]

OH O
121 OH

Figure 11.27 : Structure de la génistéine
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3 aryjcoumarine isofjav-3 ené

Figure 11.28 : Les différentes sous-classes d’isoflavonoides
e Chalcones et aurones

Les chalcones (phloridzine 122 [131]) sont caractérises par un noyau pyranique central
ouvert, ils sont constitués de deux unités aromatiques reliées par une chaine tricabonee
cétonique (Figure 11.24). Le noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que les
substitutions sur le cycle A sont plus souvent identiques a celles des autres flavonoides. Les
aurones (aureusidine 96 [132]) sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne
coumaranone (Figure 11.24) [123,129].

Environ 250 et 18 aglycones de chalcones et aurones, respectivement et environ 60 et
27 de glycosides de chalcones et d’aurones, respectivement ont été reportés [129].

OH

HO OH

OH

HO (0]
O
HO 122
OH

Figure 11.29 : Structure de la phloridzine
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11.3.3.2.3. Origine biosynthétique des flavonoides

Comme il a été précisé auparavant, les flavonoides possédent un squelette de base
commun a quinze atomes de carbone, car ils dérivent d’une origine biosynthétique commune.
L’étape clé de cette biosynthése est la condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec
un ester du coenzyme A et d’un acide hydroxycinnamique, en générale le 4- coumaroyl-CoA,
pour obtenir la 4, 2', 4', 6'-tetrahydroxychalcone, cette réaction enzymatique est catalysée par
la chalcone synthase (CHS) [120].

La cyclisation stéréospécifique des chalcones, catalysée par la chalcone isomérase

(également connue sous le nom de chalcone-flavanone isomérase, CHI) conduit aux 2S-
flavanones. Les chalcones peuvent également se cycliser en aurones [133-134].
La flavone synthase (FS) et la flavanone-3-hydroxylase (F3H) réagissent directement sur les
flavanones pour donner les flavones, et les dihydroflavonols, respectivement. Les deux
enzymes citées fonctionnent difféeremment : la premiére introduit la double liaison entre les
carbones 2 et 3, tandis que la deuxieme catalyse I’hydroxylation du C3 [133-134].

Les dihydroflavonols sont considérés comme un intermédiaire direct pour la syntheése
des flavonols, par introduction d'une double liaison entre les carbones C, et Cs. La réaction
est catalysée par la flavonol synthase (FLS), tandis que les dihydroflavonols catalysée par la
dihydroflavonol réductase (DRF) conduisent a la production des flavan-3, 4-diols (les leuco-
anthocyanidines). Ces derniers sont des intermédiaires biosynthétique dans la formation des
anthocyanidines [120].

L’oxydation des flavanones suivi d’un réarrangement du groupement aryle de C, a C3
en présence d’enzyme Isoflavone synthase (IFS) conduit a la formation d’isoflavones [135].

Les étapes de la biosynthétique de quelques flavonoides et les enzymes impliquées

sont rassemblés dans la figure 11.30 et tableau I1.5.
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Figure 11.30 : La biosynthétique de quelques flavonoides les plus connus
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Tableau I1.5 : Tableau récapitulatif des différents enzymes impliqué dans la biosynthése

Enzyme Acronyme
Cinnamate 4-Hydroxylase C4H
4-Coumarate: CoA Ligase 4CL
p-Hydroxycinnamoyl-CoA:shikimate/quinate HCT
p-hydroxyCinnamoylTransferase
p-Coumarate 3-Hydroxylase C3H
CHalcone Synthase CHS
CHalcone Isomérase CHI
Flavone Synthase FS
2-HydroxylsoFlavone Synthase IFS
2-HydroxylsoFlavone Déhydratase IFD
Flavanone 3-Hydroxylase F3H
FlavonoL Synthase FLS
DihydroFlavonol 4-Réductase DFR

11.3.3.2.4. Caractéristiques spectrophotométriques UV-visible des

flavonoides
La spectrophotométrie UV-Visible est une technique trés importante pour
I’identification des structures flavoniques. Elle est basée sur I’enregistrement d’un spectre
dans un milieu alcoolique (méthanolique) caractérisé par deux bandes d’absorption

principales : la bande I et la bande 11 (Figure I1. 31) [136].

Y Y
Benzoyle  Cinamoyle

4 \,
4 \,
4 \,
4 \,
4 \,

¥ Y
Adsorption donnant Adsorption donnant
la Bande II la Bande I

Figure 11.31 : Les deux bandes d’adsorption dans les flavonoides
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Les spectres d’absorption UV-Visible des flavones et des flavonols en milieu
méthanolique présentent deux grandes bandes d'absorption: La bande | [(320-350nm) et (352-
385 nm), respectivement] attribuée a I’absorption du systeme cinamoyle qui résulte de la
conjugaison du groupement carbonyle avec la double liaison (C,-C3) et le noyau B, tandis
que la bande Il [(250-270nm)et (250-280 nm), respectivement] correspond a I’absorption du
systeme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A. Le
spectre méthanolique des flavanones est caractérisé par I’apparition de la bande | sous forme
d’un épaulement entre 300 et 330 nm due a I’absence de la conjugaison entre la double liaison
(C2-Cy) et le noyau B, et d’un trés fort maximum d'absorption en Bande Il entre 270 et 295
nm [122,136-138]. Les isoflavonoides sont également caractérisé par I’apparition de la bande
I sous forme d’un épaulement a cause de I’absence de la conjugaison entre le groupement
carbonyle et le noyau B [139].

Le maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la
position des groupements hydroxyles, méthoxyles ou glycosylés sur le squelette flavonique.
L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacer le maximum
d’absorption vers des longueurs d’onde plus élevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosylés fait déplacer ce
maximum vers des longueurs d’onde plus faibles [137,140].

Les deux bandes d’absorption caractéristique d’un spectre UV-Visible d’un squelette
flavonique sont susceptibles d’étre modifiés par addition de réactifs tels que NaOH, NaOAc,
AICl3, H3BO3 et HCI. Ces derniers réagissent avec les groupements hydroxyles par formation
de complexes qui se traduira sur le spectre UV par des déplacements bathochromes ou
hypsochromes des bandes d’absorption par rapport au spectre méthanolique, dans le but de
localiser des hydroxyles libres sur le squelette flavonique [140,141]. Le tableau 11.6 récapitule
les principaux déplacements des bandes | et Il en présence des réactifs dans le cas des

flavones et flavonols.
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Tableau I1.6 : Les principaux déplacements des bandes | et Il dans le cas de flavone
Les réactifs Les déplacements (nm) Interprétation
Bande | Bande Il
MeOH 304-350 250-280 Flavones
328-357 250-280 Flavonols 3-OR

NaOMe (NaOH)

- Stable +45 a +65
1- augmentation de
I’intensité / MeOH.

2- Diminution ou
stabilité de I’intensité /
MeOH.

-Diminution de
I’intensité avec le
temps et
décomposition.

4'-OH

4'-OR; 3-OH

3, 4'-OH; Ortho di-OH
sur A (6, 7) ou (7, 8).

Nouvelle bande par rapport au spectre MeOH 7-OH
entre [320-335]
NaOAc/MeOH +5a+20
déplacement diminue 7-OH
en présence d’un
substituant en 6 ou 8.
Pas de déplacement
ou tres faible. 7-OR
Spectre qui se
décompose avec le 5,6, 7-tri-OH ou 5, 7,
temps. 8 tri-OH
NaOAc+H3;BO3/ +12a +36 Ortho di-OH sur B
MeOH
+05 a +10 Ortho di-OH sur A (6,
7)ou (7, 8).
AICl; Une seule bande entre Ortho di-OH sur B
420-430. avec 5-OH
(AICI3 + HCI) +17 a +20 5-OH avec une
/MeOH oxygénation en 6.
+35 a +55 5-OH et 3-OCH3;
(AICIz+HCI) / -20 a -40 Ortho di-OH sur B.
AICl; avec un sommet ou
épaulement entre
[350-360]. Ortho di-OH sur A
et ortho di-OH sur B
-20a-25 ou tri-OH sur B.

| = par rapport a.

(-) = hypsochrome.
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11.3.3.2.5. Propriétés des flavonoides

a) Les fonctions des flavonoides dans les plantes

Les flavonoides sont I'un des plus grands groupes de métabolites secondaires qui
jouent un réle important dans les plantes. Ils interviennent comme des composés de défense
ainsi que dans la signalisation de la reproduction et la fertilité [142], de la symbiose [104,143]
et de la pathogenése [144]. lIs jouent un rdéle important dans la protection contre les UV en
absorbant les radiations UV et en protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles
[142]. Les flavonoides contribuent a la couleur des plantes et notamment a celle des fleurs
[104] et jouent cependant un rdle important dans les interactions avec les insectes [144]. Les
flavonoides sont également impliqués dans le mécanisme d'intervention contre l'infection par
des micro-organismes ou I’attaque par les herbivores [142].

b)  Les activités biologiques des flavonoides

v Activité antioxydante

Le stress oxydatif est considéré comme un facteur important, ou méme crucial, dans
I'apparition et le développement de nombreuses affections et maladies actuelles, notamment
I'inflammation, les maladies auto-immunes, le cancer, la maladie de Parkinson,
I'artériosclérose, le vieillissement, les maladies cardiaques et les maladies neurodégénératives.
Les antioxydants sont des substances qui retardent ou empéchent considérablement
I'oxydation d'un substrat oxydable protégeant ainsi les cellules humaines, animales et
végétales contre les effets néfastes des radicaux libres (espéces réactives oxygénées, ROS).

Les flavonoides sont bien connus pour leur activité antioxydante, ils font partie des
antioxydants produits par les plantes pour leur subsistance [104,120].

L’activité antioxydante des flavonoides est essentiellement liée a leur structure, ou les
résultats obtenus par des études appropriées ont montré que les composés les plus actifs sont
ceux qui combinent les critéres suivants [145-147] :

e Une double liaison en C,-C3 en conjugaison avec la fonction oxo en C,.

e La présence d’une hydroxylation en C3 en combinaison avec la double liaison
C,-C3 Une ortho-dihydroxylation du cycle B.

¢ Une dihydroxylation en Cs et C; du cycle A.

Des études concernant I’activité antioxydante des flavonoides et leurs formes
glycosylés ont montré que la glycosylation diminue largement I’activité antioxydante. La O-

méthylation a donné des résultats semblables.
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Un autre intérét a été accordé aux propriétés antioxydantes des flavonoides attribuées
a leur pouvoir de chélater les ions métalliques [145,148]. Les trois principaux sites de
complexité avec des métaux sont [147]:
e Entre I’hydroxyle en Cs et le carbonyle en C,.
e Entre I’hydroxyle en position 3 et le carbonyle en Cy,.
e Entre les deux hydroxyles en position 3' et 4' sur le cycle B.

v Autres activités biologiques des flavonoides

Comme il a été démontre par de nombreux travaux, les flavonoides sont des molécules
de défense contre les organismes pathogenes, ce qui leurs confére un potentiel thérapeutique
contre les microorganismes (bactéries, virus, champignons), contre les parasites et les
insectes. De plus, les flavonoides sont essentiellement connus pour leur action antioxydante
en combattant les radicaux libres mises en cause dans de nombreux processus dégénératifs ce
qui explique un certain nombre de leurs propriéetés thérapeutiques.

Pour cela, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans
le domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-inflammatoires [120,149],
antivirales [120,150,151], anti-tumorales [120,152], anti carcinogénes [152,153],
antiallergiques [154], antifongiques [120,155,156], antiulcéreux [154,157], antibactériens
[120,158]. Certains flavonoides peuvent entraver I’athérosclérose et par conséquent réduisent
le risque des maladies cardiovasculaires [120,159], ils ont également des actions positives sur
le diabete [120,160], et contre la dégénérescence des neurones principalement dans le cas de
la maladie de Parkinson [161] et la maladie d’Alzheimer [162]. Certains flavonoides sont

supposeés apporter un intérét contre I’obésité [163].
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I11.1. Introduction

La phytochimie a pour but principal de trouver de nouvelles voies d’applications dans
les domaines de la pharmacie, de la cosmétologie et autres, en se basant sur la recherche et
I’isolement de nouvelles molécules naturelles pouvant servir de modéles pour la synthése de
médicaments et produits cosmétiques. Cependant il est important de sélectionner les plantes a
étudiées soigneusement. Pour cela, et a cause de la richesse et la diversité du genre Linaria en
matiére de métabolites secondaires et d’activités biologiques, la plante Linaria scariosa Desf.
a fait I’objet de notre travail.

I11.2. Les criteres de choix de notre matériel végétal

Les critéres de choix de Linaria scariosa Desf., reposent essentiellement sur :

» L’endémisme de cette espéce pour I’Algérie et la Tunisie, et son origine saharien qui
rend les plantes de ces régions susceptibles d’accumuler des métabolites secondaires
aidant a la survie a cause de I’insuffisance hydrique et la chaleur.

> L’absence des études phytochimiques ou biologiques sur cette espéce jusqu’a ce jour.

> Les especes de ce genre sont connues par la richesse et la diversité en métabolites
secondaires de types polyphénoliques, terpénoides, elles sont également réputées par
plusieurs activités biologiques [1].

111.3. Classification dans la systématique botanique

Régne: Plantae
Embranchement: Viridaeplantae
Classe: Magnoliopsida

Ordre: Scrophulariales

Famille: Scrophulariaceae
Sous-famille: Scrophularioidea
Tribu: Antirrhineae

Genre: Linaria

Espéce: Linaria scariosa Desf.
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I11.4. Description botanique de Linaria scariosa Desf.

C’est une plante trés hispide a tiges veloutées. Feuilles 3 & 5 fois plus longues que
larges, ovales irrégulierement dentées a la base. Pédicelles 2 a 4 mm. Corolle hispide de 5a 7
mm. Divisions du calice largement scarieuses. C’est une espece tres rare distribuée dans les
Paturages désertiques et qui se trouve essentiellement dans la région de Biskra et confins
tunisiens (endémique Algérien Tunisien) [2].

Figure I11.1 : photo sur les parties aériennes de Linaria scarisa Desf.

I11.5. Protocole expérimental

111.5.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté de la région du M’sila durant le mois de mars 2016.
La détermination botanique de cette espéce a été réalisée par le Dr. Sarri Djamel, du
département de biologie, Université de M’Sila. Un spécimen (N° 03/2016/SLS) a été déposé
au niveau de I'herbier de l'unité de recherche VARENBIOMOL, Université Fréres Mentouri,

Constantine dans un endroit sec et a I'abri des rayons solaires.
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111.5.2. Extraction

Les parties aériennes (500 g) ont été broyées et mises en macération a la température
de la chambre sous agitation magnétique dans un mélange hydroalcoolique (EtOH/H,O
80/20). Cette macération a été répétée 3 fois pour une période de 48 heures. Apres filtration,
le filtrat hydroalcoolique a été évaporé a 38°C et sous pression réduite jusqu'a la concentration
de I’extrait. Ce dernier a été dilue avec I’eau distillée (400 mL d’eau distillée pour 1Kg de
matiere végétale). Aprés une filtration sous pression réduite, le filtrat a subi une extraction
liquide-liquide avec des solvants de polarité croissante, le dichlorométhane, I’acétate d’éthyle
et le n-butanol. Cela nous a permis d’obtenir les trois extraits brutes : extrait dichlorométhane
(LIC, m=1,930), extrait acétate d’éthyle (LIA, m=2,72g), extrait n-butanol (LIN, m = 13,080).
La figure IIL.2 résume les différentes étapes d’extraction jusqu’a I’obtention des extraits

bruts.
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Matiére végétale
m=500 g

% Macération, (EtOH/H,0
80/20) 3 fois, 48 heures
«» Filtration

Extrait hydroalcoolique

Phase organique

«» Concentration a 37°C

«» Concentration a 38°C
«» Dilution avec 200 ml d’eau
distillée
«» Filtration
Filtrat

«¢+ Extraction par CH,Cl,
(3 fois) (2 heures)
«» Décantation

Phase aqueuse

% Extraction par AcOEt
(3 fois) (2 heures)

Extrait CH,Cl,=1,93 g

«» Décantation

Phase organique Phase aqueuse

%+ Concentration a 37°C < Extraction par n-BuOH
(4 fois) (2 heures)

«» Décantation

Phase organique

Phase aqueuse

«» Concentration a 60°C

Extrait n-butanol = 13,08 g

Figure IIL.2 : Protocole de I'extraction et de la préparation des extraits de Linaria scariosa
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111.5.3. Etude phytochimique des extraits
111.5.3.1. Analyse des extraits par CG/SM

Une étude des trois extraits de L. scariosa a été réalisée par GC/MS dans le but de la
caractérisation et la clarification de I’empreinte digitale de chaque extrait par la détermination
de la composition chimique, la nature et le type des métabolites secondaires accumulés dans

chaque extrait.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a été
réalisée en utilisant un instrument Bruker Scion SQ (Bruker Daltonics, Macerata, Italy)
équipé d’une colonne factor four VARIAN (VF- 5 ms, 30 m; 0,25 mm i.d., film thickness
0,25 um) couplé a un SQ détecteur (single quadrupole) programmé a partir d’une température
initiale de 60°C maintenue pendant 3 min, cette température augmente par gradient jusqu’a
120°C (1 min) avec un débit 8°C/min et de 120°C jusqu’a 280°C (1,50 min) avec un débit de
4°C/min et enfin de 280°C jusqu’a 380°C (2 min) avec un débit de 10°C/min. La température
de I’injection était 280°C. Le débit de la colonne était 1 mL/min. L’ionisation du spectre de
masse a été réglée en mode impacte électronique avec une énergie de 70 eV. Les extraits ont

été soumis a I'analyse GC/MS apres une silylation.

Pour préparer I’échantillon a injecté, 1 mg d’extrait sec avait réagi pendant 3 heures a
70°C avec 30 pL de pyridine + 70 pL de bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) dans
100 pL d’acétate d’éthyle. Un volume de 1 ulL a été prélevé, injecté et analysé avec CG/SM.

Les pics ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention et leurs fragments de
masse avec ceux des standards authentiques lorsqu'ils sont disponibles, une confirmation
finale a été achevée en combinant leurs données de spectrométrie de masse avec celles
présentes dans la bibliotheque commerciale NIST (vers 2.0 g; 2011). Le RMatch (Reverse
match) indiqué dans les tableaux 1V.1, 1V.2 et 1V.3 est une valeur numérique allant de 1 a
999, plus cette valeur est élevée, plus l'identification du composant est élevée, avec une bonne

identification si cette valeur est supérieure a 750.
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111.5.3.2 Détermination des teneurs en polyphénols et flavonoides totaux

111.5.3.2.1. La teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (FCR) (Singleton et Rossi, 1965) [3] selon une méthode de dosage sur microplaque
décrite par Muller et al. (2010) [4].

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW1,040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PMo01204), est réduit, lors de I'oxydation des phenols, en
mélange d'oxydes de tungsténe (WsO,3) et de molybdene (MogO,3). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et possede une absorption maximum

aux environs de 750 -765 nm.

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 mL de méthanol. Un
volume de 100 pL de FCR dilué (1:10) et 75 pL de solution de carbonate de sodium (7,5%) a
¢té ajouté dans des puits d'une microplaque a 96 puits contenant 20 pL d'échantillon. Le
mélange a été laissé dans le noir pendant 2 heures a la température ambiante. Un blanc est
préparé de la méme maniére en remplacant I’extrait par le solvant utilisé (méthanol).
L'absorption du mélange a été évaluée a 765 nm dans le lecteur de microplaques (Perkin
Elmer, Enspire). La teneur en composés phénoliques totaux a été exprimée en équivalent
d'acide gallique en mg/g d'extrait en utilisant une courbe d'étalonnage (I'acide gallique a été

utilisé comme étalon).
111.5.3.2.2. La teneur en flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides dans les extraits est base sur la formation d’un complexe
entre Al*® et les flavonoides. La méthode de Topcu et al. (2007) [5] est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque a 96 puits.

1 mg d'extrait a été dissous dans 1 mL de méthanol. On meélange 50 uL de cette
solution méthanolique avec 130 uL de méthanol, 10 uL d'acétate de potassium (CH3;COOK)
et 10 uL de nitrate d'aluminium (Al (NO3),, 9H,0) dans les puits de la microplaque. Apres
40 minutes a la température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 415 nm. La teneur totale
en flavonoides a été calculée en équivalent de quercétine en mg/g d'extrait en utilisant une

courbe d'étalonnage (la quercétine a été utilisée comme standard).
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111.5.3.3. Séparation des composants de L. scariosa

Les trois extraits sont soumis a un traitement par chromatographie analytique, sur
CLHP/DAD (chromatographie liquide haute performance en phase inverse couplée & un
détecteur DAD (diode-array detector)), afin d'avoir une idée sur la composition chimique de
nos extraits. Notre choix s'est porté sur les deux extraits acétate d'éthyle et n-buthanol, vu leur
rendement et leur richesse en composés majoritaires notamment des composés phénoliques de

type flavonique.
111.5.3.3.1. Séparation des composants de I’extrait acétate d’éthyle de L. scariosa

La séparation a été réalisée a l'aide d'une CLHP semi-préparative en utilisant un
systeme Varian LC-940 (Varian, Turin, Italie) équipé d'une pompe binaire, d'un injecteur

automatique, d'un collecteur de fraction et d'un détecteur UV-DAD.

L’élution a été réalisée avec un systéme en gradient de solvant ((A) eau+0,05% acide
formique, (B) méthanol) (le systeme qui a donné la meilleure séparation selon les résultats de
nos tests analytiques sur CLHP) avec un débit de 20mL/min en utilisant une colonne Kinetex
C-18 (100 mm x 21,2 mm, taille de pores 100 A, diamétre de particule 5 um) maintenue a la
température ambiante. Un volume de 3000 uL (100 mg d’extrait dans 3 mL de méthanol) a
été injecté. La détection a été a 254 nm et les données ont été analysées et traitées en utilisant
le logiciel GALAXY. Les tubes qui correspondent au méme pic du chromatogramme obtenu
sont rassemblés pour donner 8 fractions (Tableau 111.1), leur analyse spectrale par RMN *H a
montré que les fractions 6, 17 et 22 correspondent a des produits purs nommeé LIA-6 (6 mg),
LIA-17 (8 mg) et LIA-22 (4 mg).

Tableau I11.1 : Résultats de la séparation par CLHP de I’extrait acétate d’éthyle de L.
scariosa

Fractions Temps de rétention  Maximum absorption (hnm) Classe de métabolites

LIA-4 15,57 299 Acide phénolique
LIA-6 16,33 292-330 (épaulement) Flavanone
LIA-7 16,99 292-330 (épaulement) Flavanone
LIA-14 23,85 280 Terpénoide
LIA-17 25,71 282 Terpenoide
LIA-19 26,79 274-321 Acide phénolique
LIA-20 28,32 307 Acide phénolique
LIA-22 30,28 275-331 Flavone
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111.5.3.3.2. Séparation des composants de I’extrait n-butanol de L. scariosa

a) Fractionnement de I’extrait n-butanol

Selon les résultats de nos tests analytiques sur couche mince de gel de silice, le
meilleur systeme d’élution donnant une meilleure séparation est le dichlorométhane/ méthanol
(8: 2). Ainsi une masse d’environ 10 g de I’extrait a été deposée (dépot solide) sur une
colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck), préparée dans le dichlorométhane.
La masse de gel de silice utilisée est de 400 g. L’élution a été effectuée par le
dichlorométhane enrichi progressivement avec le méthanol (systeme de gradient de polarité)
avec un fractionnement tous les 250 mL. Le suivi de la composition des fractions a eté
effectué par des plagues CCM, qui apres développement dans des cuves en verre avec des
systemes appropriés, ont été visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées avec
I'anisaldéhyde et chauffées pendant 1 min a 100°C, les résultats obtenus sont rassemblés dans
le Tableau I11.2.
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Tableau 111.2 : Résultats de la separation sur colonne de gel de Silice de I’extrait
n-butanol de L. scariosa

. Systéme d’élution % Poids de la
Lots Fractions - - -
Dichlorométhane MeOH fraction (mg)
1-4 F1 100 0 55,86
5-8 F, 100 0 44,79
9-12 Fs 95 5 44,35
13-16 Fa 95 5 59,80
17-20 Fs 90 10 57,97
21-24 Fe 90 10 84,79
25-28 F; 85 15 52,22
29-32 Fg 85 15 535,77
33-36 Fg 80 20 1389,50
37-40 F1o 80 20 1853,0
41-44 Fi1 75 25 729,46
45-48 Fio 75 25 700,82
49-52 Fi3 70 30 598,00
53-56 Fs 70 30 400,00
57-60 Fis 70 30 449,79
61-64 Fi6 65 35 279,89
65-68 Fi7 65 35 207,45
69-72 Fis 60 40 186,31
73-76 F1g 60 40 159,79
77-80 F2o 55 45 171,98
81-84 Fo1 55 45 152,81
85-88 F2 50 50 193,08
89-92 Fos 50 50 93,70
93-96 Fos4 40 60 96,92
97-100 Fos 30 70 95,11
101-104 Foe 20 80 99,04
105-108 Fo7 10 90 105,11
109-111 Fosg 0 100 114,93

b) Etude des fractions de I'extrait n-butanol

Parmi les 28 fractions obtenues, nous avons procédé a la séparation des fractions Fg,
Fo, Fio et Fip, a cause de leurs poids relativement important, en addition leur profile
chromatographique a montré la simplicité de leur composition et la présence de composés

majoritaires.
» Etude de la fraction Fg

Cette fraction a été rechromatographiée sur une colonne de gel de silice, éluée par un

systeme isocratique : chloroforme/MeOH/eau (4/1/0,1). Des fractions de 25 mL ont éte
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récupérées et rassemblées en fonction de leurs profiles chromatographiques pour donner 7
sous fractions. Les résultats de cette colonne sont récapitulés dans le Tableau 111.3. Une
partie de la sous fraction Fg.5 (201,48 mg) a subi une séparation sur plaques analytiques de gel
de silice éluées par le systeme chloroforme/MeOH/eau (8:1,4:0,8), pour donner le composé
Fg.6.1 invisible sous la lampe UV (254 et 365 nm) et donnant une couleur marron claire apres

révélation avec I'anisaldéhyde, ce composé est nommeé LIN-1 (15 mg).

Tableau 111.3 : Fractionnement de la fraction (Fg) sur colonne de gel de silice

Lots Fractions Pou;ls de la
fraction (mg)
1-3 Fg.1 21,05
4-5 Fgo 76,08
6-8 Fg3 92,44
9-11 Fg4 70,46
12-20 Fgs 201,48
21-25 Fss 14,10
26-29 Fgz 30,16

> Etude de la fraction Fq

La fraction Fg a subi un premier fractionnement sur une colonne de gel de silice en
utilisant un systéeme chloroforme/ méthanol en gradient de polarité. Ce qui nous a permis

I’obtention de 11 sous-fractions (Tableau 111.4).

Tableau I11.4 : Fractionnement de la fraction (Fg) sur colonne de gel de silice

) Systéme d’élution % Poids de la
Lots Fractions .
CHClI, MeOH fraction (mg)

1-20 100 0

21-34 Fo- 95 5 21,47

35-44 95 5

45-47 Fo-2 90 10 1741

48-52 Fos 90 10 23,40

53-58 Fo.a 85 15 35,56

59-61 Fos 85 15 41,40

62-70 Fos 80 20 411,90

71-90 Fo.z 80 20 382,10
91-105 Fos 70 30 114,10
106-124 Foo 60 40 44,90
125-138 Fo-10 50 50 65,50
139-159 Fo11 100 0 84,90
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Une partie de la sous fraction Fg4 a subi une séparation sur des plaques CCM éluées
par le systeme chloroforme/MeOH/eau (4:1:0,1) pour donner un composé dont la
comparaison sur CCM a montré que c’est le composé LIN-1 séparé précédemment de la
fraction Fg (10 mg), alors que la sous fraction Fg.; a été rechromatographiée sur une colonne
de gel de silice, eluée par un systéeme isocratique : acétate d’éthyle/MeOH/eau (8/1/1)
(Tableau I11.5).

Tableau I11.5 : Fractionnement de la fraction (Fg.7) sur colonne de gel de silice

Poids de la Remarque

Lots Fractions fraction (mg)

1-3 Fo71 17,92 Formation d’un précipité
4-7 Fg.7.2 26,06 Formation d’un précipité
8-10 Fo73 138,08 Formation d’un précipité de deux flavonoides
11-13 Fo74 71,08 Un mélange de produits séparables
14-20 Fo-75 26,65 Tache majoritaire avec des traces de produits
21 Fo-7-6 70,00 Tache unique
22-25 Fo-7-7 11,90 Tache majoritaire avec des traces de produits

v" Durant la concentration de la sous fraction Fg7.,, nous avons remarqué la
formation d'un précipité sous forme d'une poudre de couleur jaune pale. Ce
précipité a été lavé au méthanol pour donner le composé Fg.7.,., Nnommé LIN-7
(10 mg).

v Une partie de la sous fraction Fg.7.4 a subi une séparation sur plaques CCM
éluées par le systeme chloroforme/MeOH/eau (6,2:3,2:0,6), pour donner le
composé Fg.7.4-, SOus forme d’une cire de couleur transparente, invisible sous la
lampes UV (254 et 366 nm) et donnant une couleur noir aprés révelation avec
I'anisaldéhyde, représente le composé LIN-2 (50 mg).

v' La sous fraction Fg.7.¢ a donné un produit pur sous forme d’une cire de couleur
marron claire, invisible sous la lampes UV (254 et 365 nm) et donnant une
couleur marron aprés révélation avec l'anisaldéhyde, représente le composé
LIN-4 (70 mg).

v 1l est a noté que la fraction Fg7.; a montré la formation d’un précipité blanc,
visible sous la lampe 254 nm et donnant une couleur orangée sous la lampe
365 nm, correspond au composé séparé précédemment de la phase acétate
d’éthyle LIA-6.
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> Etude de la fraction Fqg

La chromatographie de la fraction F1q sur colonne de gel de silice éluée par un systeme
isocratique : chloroforme/MeOH (9/1), a permis I’obtention de 9 fractions (Tableau 111.6), la
fraction Fip renferme un composé majoritaire sous-forme de poudre jaune, qui apres

plusieurs lavages avec du méthanol, a permis I’obtention du composé LIN-9 (50 mg).

Tableau 111.6 : Fractionnement de la fraction (F1o) sur colonne de gel de silice

. Systéme d’élution % Poids de la
Lots Fractions - ;
Dichlorométhane MeOH fraction (mg)
1-13 F1o-1 90 10 12,7
14-22 F1o-2 90 10 71,3
23-31 F1o-3 90 10 500,7
32-39 F10-4 90 10 2519
40-47 Fio-5 90 10 180,7
48-59 F1o-6 90 10 160,4
60-66 F10-7 90 10 187,8
67-108 Fio-8 90 10 2014
109-117 F1o0-9 0 100 84,9

> Etude de la fraction Fq,

La fraction Fi, additionnée de méthanol a montré la formation d'un précipité de
couleur jaune, Apres plusieurs rincage au methanol et séparation du surnageant, ce précipité a
donné le composé LIN-10 (60 mg).

Le schéma representé dans la figure I11. 3 rassembles les differentes étapes pour I’obtention

des produits de I’extrait n-butanol.
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n-butanol

CC dichlorométhane/ méthanol

(6,2:3,2:0,6)

Figure III. 3 : schéma générale pour les produits obtenus de I’extrait n-butanol

111.5.4. Etude biologique des extraits
111.5.4.1. Activité antioxydante (in vitro)

111.5.4.1.1. Mise en évidence de I’activité anti-radicalaire

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un ou
plusieurs électrons non appariés. Ces especes radicalaires trés réactives sont produites d’une
maniére continue au sein de notre organisme, dans le cadre de nombreux phénomenes (UV,
radiations ionisantes, métaux de transition, fumees de combustion, poussieres d’amiante et de
silice, antiseptiques, médicaments, pesticides, solvants, la respiration cellulaire). Parmi les
radicaux libres auxquels notre organisme est exposé, on retrouve les especes réactives de
I’oxygéne tels que I’anion superoxyde (O2~), le radical hydroxyle (OH") et peroxyles (RO’) et
le peroxyde d’hydrogéne H,0,. Un déséquilibre entre la production de ces substances et la
capacité de défendre des antioxydants conduit vers un « stress oxydatif », principale cause
initiale de plusieurs maladies telles que des cancers et des troubles neurodégénératifs comme
les maladies d’Alzheimer et Parkinson. L’apport exogéne d’antioxydants (alimentation,
médicaments,...) pourrait donc ralentir, voire prévenir, ces désordres physiologiques [6].
L activite anti-radicalaire est évaluée en utilisant deux méthodes : la méthode du DPPH et la
méthode de I’ABTS.
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a) Détermination de I’activité anti-radicalaire par piégeage du DDPH

L activité antioxydante par piégeage du DDPH (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) a été
évaluée a I’aide d’un spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH’) a la couleur jaune (DPPH-H)
mesurable a 517 nm. Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de
I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires et plus la substance est antioxydante
et plus la coloration violette initiale va disparaitre [7-8].

e Protocole

40 uL de chacune des différentes concentrations des échantillons ont été incubées avec
160 pL d’une solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) dans des microplaques a 96 puits.
Un blanc a été préparé en remplacant I’echantillon par le méthanol. Aprés une période
d’incubation de 30 minutes, l'absorbance a été mesurée a 517 nm [9-10]. La capacité de
piéger le radical DPPH a été calculée en utilisant I'équation suivante :

(%) d’inhibition = [(Acontrol — Aéschantition) / Acontrol] X 100

Les résultats ont été exprimés en valeur 1Csp (ug/mL) correspondant a la concentration
d'inhibition de 50%.

b) Détermination de I’activité anti-radicalaire par piégeage de I’ABTS

Dans cette méthode, I’activité antioxydante des échantillons est déduite de leur
capacité a inhiber le radical ABTS™. L’obtention de ce radical cationique résulte du contact
de ’ABTS (acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) avec le persulfate de
potassium pour donner une solution colorée en vert-bleue. L’addition d’un antioxydant a une
solution d’ABTS™ entraine la réduction de ce radical en ABTS" et conduisant ainsi & une

décoloration et une diminution de I’absorbance a 734 nm [11].

e Protocole

A partir de ’ABTS (7 mM) et de persulfate de potassium (2,45 mM), ’ABTS ™ a été
produit. Les deux produits en solution aqueuse ont été mélangés et conserves a l'obscurité a la
température ambiante pendant 12 a 16 heures. L'absorbance de la solution ainsi obtenue a été
ajustée avec de I'eau pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734 nm. Ensuite, 160 pL
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de solution ABTS ™ ont été ajoutés a 40 pL de I'échantillon. Aprés 10 minutes, I’absorbance a
été mesurée a 734 nm. La capacité de piéger le radical ABTS™ a été calculée a I'aide de
I'équation suivante [11].

(%) d’inhibition = [(ACOntroI - Ae’chantillon) / AControI] X 100

Les résultats ont été exprimés en valeur 1Csp (ug/mL) correspondant a la concentration
d'inhibition de 50%.

111.5.4.1.2. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le
suivie de I'absorbance a 450 nm d'un complexe entre néocuproine et le cuivre (1), ce dernier

est formé par la réduction du cuivre (I1) en présence de la néocuproine [12].

En effet, en présence d’un électron libéré par un agent antioxydant, le complexe
cuivre- néocuproine (Cu™-Nc) est réduit et cette réaction est quantifié par la mesure de

I’absorbance a une longueur d’onde de 450 nm [13-14].
e Protocole

40 pL d’extrait & différentes concentrations ont été mélangé avec 50 pL d’une solution
de chlorure de cuivre (I1) (10 mM), 50 uL de solution alcoolique de néocuproine (7,5 mM) et
60 pL d’acétate d’ammonium (1 M, PH = 7,0). Aprés une heure, I’absorbance a été mesurée a
450 nm et les résultats ont été exprimés en Aoso (Lg/mL) correspondant a la concentration
indiquant 0,50 absorbance [13].

111.5.4.1.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est basé principalement sur la capacité des anti-oxydants a
réduire le fer ferrique (Fe® *) en fer ferreux (Fe**) suite & une donation d’électrons. En
solution, cette forme réduite prend une couleur vert -bleue, dont I’intensité est proportionnelle

au pouvoir réducteur [15,16].
e Protocole

40 pL d’une solution du tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 50 uL de ferricyanure
de potassium (1%) (K3Fe(CN)g) ont été ajoutés a 10 ul d’échantillon a différentes
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concentrations. Apres une incubation de 20 minutes a 50°C, 50 pL d’acide trichloroacetique
(TCA) (10%), 40 pL d’eau distillée et 10 puL de chlorure ferrique (0,1%) (FeCl3) ont été

ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 700 nm et les résultats ont été exprimés en Agso
(Hg/mL) [17].

111.5.4.1.4. Chélation des ions métalliques

Les métaux de transition, tels que les ions ferreux ou cuivrique, peuvent étre
responsables de la production du radical OH" par la réduction de H,O,. Ces réactions peuvent
se produire dans les cellules et constituent une source possible de stress oxydatif [12,18]. Les
polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la chélation de
ces métaux de transition [19,20]. Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme

qui bloque leur activité redox est un mécanisme d’action antioxydante.
e Protocole

40 uL d’echantillon a différentes concentrations ont été ajoutés a 40 puL de méthanol et
40 pL de chlorure ferreux FeCl, (0,2 mM). Aprés addition de 80 pL de feréne (0,5 mM), la
réaction a été initiée. Le mélange a été laissé a la température ambiante [21]. Aprés 10
minutes, I’absorbance a été mesurée a 593 nm et I’activité a été calculée en utilisant

I’équation suivante.
(%) d’inhibition = [(A control = A &chantilion) / A controt] X 100
Les résultats ont été exprimes en valeur 1Csy (ng/mL).
111.5.4.2. Evaluation de I’activité anti-cholinestérase (in vitro)

Il existe deux types de cholinestérases : I’acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Bien que toutes les deux soient présentes dans le cerveau,
I’acétylcholinestérase prédominante au niveau central est la principale responsable du
métabolisme de I’acétylcholine dans le cerveau, alors que la butyrylcholinestérase a
principalement une action périphérique et peut aussi étre a I’origine d’effets périphériques
indésirables [22].

L acétylcholine (ACh) est le principal neurotransmetteur du systeme cholinergique qui
est impliqué notamment dans les fonctions cognitives. Bien que I’activité cholinergique

normale soit définie par la séquence de libération, de liaison et de désactivation enzymatique
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de I’ACh par I’AChE, L’activité cholinergique anormale est en revanche caractérisée par un
déficit ou une diminution des transmissions cholinergiques synapses attribuée a une
production réduite d’ACh ou un exces de désactivation / hydrolyse par I’AChE [23]. Les
recherches pharmacologiques réalisées sur le traitement de la Maladie d’Alzheimer (MA) ont
trouvé une relation entre le déficit des neurotransmissions cholinergiques et les différents
symptomes de cette maladie [22]. Les anticholinestérasiques diminuent I’activité de
I’acétylcholinestérase. Leur action favorise donc [I’élévation de la concentration

d’acetylcholine dans le cerveau.
e Protocole

AChE de I’anguille électrique et BChE du serum de cheval ont été utilisés, tandis que
I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine ont été employés comme
substrats. Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a été utilisé pour la mesure de
I’activité du cholinestérase. Brievement, 150 puL de tampon phosphate de sodium (100 mM,
pH 8,0), 10 uL d’une solution d'échantillon dissoute dans de I’éthanol a différentes
concentrations et 20 uL. d’AChE (5,32 x 10-3 U) ou BChE (6,85 x 10-3 U) ont été mélangés,
apres 15 minutes d’incubation & 25°C, 10 uL de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés. Ensuite, la
réaction a été initiée par 1’addition de 20 puL I’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou le
chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM) [24]. Les hydrolyses de ces substrats ont été suivies
par spectrophotométrie par la formation d’une couleur jaune d’anion 5-thio-2-nitrobenzoate
de méthyle, selon le résultat de la réaction de DTNB avec thiocholine, libéré par I'nydrolyse
enzymatique de [I’iodure d’acétylthiocholine ou le chlorure de butyrylthiocholine,
respectivement, a une longueur d’onde de 412 nm. La galantamine a été utilisee comme
composé de référence. Le pourcentage d’inhibition de I’AChE ou BChE a été déterminé par

I’équation suivante
(%) d’inhibition = [(ACOntroI - Ae’chantillon) / AControI] X 100

Les résultats ont été exprimés en valeur ICsp (ug/mL) correspondant a la concentration
d'inhibition de 50%.
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111.5.4.3. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été testée in vitro par la méthode de diffusion sur gélose
[25,26]. Le principe de cette méthode se base sur I’application de patchs imprégnés
d’échantillons a testés sur des milieux de culture ensemences de microorganismes. L’activité

antibactérienne se manifestait alors par des zones d’inhibition autour des disques.

L’activité antibactérienne des trois extraits de L. scariosa a été examinée contre sept
différentes souches bactériennes, a savoir Staphylococcus aureus ATCC 43300 (Gram+),
Bacillus subtilis ATCC 6633 (Gram+), Morganella morganii (HS) (Gram-), Escherichia coli
ATCC 25922 (Gram-), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram-), Proteus vulgaris
(HS) (Gram-), Citrobacter freundii (HS) (Gram-). Les souches de référence (ATCC,
American Type Culture Collection) ont été obtenues de I'Institut de Pasteur (Alger) alors que
les autres (HS, souches hospitaliéres) ont été obtenues du laboratoire de bactériologie de

I'HOpital Benbadis de Constantine, en Algérie.
e Protocole

Des disques (patchs) de 5 mm de diametre ont été découpés sur du papier Wattman
n°1. 100 mg d’extrait ont été dissouts dans 1 mL de DMSO, et a partir de cette solution mere
des séries de dilutions ont été préparées pour chaque extrait. Le milieu de cultures, destiné au

développement bactérien, est la gelose Mueller Hinton.

Les bactéries ont été ensemencées par étalement sur les boites de Pétri contenant la
gélose a I’aide d’un étaloir stérile a trois reprises, en tournant la boite a environ 60° aprés
chaque application dont le but d’avoir une distribution égale, puis incubées pendant 24 heures
a 37°C. Les disques ont été ensuite imprégnés chacun par 10 pL d’échantillon et deposés sur

la surface des géloses. Les préparations sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

L’activité antibactérienne est déterminée en mesurant, a I’aide d’une regle, le diamétre

de la zone d’inhibition.
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<—— Micropipette
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Application des disques (patchs)

Figure I111.4 : Protocole de I’activité antibactérienne des extraits
111.5.4.4. Activité inhibitrice de I’ a-glucosidase

Le diabéte est une pathologie métabolique caractérisé par une hyperglycémie associée
a I’incapacité de I’organisme a produire et/ou utiliser correctement I’insuline (hormone
responsable de la maintenance de la concentration sanguine du glucose a des valeurs

normales). Le diabete peut étre classé en trois types :

Le diabete de type 1 caractérise par une production insuffisante d’insuline due a une
destruction auto-immune des cellules B pancréatiques, le diabéte de type 2 caractérisé par une
diminution de I’action ou de la sécrétion de I’insuline et le diabete gestationnel qui survient
pendant la période de la grossesse [27]. Notre étude liée a l'inhibition enzymatique de

I’a-glucosidase vise principalement le diabéte de type 2.

L’a-glucosidase est une enzyme présente a la bordure en brosse des cellules
intestinales. Cette enzyme catalyse le clivage des oligosaccharides et disaccharides en glucose

afin d’étre absorbés dans I’intestin et libérés dans la circulation sanguine [28].
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Les inhibiteurs de I’a-glucosidase sont cliniqguement utilisés comme agents
antihyperglycémiants. Leur administration va se traduire par un allongement du temps de
digestion des glucides alimentaires et en conséquence par une limitation des élévations

glycémiques postprandiales [29].
e Protocole

L'inhibition de I’a-glucosidase est effectuée en utilisant p-nitrophenyl-a-D-
glucopyranoside (pNPG) comme substrat, qui est hydrolysé par a-glucosidase pour libérer le
p-nitrophényl (un agent coloré qui peut étre surveillée a 405 nm). Un volume de 50 pL de
I'échantillon a différentes concentrations est ajouté a 100 pL de solution de a-glucosidase
(0,2U/mL) (1 mg d’enzyme alpha-glucosidase dans 10 mL de tampon phosphate 100 mM, pH
6,9), suivi par I'addition de 50 pL de pNPG (5 mM) [30]. Apres incubation a 37 °C pendant
30 minutes, L'absorbance est mesurée a 405 nm. Le pourcentage d'inhibition est calculé en

utilisant I'équation suivante :

(%) d’inhibition = [(Acontrol = Aechantilion) / Acontro] X 100
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Chapitre IV Résultats et discussion

IV.1.Introduction

L’investigation phytochimique des deux extraits acétate d'éthyle et n-butanol de
I’espece Linaria scariosa, a permis d’isoler plusieurs produits, leurs identification a été
réalisée par la combinaison des analyses spectroscopiques (RMN *H, **C, COSY, HSQC et
HMBC) ainsi que la spectrométrie de masse et la spectrophotométrie UV-Vis. On a
commencé notre étude par un screening phytochimique des trois extraits (dichlorométhane,
acetate d’éthyle et n-butanol) en utilisant une technique de couplage de masse GC/MS dans le
but d’avoir une idée sur la composition chimique et le type des métabolites secondaires
accumulés dans cette plante, le dosage des polyphénols et des flavonoides a été également
réalisé dont le but de les quantifier dans les trois extraits. Les trois extraits sont ensuite soumis

a des activités biologiques : antioxydante, anti-cholinestérase et antibactérienne (in vitro).

IVV.2. Le profile CG/SM des trois extraits de L. scariosa

Le criblage phytochimique en utilisant la chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse a été réalise en comparant les temps de rétention et les différents
fragments de masse de chaque pic du chromatogramme obtenu avec ceux des standards
authentiques lorsqu'ils sont disponibles, une confirmation finale a été achevée en combinant
leurs données de spectrométrie de masse avec celles présentes dans la bibliotheque
commerciale NIST (vers 2.0 g ; 2011) [1].

Les résultats des RMatch rassemblés dans les Tableaux 1V.1, 1V.2 et 1V.3 indiguent
que les trois extraits contenaient des pourcentages élevés de dérivés structurellement liés a
I’aucubine (dichlorométhane : 6,80%, acétate d'éthyle : 27,50%, n-butanol : 30,92%). Ces
résultats étaient en bon accord avec la chimiotaxonomie du genre Linaria, dans laquelle les
iridoides et leurs derives glycosidiques sont des marqueurs chimiotaxonomiques, en
particulier I'antirrhinoside et les composés apparentés [2]. L'analyse a également montré que
les extraits dichlorométhane et acétate d'éthyle contenaient des dérivés de I'acide cinnamique
(2,13% et 12,05%, respectivement). Les acides gras (acide hexadécanoique : 19,97% et acide
a-linolénique : 10,59%) contribuent de maniere significative a la composition chimique de
I'extrait dichlorométhane, ainsi que les dérivés de stérols (stigmastérol : 2,21%, B-sitostérol :
12,46% et (3B, 9B) -9,19-cyclolanost-24-en-3-ol : 3,34%).
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Tableau IV.1 : Composition chimique de I’extrait dichlorométhane de L. scariosa

TR Nom du pic Pourcentage = R.Match TR Nom du pic Pourcentage = R.Match
(%) (%)
18,737  Acide malique 0,30 884 41,453  Acide cinnamique 2,13 863
20,078  Acide oct-3-énoique 0,38 856 41,593  Acide arachidique 1,27 886
24,312  1,8-cis-undecadién-5-yne 0,22 909 44,315  2,3-dihydroxypropyl hexadécanoate 2,41 872
27,005 D-(-)-tagatofuranose 1,43 778 44,546  Acide-3-hydroxydec-2-enediénoique 0,87 849
27,217  D-(-)-fructopyranose 1,58 820 44,955  Acide-1-hydroxycyclohexane-1- 0,96 788
carboxylique
28,106  Méthyl a-D-glucofuranoside 2,15 809 45,338  Acide docosanoique 1,11 804
28,456  Acide tetradécanoique 1,78 832 46,669  1,3-Dihydroxy-2-propanyl-9- 0,75 805
octadécenoate
29,205  B-D-(+)-mannopyranose 1,30 889 47,341  1-Monooleoylglycérol 0,96 806
29,684  B-D-galactopyranose 0,39 842 47,781  2,3-dihydroxypropyl octadécanoate 0,58 814
29,989  D-mannitol 3,19 888 48,085  D-(+)-turanose 3,80 734
31,232 2-Deoxygalactopyranose 0,27 810 48,831  Acide tetracosanoiique 0,25 840
31,489  B-D-(+)-xylopyranose 0,80 890 49,243  Aucubine 6,80 784
32,075  Acide palmitique 1,43 864 54,819  D-Erythro-2-deoxyPentopyranose 0,41 758
33,191  Acide hexadécanoique 19,97 842 55,239  25-Hydroxy-24-methylcholesterol 0,31 801
36,014  Acide octadéca-97,127,157- 1,00 872 55,333  Campestérol 1,99 864
triénoique
36,835  Acide octadéca-Z9,12Z -diénoique 6,33 930 55,623  Stigmastérol 2,21 867
36,98  Acide a-linolénique 10,59 906 56,302  B-Sitostérol 12,46 801
38,252  Décane-1,9-diol 0,32 706 56,993  (3B,9p)-9,19-Cyclolanost-24-en-3-ol 3,34 826
40,87  Acide-4-hydroxybutanoique 1,09 801 59,008  Acide-cis-4,7,10,13,16,19- 0,43 735
docosahexaenoique
Tableau IVV.2 : Composition chimique de I’extrait acétate d’éthyle de L. scariosa
TR Nom du pic Pourcentage R. TR Nom du pic Pourcentage R.
(%) Match (%) Match
8,455  Acide 2-hydroxypropanoique 0,43 861 31,238  2-Deoxy-galactopyranose 1,50 813
10,199  butan-1,3-diol 0,48 736 31,49 Glucopyranose 2,86 872
10,467  Acide-2-méthyl-3- 0,49 838 32,286  Acide-a-0x0-Benzeneacétique 0,70 790
hydroxyPropanoique
12,947  Glycérol 1,05 797 32,815  Acide benzeneacétique 0,36 799
14,12  Acide butanedioique 2,28 917 33,99 Ethan-1,2-diol 0,43 757
19,353  Acide-2-hydroxybenzoique 3,44 750 35,184  Acide-3,4-dihydroxycinnamique 0,47 853
19,922  1-Deoxypentitol 0,73 848 40,451  Ethyl-D-glucopyranoside 3,17 867
22,634  Acide-3,4-dihydroxybenzoique 2,00 866 41,453  Acide cinnamique 12,05 850
23,512  Acide-3-methyl-2- 1,45 807 41,944  methyl a-D-Mannopyranoside 0,57 803
hydroxypentanoique
24,557  Acide octanedioique 0,60 817 42,263  B-DL-Arabinopyranose 0,63 753
26,242  Acide-3-méthoxy-4- 2,62 856 44,079  Acide-30-methoxy-4- 2,60 926
hydroxybenzoique hydroxybenzeneacétique
27,119  Acide azelaique 2,57 845 45,134 Acide-2-hydroxysebacique 1,16 781
27,213  D-(-)-Tagatofuranose 2,36 811 45,573  Acide-2-méthyl-2-hydroxypropanoique 1,53 823
28,201  2-deoxyD-Erythro-Pentopyranose 0,23 769 47,744 2-méthylpropanetriol 0,63 852
28,452  Acide tetradécanoique 1,13 888 48,057  D-(+)-Turanose 0,80 718
29,206  D-Glucopyranose 2,49 894 49,264  Aucubine 27,50 791
29,995  D-Mannitol 5,87 881 57,957  D-Xylose 341 807
30,155 Ribitol 4,02 831 59,623  D-Xylopyranose 3,21 833
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Tableau IV.3 : Composition chimique de I’extrait n-butanol de L. scariosa

TR Nom du pic Pourcentage R.Match TR Nom du pic Pourcentage R.Match
(%) (%)

13,006  Glycérol 0,76 919 39,842  B-D-(+)-Xylopyranose 0,84 837
19,933  1-DésoxyPentitol 2,28 831 40,453  D-éthylglucopyranoside 1,86 840
26,219  D-(-)-Lyxofuranose 0,35 803 42,669  1,5-Anhydro-D-sorbitol 0,62 760
26,348  D-(-)-Tagatofuranose 6,58 810 42,904  L- 6-DéoxyMannose 0,41 828

28,1 1,5-Anhydro-D-sorbitol 1,87 813 43,381  2-Déoxy-galactopyranose 0,97 787
29,687  D-Xylose 0,43 825 43,711  2-Mono-isobutyrine 0,47 836
29,992  D-Mannitol 8,48 889 44,328  Acide hexadécanoique 5,10 851
30,163  Ribitol 18,74 820 44,813  D-(+)-Turanose 6,73 856
31,24 D-(-)- Erythrofuranose 0,42 805 46,664  D-2-déoxyErythro-Pentopyranose 1,83 738
31,49  B-D-Glucopyranose 7,90 916 49,456  Aucubine 30,92 839

IVV.3. La détermination des teneurs en composés phénoliques

et en flavonoides totaux

Les teneurs en phénols et en flavonoides totaux des trois extraits : dichlorométhane,
acetate d'éthyle et n-butanol de Linaria scariosa ont été déterminées et exprimées en
équivalent d’acide galliqgue (EAG) et en équivalent de quercétine (EQ), respectivement.
L'extrait acétate d'éthyle présentait la teneur en phénol la plus élevée (143,6 + 0,002 ug EAG /
mg d'extrait) suivie de I’extrait n-butanol (99,14 + 0,03 ug EAG / mg d'extrait) et en dernier
I’extrait dichlorométhane (81,64 = 0,01 pg EAG / mg d'extrait). L'extrait le plus riche en
flavonoides était également I'extrait acétate d'éthyle (30,19 + 0,006 ug EQ / mg d'extrait) par
rapport a l'extrait n-butanol (26,39 + 0,01 pg EQ / mg d'extrait), tandis que I'extrait
dichlorométhane (14,98 + 0,01 ug EQ / mg d'extrait) était le plus pauvre.

IV.4. Elucidation structurale des composeés isolés de L. scariosa

IVV.4.1. Elucidation structurale du composé 1 (LI1A-6)

Ce produit a éte isolé sous forme de cristaux de couleur blanche et donnant une

fluorescence orangée sous la lumiére de Wood.

Le spectre UV du composé LIA-6 enregistré dans le méthanol montre des bandes
d’absorptions a Amax = 292 nm et 330 (épaulement) nm, ou on remarque que la bande | a une
intensité plus faible que celle de la bande 11, indiquant ainsi une structure de type flavanone

ou isoflavonoide.
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Spectre 1V.4.1.1 : Spectre UV dans le méthanol du compose LIA-6

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 1V.4.1.2) de ce composé confirme qu’il
s’agit d’un flavonoide de type flavanone caractérisé par :

» Un doublet de doublet d’intégration 1H, a 8y = 5,41 ppm (J = 12,3 ; 3,0 Hz)
attribuable au proton H-2.

» Undoublet de doublet d’intégration 1H, a 6 = 3,21 ppm (J =17,1 ; 12,3 Hz)
attribuable au proton H-3a.

» Un doublet de doublet d’intégration 1H a 6y = 2,72 ppm (J =17,1; 3,0 Hz),
attribuable au proton H-3p.

En plus de ces signaux, le spectre RMN *H (Spectre 1V.4.1.2) montre :

» Un singulet d’intégration 1H, a 64 = 12,69 ppm attribuable au proton de la fonction
OH en position 5.

» Un doublet d’intégration 2H, a 64 = 7,30 ppm (J = 9,0 Hz) attribuable a H-2’ et
H-6'".

» Un doublet d’intégration 2H, a 6, = 6,79 ppm (J = 9,0 Hz) attribuable a H-3’ et
H-5'.

» Unsingulet d’intégration 1H a 8 = 5,94 ppm attribuable soit a H-8 ou H-6.
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Spectre 1V.4.1.2 : Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, dppm) du composé LIA-6

Le couplage entre les protons H-2, H-3a et H-3 est confirmé en analysant le spectre

COSY (Spectre 1V.4.1.3) qui montre que le H-2 corréle a la fois avec les protons repérés a

oy = 3,21 ppm et a dy = 2,72 ppm, traduisant ainsi I’attribution précedemment réalisée.

L’examen du spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre 1V.3.1.3) montre également une

tache de corrélation entre les protons H-2', H-6' et H-3’, H-5’ confirmant le couplage ortho des

protons du cycle B (une substitution para).

97




Chapitre 1V Résultats et discussion

e i
= =
> %
e s H-2 | H-3a H-3p [
. M - - . - e e N ——
ACHE
CosY 1.5
2.0
—_— - 2.5
i
3.0
B j -
3.5
4.0
i - 4.5
5.0
5.5
y = 6.0
6.5
7.0
7.5
8.0
T Ll T T T Ll T T T Ll T ¥ T T T ¥ T T T ¥ T T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Spectre 1V.4.1.3 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, ppm) du compose LIA-6

L’analyse du spectre RMN 'H (Spectre 1V.4.1.2) montre clairement que cette
flavanone est attachée a un groupement glycosylé dont le proton anomérique est repéré a
dn =4,47 ppm (J = 9,6 Hz).

L attribution des atomes de carbone de cette flavanone est réalisée en se basant sur les
corrélations des spectres HMBC et HSQC.

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4), le H du groupement OH de la position 5
correle avec trois carbones repérés a d¢c = 101,9 ppm, ¢ = 106,1 ppm et 6¢c = 163,1 ppm

attribués a C-10, C-6 et C-5, respectivement.

Sur le méme spectre, le carbone a ¢ = 78,7 ppm montre trois taches de corrélations
avec les protons H-2', H-6' et H-3, vu son déplacement chimique et sa corrélation avec le H-2
sur le spectre HSQC (Spectre 1V.4.1.5) ce carbone est attribué a la position 2 oxygénée, le
carbone situé en position 3 serait plus blindé et son carbone est repéré a dc = 42,3 ppm grace a

sa correélation avec les deux protons H-3a et H-3f3 sur le spectre HSQC (Spectre 1V.4.1.5).
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Toujours sur le spectre HSQC (Spectre 1V.4.1.5), les protons H-3', H-5’ corrélent avec
le signal repéré a 6¢ = 115,7 attribuables a C-3’ et C-5’, de méme pour les protons H-2', H-6’
avec le signal repéré 6c = 128,8 attribuables a C-6' et C-2'. Ces attributions sont confirmées
par le spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4a), qui montre des corrélations entre les protons H-2’,
H-6', H-3', H-5" avec les deux carbones repérés a 6c = 115,7 ppm attribués aux C-3' et C-5',
Sur le méme spectre, les deux carbones C-6' et C-2' repérés a 6c = 128,8 ppm montrent les
mémes corrélations avec les mémes protons plus une corrélation avec le proton H-2, mais
avec un déplacement chimique plus éleve a cause de I’effet donneur d’un radical OR situé en
position 4'. Toujours sur le méme spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4a), les corrélations des
protons H-2', H-6', H-3', H-5" et H-3a avec le carbone quaternaire a 6c = 129,3 ppm
permettent son attribution a C-1'. Le spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4b) montre des
corrélations entre les protons H-2', H-6" et H-3’, H-5’ et le carbone quaternaire oxygéné a dc =

158,0 ppm permettent son attribution a C-4'.

La partie osidique est localisée sur le squelette flavonique en position 6 a cause de la
tache de corrélation observée sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4) entre le carbone de
cette position et le proton anomérique. Le proton repéré a 6y = 5,93 ppm et donc attribué au
H-8. Le carbone C-8 est repéré a 6c = 95,2 ppm a cause de sa correlation avec le H-8 sur le
spectre HSQC (Spectre 1V.4.1.5).

Le C-7 et le C-9 sont repérés a 6¢c = 166,3 ppm et a dc = 162,1 ppm respectivement, a
cause des correlations observées sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.1.4b) avec le proton H-
8.
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Spectre 1V.4.1.4 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, 8ppm) du composé LIA-6
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Le spectre RMN 3C (Spectre 1V.4.1.6) révéle la présence de 21 atomes de carbone, si
nous abstrayons les 15 atomes de carbone attribués, il nous reste 6 atomes de carbone
correspondent ainsi & I’entité osidique, les deux radicaux situés en position 7 et 4’ ne peuvent
étre que des groupements OH. L’attribution des atomes de carbone de I’entité glycosylé est
réalisée grace a une étude simultanée des spectres HSQC (Spectre 1V.4.1.5) et COSY
(Spectre 1V.4.1.3a), et les atomes de carbone C-1", C-2", C-3", C-4", C-5" et C-6" sont
localisés a 6c = 73,4 ;70,7 ;79,4 ;71,0 ; 81,8 et 61,9 ppm, respectivement.

La comparaison des déplacements chimiques des carbones de ce groupement osidique

avec ceux de la littérature nous a orientés vers une entité glucopyranosyle [3].

Les valeurs de déplacements chimiques du proton anomérique et son carbone (6 =
4,47 ppm, d¢c = 73,4 ppm) ainsi que la valeur de la constante de couplage (J = 9,6 Hz)

orientent bien vers une jonction C-B-glucosidique de cette partie osidique.
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13C zgig, 1H all decoupled "LIA 6" in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.1.3a : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, 8ppm) du composé LIA-6,
étalement

La stéréochimie de la position C-2 est déterminée (2S) grace a la biogenése des
flavanones qui impose une orientation o au cycle B [4], cela est confirmé gréace a I’étude du
spectre NOESY (Spectre 1V.4.1.7) qui montre une tache de corrélation entre le proton de

cette position et le H-3f indiquant une méme orientation pour ces deux protons.
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Spectre 1V.4.1.7 : Spectre NOESY (400 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé LIA-6

Ce composé est donc la (2S)-6-C-p- glucopyranosyl naringenine (Figure 1V.1). 1l est
connu sous le nom d’hemipholine [5]. Les résultats RMN *H et RMN 3C sont rassemblés
dans le tableau (Tableau 1V.4).
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OH
hemipholine

Figure V.1 : Structure du composé LIA-6

Tableau 1V.4 : Les données RMN *H et RMN **C du composé LIA-6

position dc (ppm) 3+ (Ppm) J (Hz) ] position &c (ppm) 84 (ppm) _J (Hz)
2 78,7 541dd  12.3;3,0 3 115,7 6,79d 9,0
3 42,3 321dd 17,1;123 4 158,0 - -
2,72dd  17,1;3,0

4 197,0 - - 5 115,7 6,79d 9,0
5 163,1 - - 6' 128,8 7,29d 9,0
6 106,1 - - 1" 73,4 4,47m -

7 166,3 - - 2" 70,7 3,981 9,0
8 95,2 594s - 3" 79,4 317m -

9 162,1 - - 4" 71,0 312m -
10 101,9 - - 5" 81,8 3,14 m -

1 129,3 - - 6" 61,9 3,68 m -

340dd 10,8;54

2' 128,8 7,31d 9,0

IVV.4.2. Elucidation structurale du composé 2 (LIA-17)

Le composé LIA-17 a été obtenu sous forme d’une cire de couleur marron claire. La

comparaison du temps de rétention et les fragments de masse du composé LIA-17, obtenus a

I’aide d’une chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, avec

ceux disponible dans la bibliothéque commerciale NIST (vers 2.0 g; 2011) [1], nous a permis

de déduire que le composé LIA-17 a une structure trés similaire a un iridoide connu sous le

nom aucubine (Figure 1V.2).
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Figure 1V.2 : Comparaison du spectre de masse du composé LIA17 avec celui de I’aucubine

Le spectre RMN *H (Spectre 1V.4.2.1) enregistré dans le DMSO-dg montre un
ensemble de signaux dans la zone des protons aromatiques et éthyléniques et un ensemble de

signaux rappelant un groupement glycosylé dont le signal d’un proton anomérique.

1H "LIA 17" in DMSO con presat. solvente; T = 27 °C.

5&???3337 f:?:’ i‘ BHES 29 :Zﬁi ‘..'?‘5:1:1’);':’5':&:"-: 31 - E
i Nt NN b4 o~ b b e . AL [}
Zone des protons aromatique Zone des protons
et éthylénique glyvcosidiques

Proton
anomérique

Spectre 1V.4.2.1 : Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé LIA-17

Le spectre RMN *3C révéle la présence de 25 atomes de carbone, parmi ces carbones
on trouve un a d¢c = 49,1 ppm corrélant dans le spectre HSQC (Spectre 1V.4.2.2) avec les
protons apparaissent & 8y = 3,17 ppm. La comparaison du spectre RMN *H (Spectre 1V.4.2.1)
avec un autre spectre du méme produit enregistré auparavant dans le DMSO-dg (Spectre
1V.4.2.3) montre clairement I’absence de ce signal ce qui nous permet de I’attribuer a des

traces de méthanol.
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Il

1H-13C HSQC "LIA 17" in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.2 : Spectre HSQC (600 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIA-17
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Spectre 1V.4.2.3 : Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé LIA-17
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Donc, et par élimination du signal de méthanol, la structure du composé LIA-17
renferme 24 atomes de carbone (Spectre 1V.4.2.4), a I’aide d’une analyse simultanée des
spectres RMN *H, RMN **C, HSQC et COSY, on peut distinguer parmi ces carbones ceux

d’un hexose, attribués comme suit :

» Un CH a ¢ = 98,4 ppm grace a sa corrélation avec le proton anomérique (5y = 4,49
ppm, d, J = 7,8 Hz) sur le spectre HSQC (Spectre 1V.4.2.5), qui peut étre attribuer a la
position anomeérique C-1' dont la valeur du déplacement chimique indique que cette
entité osidique est attachée a la partie génine par une liaison O-hexose, et la valeur de
la constante de couplage indique une configuration  de ce carbone anomérique.

» Un CH a é¢c = 70,6 ppm (8y = 3,00-3,04 ppm, m, partiellement recouvert par le
signal d’un autre proton de I’hexose), le proton de ce carbone montre sur le spectre
COSY (Spectre 1V.4.2.6) une tache de corrélation avec le proton anomerique, il est
attribué donc a la position C-2'".

» Un CH a §¢c =76,5 ppm (8= 3,15-3,21 ppm, m, recouvert par le signal d’un autre
proton de I’hexose), attribuable a la position C-3', grace a la corrélation observée sur le
spectre COSY (Spectre 1V.4.2.6) entre le proton porté par ce carbone et le proton
H-2'.

Le spectre HSQC (Spectre 1V.4.2.5) montre que les signaux a oy = 3,68 ppm (m,
recouvert par le signal du solvant) et 64 = 3,44 ppm (dd, J =11,4; 6,6 Hz) donnent deux
taches de corrélation avec le méme carbone indiquant ainsi qu’il s’agit des deux protons d’un
méthyléne, attribuable a H-6a’ et H-6b' respectivement, le carbone de ce méthylene résonant a
dc = 61,7 ppm est attribue alors a la position C-6'. Sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.2.6) le
H6-b' donne une tache de corrélation avec le proton dont le signal est superposé au signal du
H-3'. Le carbone de ce proton est repéré a 6c = 77,6 ppm et attribué a la position C-5'. Il ne
reste que I’attribution du carbone de la position C-4' de cet hexose dont le signal de son
proton est celui qui apparait partiellement recouvert par le signal de H-2', Ce carbone est
repéré a d¢c = 73,3 ppm. Donc est aprés I’attribution de tous les carbones du groupement
osidique en question, et par comparaison avec la bibliographie [3] on déduit que le sucre

attaché a la génine est un glucose.
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13C zgig "LIA 17"in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.4 : Spectre RMN **C (150 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé LIA-17

1H-13C HSQC "LIA 17"in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.5 : Spectre HSQC (600 MHz, DMSO-dg, §ppm) du composé LIA-17
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1H COSYgpmfgf "LIA 17"in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.7 : spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, dppm) du composé LIA-17,
étalement

L analyse des spectres RMN *H, RMN *3C indique clairement que la génine de cette
molécule est liée & un groupement aromatique. En effet, le spectre RMN ‘H (Spectre
1V.4.2.8) montre la présence de trois protons magnétiqguement équivalents dans la zone des
protons aromatiques a oy = 7,44 ppm résonant sous forme d’un triplet et corrélant sur le
spectre COSY (Spectre 1V.4.2.9) avec deux autres protons magnétiquement équivalents a oy
= 7,70 ppm dont le signal correspondant est recouvert par un autre. Cette observation permet
de déduire que la génine est liée a un cycle aromatique monosubstitué. Le carbone quaternaire
de ce noyau aromatique est repéré a 6¢ = 134,3 ppm d’une part grace a sa corrélation avec les
protons aromatiques sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.10) et d’autre part, car c’est le seul
carbone quaternaire (ne corréle avec aucun proton sur le spectre HSQC) apparait dans la zone
des carbones aromatiques. Toujours sur le méme spectre, ce carbone quaternaire aromatique
montre une tache de corrélation avec le proton éthylénique résonant sous forme d’un doublet
a oy = 6,65 ppm (J = 16,2 Hz, 6¢c = 118,2 ppm). Le spectre COSY (Spectre 1V.4.2.9) montre
que le deuxiéme proton de cette double liaison est repéré a 64 =7,70 ppm dont son signal est
recouvert par celui d’un proton aromatique, son carbone est repéré grace au spectre HSQC
(Spectre 1V.4.2.11) a 6c = 145,6 ppm. Les deux protons de ce groupement éthylénique
correlent sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.10) avec le carbone d’un carbonyle d’ester a
dc = 166,4 ppm, cette observation indique la présence d’un groupement ester conjugué avec
une double liaison. La valeur de la constante de couplage (J = 16,2 Hz) entre les deux protons

éthyleniques donne la faveur a une configuration trans.

Si nous collectons toutes ces données, nous trouvons que la partie génine est liée a un

groupement trans-cinnamoyl par une liaison ester.

Si Nous numérotons le carbone quaternaire aromatique C-1", L attribution des autres
carbones du cycle aromatique est réalisée a I’aide du spectre HSQC (Spectre 1V.4.2.11)
comme suit : C-2"” a ¢ = 128,8 ppm, C-3" a 6¢c = 129,5 ppm, C-4" a 6¢c = 131,1 ppm, C-5" a
dc = 129,5 ppm et C-6” a 6c = 128,8 ppm. Les deux carbones éthyléniques repérés a dc =
145,6 ppm et 6¢ = 118,2 ppm prennent les positions C-7" et C-8", respectivement. Le carbone

du carbonyle prendra donc la position C-9”.
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Spectre 1V.4.2.8 : Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds 8ppm) du composé LIA-17,

étalement

112



Chapitre IV

Résultats et discussion

ol

;

| N L S

]

1H COSYgpmfgf "LIA 17" in DMSO; T = 27 °C.

85

H-Z”,G” H-3 14 55 H-8"
N | L 1 ‘l'\
n L
(SR T Y S — - —
0’\'\.
0 40 )
6
0
: L} 0
T R 0
0.0
@ 0 ®
BTU ?TS ?I.O 6‘.5 5.’0 5‘.5 S!D 4.‘5 4?0
2 (ppm)

4.5

5.0

5.5

6.0

F6.5

7.0

7.5

8.0

-8.5

1 (ppm)

Spectre 1V.4.2.9 : Spectre COSY (600 MHz, DMSO-ds, dppm) du composé LIA-17,

étalement

1H-13C HMBC "LIA 17"in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.10 : Spectre HMBC (600 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIA-17,
étalement

1H-13C HSQC "LIA 17" in DMSQ; T = 27 °C,
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Spectre 1V.4.2.11 : Spectre HSQC (600 MHz, DMSO-dg, ppm) du composé LIA-17,
étalement
Apres I’attribution des atomes de carbone du groupement glucosylé et du groupement
cinnamoyl, il ne reste qu’attribuer les atomes de carbones de la partie génine. A I’aide d’une
analyse simultanée des spectres RMN 'H, RMN '*C, HSQC, HMBC et COSY, cette

attribution est réalisée comme suit :

» UnCHadc=93,2 ppm (6 = 5,45 ppm, d, J = 6,0 Hz), Le déplacement chimique
du carbone de ce methyne indique qu’il est attaché a deux atomes d’oxygéne. Sur le
spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.12) le proton de ce carbone montre une tache de
correélation avec le carbone anomérique indiquant ainsi le point de glucosylation de
cette molécule. Nous numérotons alors cette position C-1. Le premier oxygeéne est
donc celui de la liaison O-glucose, le deuxieme oxygeéne est alors placé en position
2.

En vérifiant les corrélations du carbone numéroté 1 sur le spectre HMBC (Spectre
1V.4.2.12), on remarque qu’il corréle avec deux autres protons mise a part I’anomérique, le

premier correspond a un CH éthylénique a 6y = 6,42 ppm (d, J = 6,0 Hz, 6c =141,8 ppm) et le
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deuxiéme plus blindé a 6y = 2,33 ppm (d, J = 6,0 Hz, 6¢c = 52,4 ppm). Le déplacement
chimique du deuxiéme proton et le couplage vicinale observé sur le spectre COSY (Spectre
1VV.4.2.13) avec le proton H-1, élimine la possibilité de son emplacement en position trois du
fait que la position 2 est occupée par un atome d’oxygene. Le carbone éthylénique est alors
attribué a la position trois. Toujours sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.2.13), le H-3 montre
une tache de corrélation avec le proton a 64 = 4,90 ppm (d, J = 6,0 Hz, ¢ = 107,8 ppm), Ce
proton est donc celui du C-4. Encore sur le méme spectre, le H-4 montre uniquement une
tache de corrélation avec le H-3, cette observation nous permet de déduire que la position 5

est occupée par un carbone quaternaire.

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.12), le H-4 montre trois taches de corrélations.
La premiére avec le carbone éthylénique C-3, et deux autres corrélations avec les carbones a
dc = 78,0 ppm et 6¢c = 52,4 ppm. Nous avons deja montré que le proton du carbone repere a
dc = 52,4 ppm est en position vicinale par rapport au H-1, donc c’est le carbone repéré a o¢ =
78,0 ppm (64 = 5,03 ppm, d, J = 1,8 Hz) qui va occuper la position 6, ou son déplacement
chimique indique qu’il est oxygéné. Sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.2.13), le H-6 montre
une tache de corrélation avec le proton résonant sous forme d’un doublet a oy = 3,55 ppm (J =
1,8 Hz, 8¢ = 62,9 ppm) que nous pouvons numeroter H-7 et vu sa multiplicité, le carbone qui

va occuper la position 8 est quaternaire.

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.12), le C-7 montre une tache de corrélation
avec le proton résonant sous forme d’un doublet a 4 = 2,33 ppm attribuable a H-9. Ce dernier
montre une tache de corrélation avec le proton H-1 sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.2.13),
donc le carbone qui porte ce proton est lié avec le C-1 et le C-8, que nous humérotons C-9 (8¢
= 52,4 ppm). Sur le méme spectre HMBC, le C-7 montre une deuxieme tache de corrélation
avec les protons d’un groupement méthyl lié au carbone de la position 8 repéré a oy = 1,41

ppm (6¢ =17,3 ppm), attribués aux protons du carbone de la position C-10.

A ce stade, et si nous abstrayons tous les signaux attribués sur le spectre RMN *3C,
nous remarquons qu’il reste deux non attribués a 6¢ = 73,5 ppm et 8¢ = 63,4 ppm. Le carbone
a dc = 73,5 ppm correle sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.12) avec les protons H-3, H-1,
H-7 et H-9, il est donc attribué a la position C-5. Le deuxiéme carbone et alors attribué a la
position C-8. Le déplacement chimique des deux carbones C-8 et C-5 indique que ces deux

positions sont oxygenées.
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1H-13C HMBC "LIA 17" in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.12 : Spectre HMBC (600 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LI1-A17
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Spectre 1V.4.2.13 : Spectre COSY (600 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIA-17
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1H-13C HSQC "LIA 17" in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.14 : Spectre HSQC (600 MHz, DMSO-dg, §ppm) du compose LIA-17
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La corrélation qui apparait sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.12) entre le H-9 et le
C-5, nous permet de déduire que la structure développée de la génine est de type 2-oxa-
bicyclo-[4,3,0]-nonane ayant la liaison C-5—C-9 commune aux deux cycles. A ce stade de

notre analyse nous avons les deux entités suivantes :

o)
NG g' Cl\
2
\C 3 _
\H
+ OH 4
3 OH
o

Il suffit de lier le groupement cinnamoyl avec I’iridoide en question nous aurions la
structure finale, cela est réalisé grace a une analyse du spectre HMBC (Spectre 1V.4.2.15) qui
montre une tache de corrélation entre le carbone du carbonyle du groupement cinnamoyl et le
proton du C-6, ce qui permet de lier les deux parties par un pont oxygéné entre ces deux
positions. Cette observation nous permet d’obtenir la structure représentée dans la figure
V.3.

1H-13C HMBC "LIA 17"in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.15 : Spectre HMBC (600 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIA-17,
étalement
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Figure 1V.3 : Structure plane du composé LIA-17

Il est connu dans la littérature que les iridoides admettent en général un squelette cis-2-
oxabicyclo [4.3.0] nonane [6]. Aussi les iridoides sont réputés par la présence d’un glucose en
C-1 via une liaison B-glucosidigque [6]. Parlant de notre composé, le déplacement chimique du
C-1 inférieur a 100 ppm (6¢c = 93,2 ppm) et le déplacement chimique du H-9 supérieur a 2
ppm (dy = 2,33 ppm) sont en faveur d’une jonction cis-2-oxabicyclo [4.3.0] nonane avec une
orientation B de I’hydroxyle en position 5 (6¢c = 96 -100 ppm pour le C-1 et o6y = 2,0 — 2,7

ppm pour le H-9) [7-8]. Il en sera donc de méme pour I’orientation du H-9.

L’orientation des autres centres chiraux de la partie génine est définie grace a I’étude
du spectre NOESY (Spectre 1V.4.2.16) qui montre une tache de corrélation entre le proton
H-1 qui est en orientation o et le H-6 indiquant une méme orientation pour ces deux protons.
La petite valeur de constante de couplage entre le H-6 et le H-7 (J = 1,8 Hz) est en faveur
d’une méme orientation pour ces deux protons ce qui méne a une orientation H-6a. [9]. Cela
est confirme par le spectre NOESY qui montre une corrélation entre le H-6 et H-7, ce spectre
montre également une corrélation entre le H-7 et les protons du CH3-10 indiquant une

orientation a pour les deux.

La combinaison de I’ensemble de ces données meéne a la structure reportée dans la
Figure 1V.4. Cette molécule est nouvelle et nous la reportons pour la premiére fois dans la
littérature sous le nom de 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside. Cette structure représente une
grande similitude avec le 6-O-trans-p-coumaroylantirrinoside ce qui permet une confirmation

finale de la structure et des attributions réalisées [10].
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OH 4
3 OH
O 5' OH
- T
6-O trans_cinnamoylantirrinoside
Figure 1V.4 : structure du composé LIA-17
1H NOESYpr "LIA 17" in DMSQ; T = 27 °C (Mix. time = 1.8 sec).
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Spectre 1V.4.2.16 : Spectre NOESY (600 MHz, DMSO-dg, 6ppm) du compose LIA-17

Les données spectroscopiques RMN *H et RMN **C sont rassemblées dans le
Tableau 1V.5.
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Tableau V.5 : Les données spectroscopique du RMN *H et *3C du LIN-17

position dc (ppm) &y (ppm) J (H2) position  &c (ppm) &y (ppm) J (H2)
1 93,2 5,45d 6,0 4 70,6 3,00-3,04 m -
2 - - - 5} 77,6 3,15-3,21 m -
3 141,8 6,42d 6,0 6' 61,7 3,68 m -
3,44 dd 11,4;6,6
4 107,8 4,90 d 6,0 1" 134,3 - -
5 73,5 - - 2" 128,8 7,70 m -
6 78,0 5,03d 1,8 3" 129,5 7,44t 3,6
7 62,9 3,55d 1,8 4" 131,1 7,44t 3,6
8 63,4 - - 5" 129,5 7,44t 3,6
9 52,4 2,33d 6,0 6" 128,8 7,70 m -
10 17,3 141s - 7" 145,6 7,70 m -
1 98,4 4,49 d 7,8 8" 118,2 6,65d 16,2
2' 73,3 3,00-3,04 m - 9" 166,4 - -
3 76,5 3,15-3,21' m -
11000
=10000
-9000
i -6000
o 2 ' e
oo % o I = .' 200
' ol i B oEE o - o
| I : o B 2 I 2000
;‘ 'I I | I :':: == 1 1000
| ” ‘ | i1 " .9 I ‘
), | AP, (), LA ) AN il I
in @ 5 & § 3 g A % 45 %
PR S T N = 2 g ! ol e . 1000
8.0 75 70 65 6.0 55 5.0 45 4.0 3 30 25 20 15 1.0
f1 {ppm}

Spectre 1V.4.2.17 : Spectre RMN "H (600 MHz, DMSO-dg, 8ppm) du composé LIA-17
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13C zgig "LIA 17" in DMSO; T = 27 °C.
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Spectre 1V.4.2.18 : Spectre RMN*™C (600 MHz, DMSO-ds, 8ppm) du composé LIA-17

L’etude du spectre de mass enregistré en mode SM/IES (+) (Spectre 1V.4.2.19)
montre un pics a m/z = 515,2 correspond a [M+Na]* pour une masse moléculaire de 492, ce
résultat confirme bien la formule brute précédemment suggérée (Co4H25011) et confirme

également la présence d’un époxyde lié entre les position 7 et 8 et n’en pas deux groupements
hydroxyles.

L’étude du spectre SM%/IES (+) (Spectre 1V.4.2.20) indique la présence des fragments
relatifs a la structure de notre composé. La majorité des pics sont interprétés comme des
possibilités de fragmentation pour confirmer la structure de notre composé comme suit : 497,1
[M+Na-18]*, 367,0 M +Na-148]*, 353,0 M +Na-162]*, 3351 M +Na-162-18]*, 317,0
[M+Na-162-2x18]*, 163, 0 Glc.
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¥

Cor) [M#Na]*

Spectre 1VV.4.2.19 : Spectre de masse SM/IES (+) du compose LIA-17
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Spectre 1V.4.2.20 : Spectre de masse SM¥/IES (+) du composé LIA-17

I1V.4.3. Elucidation structurale du composé 3 (LIA-22)

Le spectre UV enregistré dans le méthanol de ce composé montre deux bandes

d’absorptions a Amax= 275 et 331 nm caractéristiques d’un flavonoide de type flavone.
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Spectre 1V.4.3.1 : Spectre UV dans le méthanol du compose LIA-22

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 1V.4.3.2) enregistré dans le DMSO-dg a

montré la présence des signaux caractéristiques d’un squelette de type flavone que I’on peut

identifier par :

>

Un singulet d’intégration 1H a dy= 12,89 ppm attribuable au proton d’un OH en

position 5 (OH-5).

Une para substitution du noyau B (OR-4") deduite par la présence de deux signaux

sous forme de doublet dans la zone des protons aromatiques, le premier a 6= 8,02

ppm (2H, d, J = 9 Hz), attribuable aux protons H-2' et H-6', et un autre doublet avec la

méme constante de couplage et la méme intégration (2H) a 6y = 7,14 ppm, attribuable

aux protons H-3' et H-5".

Deux singulets d’intégration 1H chacun a dy= 6,96 et 6,87 ppm attribuables aux

protons H-8 ou H-6 et H-3, respectivement.

deux singulets a dy= 3,84 ppm et 6= 3,77 ppm d’intégration 3H chacun, indiquent la

présence de deux groupements méthoxyles.
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Spectre 1V.4.3.2 : Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-ds, dppm) du composé LIA-22

Le spectre SM/IE (Spectre 1V.4.3.3) montre le pic moléculaire a m/z=314 et deux
autres fragments a m/z = 167 et a m/z= 133, caractéristiques d’une flavone avec un
groupement méthoxyle et deux groupements hydroxyles attachés au cycle A (m/z 167) et un
groupement méthoxyle attaché au cycle B (m/z 133) [11]. Les informations obtenues des
spectres UV, RMN *H et SM suggérent que la structure du composé LIA-22 est: 5,7-
dihydroxy-6,4'-diméthoxyflavone ou 5,7-dihydroxy-8,4’-diméthoxyflavone. la comparaison
des fragmentations de masse du LIA-22 avec ceux des composés de la bibliothéque
commerciale NIST (vers. 2.0 g; 2011) indique qu’il s’agit de la premiére proposition, une
flavone connu sous le nom de la pectolinarigénine, en montrant une parfaite ressemblance
entre les deux spectres de masse. Une derniére confirmation a eté realisée en interprétant
quelques fragments MS comme suit : SM/IE m/z: 314 [M]™, 299 [M-CHs]", 271 [M- CHs-
COJ, 183 [A1+ H]", 167 [A1- CHs]", 133 [B1+ H]", et par comparaison avec la littérature
[11].
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Figure V.5 : structure du composé LIA-22
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Figure 1V.6 : Comparaison des spectres de masse du compose LIA-22 et de la
pectolinarigénine présente dans la bibliotheque commercial NIST.
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Spectre 1V.4.3.3 : Spectre EI-MS du composé LIA-22
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IVV.4.4. Elucidation structurale du composé 4 (LIN-1)

Ce composé a été obtenu sous forme de cristaux de couleur marron claire invisible
sous UV (A= 254 et 365 nm). L’examen simultané des spectres RMN *H, COSY et HSQC
enregistrés dans le CD3;OD montre la présence des signaux caractéristiques d’un squelette de
type iridoide, on observe sur le spectre RMN *H (Spectre 1V.4.4.1) :

» Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H, a dy = 5,36 ppm (J = 3,2 Hz)
caractéristique du proton H-1 d’un iridoide.

» Un signal sous forme d’un doublet de doublet d’intégration 1H, a 64 = 6,05 ppm (J =
6,4 ; 2,0 Hz) caractéristique du proton oléfinique H-3 d’un iridoide.

» Un signal sous forme d’un doublet de doublet dédoublet d’intégration 1H a dy = 4,61
ppm (J =6,4; 2,6 ; 0,8 Hz) caractéristique d’un proton oléfinique, attribué a H-4 en se

basant sur sa corrélation avec le H-3 sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.4.2).

La multiplicité du signal du H-3 ainsi que la valeur de la constante de couplage (J = 2
Hz) indiquent la présence d’un H en position 5, et que ce couplage est en fait un couplage
longue distance (couplage allylique). Ce couplage est d’ailleurs repéré sur le spectre COSY
(Spectre 1V.4.4.2) entre le H-3 et le signal a 6y = 2,75 ppm d’intégration 1H (m) attribuable a

H-5. Toujours sur le méme spectre COSY, le H-5 montre trois autres taches de corrélations :

» Lapremiére corrélation avec le H-4, ce qui confirme son attribution.

» La deuxiéme corrélation avec le proton a 64 = 2,86 ppm (m) attribuable a H-9 a cause
de sa corrélation avec le H-1. Le H-9 montre sur le méme spectre COSY une tache de
corrélation avec le H-4, cette corrélation indique un couplage W entre les deux protons
et explique ainsi la multiplicité du H-4.

» Une derniére corrélation avec les deux signaux sous forme de multiplet & 64 = 1,81 et
1,62 ppm d’intégration 1H chacun, qui ne peut étre expliqué que par la présence d’un
groupement méthyléne en position 6, attribuable donc a H-6a et H-6b. le spectre
HSQC (Spectre 1V.4.4.3) confirme cette attribution en montrant une tache de
corrélation pour chacun des deux protons avec le carbone blindé a 6¢ = 39,5 ppm
attribuable a C-6.

Le H-6 montre sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.4.2) une corrélation avec le proton

a oy = 4,42 ppm sous forme d’un multiplet attribuable a H-7, son carbone est localisé grace au

127



Chapitre 1V Résultats et discussion

spectre HSQC (Spectre 1V.4.4.3) a 6¢c = 72,9 ppm, son déplacement chimique indique que
cette position est oxygénée.

Les deux signaux sous forme de multiplet d’intégration 1H chacun a 64 = 5,22 et 5,15
ppm montrent sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.4.2) deux taches de corrélation avec les
protons H-9 et H-7, et vu leurs déplacements chimiques élevés, la possibilité de trouver un
méthyléne en position 8 est écartée, cependant ils ne peuvent étre expliqués que par la
présence d’un CH; éthylénique numéroté C-10 (le spectre HSQC (Spectre 1V.4.4.3) confirme
la présence de ce carbone éthylénique a 6¢c = 109,7 ppm et d’un carbone quaternaire en
position C-8. Les deux multiplet sont donc attribués a H-10a et H-10p respectivement, et
leurs multiplicités est di a un couplage éthylénique a longue distance avec les protons H-7 et
H-9.
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Spectre 1V.4.4.1 : Spectre RMN *H (400 MHz, CD;0D. dppm) du composé LIN-1
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Spectre 1V.4.4.2 : Spectre COSY (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-1

L attribution des autres atomes de carbones est réalisée par le spectre HSQC (Spectre

1V.4.4.3) qui montre en effet :

YV V. V VYV V

Une tache de corrélation entre le H-1 et le carbone a 8¢ = 94,1 ppm attribuable a C-1.
Une tache de corrélation entre le H-3 et le carbone a d¢ = 139,6 ppm attribuable a C-3.
Une tache de corrélation entre le H-4 et le carbone a ¢ = 106,1 ppm attribuable & C-4.
Une tache de corrélation entre le H-5 et le carbone a d¢ = 28,8 ppm attribuable a C-5.

Une tache de corrélation entre le H-9 et le carbone a &¢ = 44,00 ppm attribuable a C-9.
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Spectre 1V.4.4.3 : Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-1

Le carbone quaternaire C-8 est localisé a 6c = 152,3 ppm a cause de sa corrélation
avec les protons H-6a, H-6b, H-100, H-10B, H-5 et H-1 sur le spectre HMBC (Spectre
1IV.4.4.4).
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Spectre 1V.4.4.4 : Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-1, étalement
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A ce stade de notre analyse, nous proposant la structure partielle représentée dans la
Figure IV.7

Figure IV.7 : Structure partielle du composé LIN-1

Le spectre RMN **C (Spectre 1V.4.4.5) montre la présence de 15 atomes de carbones,
en faisant abstraction des 9 atomes de carbones attribués précédemment, il reste 6 atomes de
carbone correspondant ainsi a I’entite osidique.
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Spectre 1V.4.4.5 : Spectre RMN **C et DEPT 135 (400 MHz, CD30D. dppm) du composé LIN-1
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La présence de cette entité glycosidique est confirmée par une analyse simultanée des
spectres RMN *H et HSQC. En effet, et en plus des signaux de la génine, le spectre RMN *H
montre la présence d’un ensemble de signaux dans la zone des protons d’un groupement
glycosylé, dont le signal du proton anomérique est a 6 = 4,55 ppm (1H, d, J = 8,0 Hz). Selon
le spectre HSQC (Spectre 1V.4.4.6), le carbone anomérique est localisé a 6¢ = 98,2 ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques du proton et son carbone ainsi que la valeur de la
constante de couplage orientent vers une jonction O-p-glycosidique, si le carbone anomérique
est attribue a la position C-1', les autres atomes de carbone de cette entité sont attribués grace
a une éetude simultanée des spectres COSY (Spectre 1V.4.4.7) et HSQC (Spectre 1V.4.4.6) et
prennent les positions C-2', C-3', C-4', C-5' et C-6' localisés a 6¢c = 73,5; 76,9 ; 70,3 ; 76,6 et
61,7 ppm, respectivement. La comparaison de ces données avec la littérature indique que le

sucre attaché a la génine est le glucose [3].

Le spectre HMBC (Spectre 1V.4.4.8) montre une tache de corrélation entre le carbone

anomeérique et le H-1 indiquant ainsi le point de glucosylation en C-1.
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Spectre 1V.4.4.6 : Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, dppm) du composé LIN-1, étalement
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L’ensemble de cette analyse mene a la structure plane représenté dans la Figure 1V.8

OH
OH

OH
Figure 1.8 : Structure plane du composé LIN-1

Une confirmation de la structure proposée a été réalisée par une analyse des

corrélations sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.4.9), a titre d’exemple :

>

Le proton H-3 montre des taches de corrélations, avec le C-5 a 6¢c= 28,8 ppm et le C-1
adc=94,1 ppm.

Le proton H-1 montre des taches de corrélations, avec le C-5 a 6c= 28,8 ppm et le
C-10 a 6¢c=109,7 ppm.

Les deux protons H-10o et H-108 montrent des taches de corrélations avec les
carbones a 6¢c= 44,0 ; 72,9 et 94,1 ppm, attribuables a C-9, C-7 et C-1 respectivement,
Confirmant ainsi leurs attributions.

Le H-4 montre des taches de corrélation avec le C-9 a 6c= 44,0 ppm et le C-3 a 6¢ =
139,6 ppm.

Le H-6a est le H-6b montrent quatre taches de corrélations autre que celle avec le C-8,

avec les carbones C-5, C-9, C-7 et C-4, confirmant ainsi leurs attributions.
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En ce qui concerne la stéréochimie du composé, le déplacement chimique du carbone
C-1 inférieure a 100 ppm et le déplacement chimique du proton H-9 supérieur a 2 ppm ainsi
que la constante de couplage allylique H-3/H-5 qui ne dépasse pas le 2 Hz sont en faveur

d’une jonction cis-2-oxabicyclo [4.3.0] nonane [7-8].

En plus, I’examen du spectre NOESY (Spectre 1V.4.4.10) ne montre aucune tache de
corrélation entre H-1 et H-5. Cependant, et partant d’une orientation a pour H-1, donc les

orientations de H-5 et H-9 sont déduites B. Sur le méme spectre, le H-7 ne montre aucune
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corrélation avec les protons H-9 et H-5, ce qui implique une orientation B du groupement

hydroxyle en position 7.
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Spectre 1V.4.4.10 : Spectre NOESY (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-1

Une derniere confirmation est réalisée en comparant les données des spectres RMN
avec celles reportées dans la littérature, qui montre une grande similarité entre le composé et
I’antirrhide [12-13].

La structure finale du composé LIN-1 est représentée dans Figure 1V.9

H
HO
o
o OH
HO OH
© 0
antirrhide oH

Figure 1.9 : structure du composé LIN-1
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Les données spectroscopiques RMN 'H et RMN *C sont rassemblées dans le
Tableau IV.6

Tableau IV.6 : les données spectroscopique du RMN *H et **C du LIN-1

position  dc (ppm) OH J (H2) position oc oy (ppm) J (H2)
(ppm) (ppm)
1 94,1 5,36d 3,2 9 44,0 2,86 m -
2 - - - 10 109,7 5,22 m -
5,15 m -
3 139,6 6,05 dd 6,4;2,0 1 98,2 455d 8,0
4 106,1 461ddd 6,4;26;0,8 2' 73,5 3,11 dd 9,0;7,6
5 28,8 2,75m - 3 76,6 3,28t 9,0
6 39,5 1,81 m - 4 70,3 3,18-3,22m -
1,62 m -
7 72,9 4,42 m - 5' 76,9 3,18-3,22m -
8 152,3 - - 6' 61,7 3,80 m -
3,57 m -

IVV.4.5. Elucidation structurale du composé 5 (LIN-4)

Ce composé a été isolé sous forme d’une cire de couleur marron, invisible sous la
lumiére UV (A= 254 et 365 nm). L’examen simultané des spectres RMN 'H (Spectre
IV.4.5.1), COSY (Spectre 1V.4.5.2) enregistrés dans CD30D indique la présence des signaux

rappelant un squelette de type iridoide, caractérisé par :

» Un doublet d’intégration 1H, a dy = 6,42 ppm (J = 6,4 Hz) et un doublet large a 6, =
4,93 ppm (J = 6,4 Hz) caractéristiques des deux protons d’un iridoide comportant une
double liaison entre les positions 3 et 4 conjuguée a une fonction éther, attribuables a
H-3 et H-4, respectivement. Ce couplage est confirmé par le spectre COSY qui montre
une tache de corrélation entre ces deux protons.

» Un doublet d’intégration 1H a 3y = 4,02 ppm (J = 1,6 Hz) caractéristique du proton
H-6. Sur le spectre COSY, le H-6 montre une tache de corrélation avec le proton a dy
= 3,43 ppm dont le signal est partiellement recouvert par d’autres signaux, ce qui
permet son attribution a H-7.

» Un doublet d’intégration 1H, a 6y = 5,42 ppm (J = 7,6 Hz) caractéristique du proton
H-1.

» Un doublet large d’intégration 1H, a 6y = 2,43 ppm (J = 7,6 Hz) attribuable au proton
H-9 a cause de sa corrélation avec le H-1 sur le spectre COSY. Sur le méme spectre

le H-9 corréle avec le H-7 (constante de couplage tres petite), indiquant un couplage
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W entre les deux noyaux du systeme bicyclique et expliquant ainsi la multiplicité du
signal de H-9. Ce type de couplage est également observé entre le H-9 et le H-4 et
entre le H-7 et le méthyl localisé a 6y = 1,51 ppm.

» Un singulet large d’intégration 3H, a 64 = 1,51 ppm, attribuables aux protons du

groupement méthyl de la position 10, CH3-10.
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Spectre 1V.4.5.1 : Spectre RMN *H (400 MHz, CD30D §ypm) du composé LIN-4
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Spectre 1V.4.5.2 : Spectre COSY (400 MHz, CD30D, 8ppm) du compose LIN-4

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 1V.4.5.3) permet
I’attribution des signaux des protons aux atomes de carbones correspondants, ainsi :

Le H-3 permet I’attribution du signal a 6¢c = 141,7 ppm au carbone C-3.
Le H-1 permet I’attribution du signal a 5¢ = 93,8 ppm au carbone C-1.
Le H-4 permet I’attribution du signal a 8¢ = 106,4 ppm au carbone C-4.
Le H-6 permet I’attribution du signal a d¢ = 77,0 ppm au carbone C-6.
Le H-7 permet ’attribution du signal a d¢ = 65,0 ppm au carbone C-7.
Le H-9 permet ’attribution du signal a 5¢ = 51,8 ppm au carbone C-9.

YV V. V V V V V

Les protons du groupement méthyl CH3-10 permettent 1’attribution du signal a 6¢ =

16,3 ppm au carbone C-10.
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Spectre 1V.4.5.3 : Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, ppm) du composé LIN-4

Une étude simultanée des deux spectres RMN'C et DEPT 135° (Spectre 1V.4.5.4)

indique la présence de deux carbones quaternaires oxygénés a 6¢ = 73,4 et 63,1 ppm :

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.5.5), le proton H-3 correle avec le premier
carbone quaternaire oxygéneé a 6¢ = 73,4 ppm ce qui permet son attribution au carbone C-5,
cette attribution est confirmée par les corrélations observées entre ce carbone et les protons
H-1 et H-9. Ce spectre HMBC permet également I’attribution du deuxiéme carbone
quaternaire localisé a 6c = 63,1 ppm a C-8 grace a ces corrélations aves les protons H-1 et H-9
ainsi qu’avec les protons du groupement méthyl ce qui permet la localisation de ce dernier sur

cette position.

Le méme spectre a permet de tirer les indications suivantes confirmant ainsi les

attributions réalisées :

» Le H-3 montre deux taches de corrélations autre que celle avec le C-5, avec les deux
carbones a 6¢ = 106,4 et 93,8 ppm, ce qui confirme leurs attributions a C-4 et C-1 et

respectivement.
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Le H-1 montre des taches de corrélations autres que celles avec C-3 et C-8, avec le C-
9 et le carbone localisé a 6¢ = 73,4 ppm confirmant ainsi son attribution a C-5.

Le H-4 montre des taches de corrélations avec le C-3 et le C-9, et montre également
une taches de corrélation avec le carbone a d¢c = 77,0 ppm confirmant ainsi son
attribution a C-6.

Le H-6 montre des corrélations avec le C-4 et le C-9, et montre également une

corrélation avec le carbone oxygéné a éc = 65,0 ppm confirmant son attribution a C-7.

» Le H-7 montre une tache de correlation avec le carbone C-10 du méthyl ce qui
confirme son attribution et écarte la possibilité d’attribuer son signal a H-6.
» Le H-9 montre trois taches de corrélations avec les carbones C-8, C-5 et C-1.
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Spectre 1V.4.5.4 : Spectre RMN **C et DEPT 135 (100 MHz, CD30D, dppm) du
composé LIN-4
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Spectre 1V.4.5.5 : Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-4

En faisant abstraction des signaux attribués de la génine du nombre totale des atomes
de carbones apparus sur le spectre RMN **C (Spectre 1V.4.5.4) (15 atomes de carbone), les 6
signaux restants ne peuvent appartenir qu’a I’entité osidique. En effet, le spectre RMN *H
(Spectre 1V.4.5.1) indique la présence d’un signal sous forme d’un doublet a 6y = 4,71 ppm
(J = 7,6 Hz) caractéristique du proton anomérique H-1' du sucre (6¢ = 98,3 ppm). Les valeurs
des déplacements chimiques de ce proton et de son carbone ainsi que la valeur de la constante

de couplage orientent bien vers une jonction O-B-glycosidique de cette partie osidique. Ce
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proton anomerique montre sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.5.6), une tache de corrélation
avec le C-1 de la génine permettant ainsi la substitution du squelette iridoide par I’entité

osidique en cette position.
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Spectre 1V.4.5.6 : Spectre HMBC (400 MHz, CD30D, 8ppm) du composé LIN-4, étalement

Partant du signal du proton anomérique (H-1") et de celui de son carbone (C-1), la
combinaison des resultats des analyses des spectres COSY (Spectre 1V.4.5.7) et HSQC
(Spectre 1V.4.5.8) permet I’attribution des carbones de I’entité osidique C-2', C-3', C-4', C-5'
et C-6' aux signaux a 6¢c = 73,3; 76,4; 70,4; 77,1 et 61,6 ppm, respectivement. La
comparaison de ces déplacements chimiques avec ceux de la littérature a permet de déduire

que le sucre attaché a la génine est le glucose [3].
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A ce stade de notre analyse, la structure plane du composé LIN-4 est représentée dans
la Figure 1V.10.

Figure 1V.10 : Structure plane du composé LIN-4

Concernant la stéréochimie des centres chiraux du composé LIN-4, le déplacement
chimique du C-1 inférieure a 100 ppm et le déplacement chimique du H-9 supérieur a 2 ppm
sont en faveur d’une jonction cis-2-oxabicyclo [4.3.0] nonane avec une orientation B de

I’hydroxyle en position 5 [7-8]. Le H-9 admet donc la méme orientation de H-5.

Sur le spectre NOESY (Spectre 1V.4.5.9), le H-1 montre une tache de correélation avec
le H-7 et le CH3-10, le H-7 de son c6té ne montre aucune corrélation avec le H-9 sur le méme
spectre, donc, et partant d’une orientation o pour le H-1, le H-7 et le CH3-10 admettent une

orientation q.

Comme a été déja mentionné, la constante de couplage entre le H-6 et le H-7 est petite
(J =1,6 Hz) [9], cette observation est en faveur d’une méme orientation pour ces deux protons

ce qui méne a une orientation o pour le H-6.
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Spectre 1V.4.5.9 : Spectre NOESY (400 MHz, CD30D, §ppm) du composé LIN-4

Les données spectroscopiques RMN 'H et RMN *3C sont rassemblées dans le
Tableau IV.7

Tableau 1V.7 : les données spectroscopique RMN *H et RMN **C du composé LIN-4

position 3¢ (ppm) 84 (ppm) J (Hz) ] position &c (ppm) &4 (ppm) J (Hz)

1 93,8 542d 7,6 9 51,8 2,43dl 7,6

2 - - - 10 16,3 1,515l -

3 141,7 6,42 d 6,4 1 98,5 4,71d 7,6

4 106,5 4,93 dl 6,4 2' 73,3 327m -

5 73,4 - - 3 76,4 3,43 m -

6 77,0 4,01d 1,6 4 70,4 3,32-3,37m -

7 65,0 3,43 m - 5 77,1 3,32-3,37m -

8 63,1 - - 6' 61,6 394dd  12,0;20
366dd  12,0,6,4

L’ensemble de nos données sont en parfait accord avec ceux de I’antirrhinoside

(Figure 1V.11) qui est un iridoide bien distribué dans les especes du genre Linaria [12-13].
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antirrhinoside

Figure 1V.11 : Structure du composé LIN-4

IVV.4.6. Elucidation structurale du composé 6 (LIN-2)

Le composé LIN-2 a été obtenu sous forme d’une cire incolore, invisible sous la
lumiere UV (A= 254 et 365 nm).

Les spectres RMN *H (Spectre 1V.4.6.1) et RMN *C (Spectre 1V.4.6.2) enregistrés
dans le CD3;0D (avec quelques gouttes de CDCI3) présentent de fortes similitudes avec ceux
du composé LIN-4. On observe en effet, la présence des 15 atomes de carbones, dont ceux de
I’entité glucopyranosyle. La présence de cette entité osidique est confirmée par le spectre
RMN *H qui indique la présence d’un signal sous forme d’un doublet & 8y = 4,60 ppm (J =
7,6 Hz) caractéristiqgue du proton anomérique H-1' du sucre. Le carbone anomérique est
localisé grace au spectre HSQC (Spectre 1V.4.6.3) a 6c = 97,6 ppm. Les valeurs des
déplacements chimiques du proton et du carbone anomérique et la valeur de la constante de
couplage du  H-1' permettent de déduire la jonction O-B-glucosidique de cette partie
osidique. La confirmation de ce groupement glucopyranosyle est réalisée par la comparaison
des deplacements chimiques des carbones C-2', C-3', C-4', C-5' et C-6', localisé grace a une
étude simultanée des spectre COSY (Spectre 1V.4.6.4) et HSQC (Spectre 1V.4.6.3) a 8¢ =
73,1;76,1;70,4 ;76,7 et 61,5 ppm respectivement, avec ceux de la littérature [3].
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La combinaison des résultats des analyses des spectres RMN *H (Spectre 1V.4.6.1),

RMN 3C (Spectre 1V.4.6.2), COSY (Spectre 1V.4.6.5) et HSQC (Spectre 1V.4.6.6) permet
I’attribution des atomes de carbones du squelette iridoide, on observe en effet :

>

Un signal sous forme d’un doublet a 64 = 6,27 ppm (J = 6,4 Hz) caractéristique du
proton oléfinique oxygéné H-3 (8¢ = 139,5 ppm).

Un signal sous forme d’un doublet large a 64 = 5,09 ppm (J = 6,4 Hz) attribuable au
proton H-4 (6¢ = 108,5 ppm), cette attribution est confirmée par le spectre COSY qui
montre une corrélation entre ce proton et le H-3.

Un signal sous forme d’un singulet large a dy = 5,70 ppm caractéristique du proton
H-1 (8¢ = 90,3 ppm).

Un signal sous forme d’un singulet large a 6y = 2,47 ppm, attribuable au proton H-9
(6¢c = 57,2 ppm) grace a sa corrélation avec le proton H-1 sur le spectre COSY, sur le
méme spectre le H-9 montre d’autres taches de corrélations avec les protons H-4 et les
protons du méthyl localis¢ a oy = 1,19 ppm, di a un couplage W entre les deux
noyaux du systeme bicyclique.

Un singulet large d’intégration 3H, a 6y = 1,19 ppm, attribuables aux protons du
groupement méthyl CH3-10 (8¢ = 17,4 ppm).

Un signal sous forme d’un doublet large a 64 = 4,00 ppm (J = 10,0 Hz) attribuable au
proton H-7 (¢ = 72,0 ppm), sur le spectre COSY ce proton montre deux taches de
corrélations, la premicre avec le proton localisé a 6y = 3,57 ppm (J = 10,0 Hz, d¢ =
79,9 ppm) attribuable au proton H-6, et une seconde tache de correlation avec les
protons du méthyl CH3-10 interprétée par le couplage W entre les deux noyaux du
systeme bicyclique.
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Spectre 1V.4.6.5 : Spectre COSY (400 MHz, CDCl3+ CD30D, 8ppm) du composé LIN-2
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Comme il a été déja indiqué, Le spectre RMN **C montre la présence de 15 atomes de
carbones. En faisant abstraction des 13 atomes de carbones attribués, il reste deux atomes de
carbones oxygénés localisés a 6c = 73,6 et 64,0 ppm dont la comparaison des deux spectres
RMN *3C (Spectre 1V.4.6.2) et le DEPT 135° (Spectre 1V.4.6.7) indique qu’il s’agit de deux
carbones quaternaires qui ne peuvent étre attribués qu’aux carbones C-8 et C-5
respectivement, cette attribution est confirmée par le spectre HMBC (Spectre 1V.4.6.8)

comme suit :

» Le C-8 localisé a 6c = 73,6 ppm montre des taches de corrélations avec les protons
H-1, H-7, H-9 et les protons du CH3-10 ce qui confirme son attribution.

» Le C-5 localisé a 6c = 64,0 ppm montre des taches de corrélations avec les protons
H-3, H-1 et H-9 ce qui confirme son attribution.
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Spectre 1V.4.6.7 : Spectre DEPT 135° (100 MHz, CDCl3+ CD30D, 8ppm) du composé
LIN-2
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Spectre 1V.4.6.8 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3+ CD30D, 8ppm) du composé LIN-2

La confirmation de la localisation du groupement glucosylé en position C-1 est
réalisée grace au spectre HMBC (Spectre 1V.4.6.8) qui montre une tache de corrélation entre

le proton anomérique H-1'"et le C-1.

La comparaison entre les attributions des signaux des spectres RMN *H et RMN *C
ainsi que les valeurs des constantes de couplage des deux composes LIN-2 et LIN-4 ont

permet de tirer quelques différences, on remarque en effet :

» Un changement du déplacement chimique des deux protons H-6 et H-7 dans le spectre
RMN *H du composé LIN-2, ou le H-7 est devenu plus déblindé par rapport au H-6.
L’attribution du H-7 est confirmée par le spectre HMBC (Spectre 1V.4.6.8) qui
montre une corrélation entre ce proton localisé a 6 = 4,00 ppm est le C-10.

» La valeur de la constante de couplage entre le H-6 et le H-7 est plus grande dans le
composé LIN-2 (J = 10 Hz) par rapport a celle du composé LIN-4 (J = 1,6 Hz).

» La valeur de la constante de couplage entre le H-9 et le H-1 est plus petite dans le
composé LIN-2 par rapport a celle du composé LIN-4 (J = 6,4 Hz).
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» Un changement du déplacement chimique des deux carbones C-5 et C-8 dans le
spectre RMN *C du composé LIN-2, ol le C-8 est devenu plus déblindé par rapport
au C-5, cela est confirmé par le spectre HMBC (Spectre 1V.4.6.8), ou le H-3 montre
une corrélation avec le C-5 a 6¢c = 64,0 ppm et n’en pas avec le carbone d¢c = 73,6
attribué a C-8.

Une recherche bibliographique a permet de déduire que ces critéres ne peuvent étre
verifiés que lorsque la position 7 est substituée par un halogéne (le Chlore ou le Brome) [14].
Une série de spectre SM/IES a confirmée qu’il s’agit d’un atome de chlore et qui a donné des
fragmentations qui correspondent a un composé en accord avec une formule brute
C15H23ClO010. SM/IES (+): m/z 421 [M(**C1)+Na]"*, 423 [M(*'Cl)+Na]* (dans un rapport 3 :1),
SM/IES (-) m/z 397,2 [M(*CD-H]", 399,3 [M('CI)-H]., 433,2 [M(*CN+*CI], 435
[MCC+3CIT, SMYIES (+) (423): 385,2 [M-(3'CI)]*, SM¥/IES (+) (385.2): 367,1 [M-(*'Cl)-
H,0]*, 205,1 [M-('CI)-Glc]*.

e
= D

Spectre 1VV.4.6.9 : Spectre de masse SM/IES (+) du composé LIA-2
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Spectre 1V.4.6.12 : Spectre de masse SM*/IES (+) du composé LIA-2

A ce stade de notre analyse nous proposons la structure plane représentée dans la
Figure IV.12

HO

6 \3
) 7 9/\

Figure 1V.12 : Structure plane du composé LIN-2

Concernant la stéréochimie des centres chiraux, la grande constante de couplage (J =
10 Hz) entre H-6 et H-7 indique que ces deux protons admettent des orientations différentes
[9]. Sur le spectre NOESY (Spectre 1V.4.6.13) le H-6 montre une tache de correlation avec
les protons de CH3-10, ce dernier montre sur le méme spectre une corrélation avec le H-1,
donc, et partant d’une orientation a pour le H-1, le H-6 et le CH3-10 admettent des
orientations o. Par contre le H-7 admet une orientation [, cette orientation est confirmée par le

méme spectre NOESY qui montre une tache de corrélation entre le H-7 et le H-9 (B).
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Spectre 1V.4.6.13 : Spectre NOESY (400 MHz, CDCl3+ CD30D, 8ppm) du composé LIN-2

Les données spectroscopiques RMN'H et RMN®C sont rassemblées dans le
Tableau IV.8

Tableau 1V.8 : les données spectroscopique RMN *H et RMN **C du composé LIN-2

position  dc (ppm) OH J (Hz) [ position &c(ppm) &4 (ppm) J (H2)
(Ppm)

1 90,3 5,70 sl - 9 57,2 2,47 sl -

2 - - - 10 17,4 1,19l -

3 139,5 6,27d 6,4 1 97,6 4,60d 7,6

4 108,5 5,09 dl 6,4 2' 73,1 3,24 dd 8,8:;8,0

5 64,0 - 3 76,1 341t 8,8

6 79,9 3,57d 10,0 4 70,4 3,30-3,35m -

7 72,00 4,00 dl 10,0 5' 76,7 3,30-3,35m -

8 73,6 - - 6' 61,5 3,90 dl 11,2
3,69 11,2;,5,6

L’ensemble de nos données sont en parfait accord avec ceux de la linarioside (Figure

1VV.13) qui est un iridoide bien distribué dans le genre Linaria [13-14].
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Figure 1V.13 : Structure du composé LIN-2

IVV.4.7. Elucidation structurale du composé 7 (LIN-7)

Le composé LIN-7 a eté obtenu sous forme d’une poudre de couleur jaune claire.
Expos¢ a la lumiére de Wood (A = 365 nm), il montre une fluorescence noire-violette

orientant vers un squelette flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR.

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 1V.4.7.1) enregistré dans le DMSO-ds,

montre qu’il s’agit bien d’un flavonoide de type flavone ou flavonol 3-OR caractérisé par :

» Un singulet d’intégration 1H, a 6y = 12,95 ppm, caractéristique du proton d’un
groupement OH en position 5 (OH-5).

» Un doublet d’intégration 2H, a éy = 8,04 ppm (J = 8,8 Hz), attribuable aux protons
H-2', H-6".

» Un doublet d’intégration 2H, a oy = 7,17 ppm (J = 8,8 Hz), attribuable aux protons
H-3', H-5".

» Deux signaux sous forme de singulet d’intégration 1H chacun, a 64 = 6,94 et 6,93
ppm, attribuables aux protons H-3, H-6 ou H-8.

» deux singulets d'intégration 3H chacun, a 6y = 3,87 et 3,78 ppm, indiquant la présence

de deux groupements méthoxyles.
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Spectre 1V.4.7.1 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-dg, ppm) du composé LIN-7

La para substitution du noyau B est confirmée par le spectre COSY (Spectre
1VV.4.7.2), qui montre une tache de corrélation entre les protons H-2', H-6' et H-3', H-5'".
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Spectre 1VV.4.7.2 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du compose LIN-7

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.3), le proton du groupement hydroxyle OH-5

montre trois taches de corrélations :

» la premiére avec le carbone a 6¢ = 153,0 ppm attribuable a C-5.
» Une autre tache de corrélation avec un carbone quaternaire a ¢ = 106,4 ppm
attribuable a C-10.

» Une derniere tache de corrélation avec le carbone quaternaire oxygéné a dc = 133,2

ppm qui ne peut étre que le C-6.

Sur le méme spectre HMBC, le C-6 montre une tache de corrélation avec les protons
du groupement méthoxyle a 6y = 3,78 ppm (6¢ = 60,8 ppm), ce qui permet la localisation de
ce méthoxyle en C-6. Par ailleurs et toujours sur le méme spectre HMBC, le proton repéré a
On = 6,93 ppm montre une tache de corrélation avec le carbone du carbonyle détecté a d¢c =
183,1 ppm (caractéristique du carbonyle situé en position 4 de la flavone) ce qui permet son
attribution a H-3. Donc le proton corrélant sous forme d’un singulet a 64 = 6,94 ppm ne peut
étre que le H-8. Grace au spectre HSQC (Spectre 1V.4.7.4) les carbones C-3 et C-8 sont
repérés a 6¢ = 103,9 et 94,9 ppm, respectivement.
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L’attribution du C-8 permet la localisation de C-9 a ¢ = 152,7 ppm vu la tache de
corrélation observée sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.5) entre ce carbone et le H-8. Sur

le méme spectre, le méme proton montre trois autres taches de corrélations :

» La premiére avec le carbone quaternaire oxygéné a 6c = 157,0 ppm attribuable a
C-7.

> Deux autres taches de corrélations avec les carbones corrélant a 5¢c = 133,2 et 106,4
ppm confirmant ainsi leurs attributions & C-6 et C-10, respectivement.

Toujours sur le méme spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.5), la corrélation entre le H-3 et

le carbone a 6¢ = 164,6 ppm permet son attribution a C-2.
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Spectre 1V.4.7.5 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7,

étalement

Le spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 1V.4.7.4) permet la localisation des
carbones C-2', C-6' et C-3', C-5"a ¢ = 128,9 et 115,3 ppm, respectivement. Les corrélations
des protons H-2', H-6' et H-3', H-5' sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.6) permettent de
localiser les autres carbones du noyau B. En effet :

» Les protons H-2', H-6' montrent deux taches de corrélations :
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v' La premiére tache de corrélation avec le carbone quaternaire a d¢c = 162,9 ppm.
Lui-méme montre sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.3), une corrélation avec
le deuxieme groupement méthoxyle (8 = 3,87 ppm, d¢ = 56,1 ppm), donc et a
cause de la parasubstitution du noyau B, ce carbone ne peut étre que le C-4'

substitué par ce méthoxyle.

v Une deuxieme tache de corrélation avec les carbones C-2', C6'a d¢ = 128,9 ppm.

» Les protons H-3', H-5' montrent trois taches de corrélations :
v" Une premiére tache de corrélation avec les carbones C-3', C5'a 6¢ = 115,3 ppm.
v Une deuxieme tache de corrélation avec le carbone C-4'a 6¢ = 162,9 ppm.
v Une troisiéme tache de corrélation avec le carbone quaternaire a 3¢ = 123,2 ppm,
qui ne peut étre que le C-1', cette attribution est confirmée par la corrélation avec
le H-3 sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.5).

H-2' H-3'
H-6' HS'
s .
| aoi? 70
: HMBC
80
o0
100
1 ko
110
C-3%, C-5". (o
=120
' o -
C-2',C-6" @ Fizo  E
| - E
F140 o
] - 150
1 -
= 160
e - > -
170
180
-
1-190
200
r T Ll T A T T T A T T T v T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.2 8.1 8.0 79 78 2.7 76 7.5 74 73 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8
12 (ppm)

Spectre 1V.4.7.6 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7,

étalement

La Figure 1V.14 représente la structure proposée pour le composé LIN-7 a ce stade de
notre analyse, et montre également les différentes corrélations du spectre HMBC.
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Figure 1V.14 : Structure partielle du composé LIN-7
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Les résultats des signaux RMN *H et RMN *3C attribués a ce stade de notre analyse
sont rassemblés dans le Tableau 1V.9.

Tableau V.9 : Tableau récapitulatif des résultats RMN *H et RMN *C

oy (ppm) J (Hz2) Intégration oc (ppm) Attribution des
carbne

- - 1H 164,6 C-2
6,93 s - 1H 103,9 C-3

- - - 183,1 C-4

- - - 153,0 C-5

- - - 133,2 C-6

- - - 157,0 C-7
6,94 s - 1H 94,9 C-8

- - - 152,7 C-9

- - - 106,4 C-10

- - - 123,2 C-1'
8,04 s 8,8 2H 128,9 C-2', C6'
7,17 s 8,8 2H 115,3 C-3, C-5'

- - - 162,9 C-4'
3,78 s - 3H 60,8 6-OCHj;
3,87s - 3H 56,1 4'-OCH3
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Spectre 1V.4.7.8 : Spectre DEPT 135° (100 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7

La présence d’une entité biglycosylés est mise en évidence par la présence de deux
signaux d’intégration 1H chacun (Spectre 1V.4.7.9). Le premier sous forme d’un doublet (J =

7,2 Hz) a 6y = 5,12 ppm (8¢ =100,9 ppm), dont la valeur de la constante de couplage est en
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faveur d'une configuration B, et la valeur du déplacement chimique indique une jonction O-

Résultats et discussion

glycosylé. Le second sous forme d’un singulet large a oy = 4,57 ppm (8¢ =100,9 ppm)

attribuable au proton anomérique d’un groupement rhamnosyl avec une configuration a, le

méthyl caractéristique de ce thamnose est localisé a 6y = 1,06 ppm (3H, d, J = 6,0 Hz, &c =

18,2 ppm).
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Spectre 1V.4.7.9 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, Sppm) du composé
LIN-7, étalement
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Spectre 1V.4.7.10 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, 6ppm) du composé LIN-7

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.11), le C-7 montre une tache de corrélation

avec le proton anomérique du premier groupement glycosylé, ce qui permet la localisation de

ce sucre sur le C-7 et son proton anomérique prendra donc la position 1", le deuxieme proton

anomérique du rhamnose prendra alors la position 1™,

Ho1"
ACH?
HMBC
c-7 @
545 5.40 535 5.30 5.25 5.20 5.15 510 5.05 5.00 4.95 4.90
12 (ppm)

1 (ppm)

Spectre 1V.4.7.11

: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, 6ppm) du composé LIN-7,

étalement
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Les autres protons des deux sucres sont attribués grace a une étude de spectre COSY
(Spectre 1V.4.7.12).

Les protons du rhamnose sont attribués comme suit :

» Une corrélation entre le signal des protons du méthyle CH3-6" du rhamnosyle et un
signal sous forme de multiplet a 6y = 3,40 ppm attribuable a H-5"".

» Le H-5"" montre une tache de corrélation avec le proton a 6y = 3,14 ppm attribuable a
H-4"" (m).

» Le H-3" (m) est plus facilement localisé¢ a 64 = 3,43 ppm a cause de sa corrélation
avec H-2" (m), lui-méme localisé a dy = 3,65 ppm a cause de sa corrélation avec le

proton anomérique a 6y = 4,57 ppm.
Les protons de I’autre groupement glycosylé sont attribués comme suit :

» Une corrélation entre le H-1" (64 = 5,12) et un signal a 64 = 3,32 ppm attribuable a H-
2". ce dernier corréle avec un signal a 6y = 3,61 ppm attribuable a H-3".

» Le H-3" montre une corrélation avec le signal a oy = 3,17 ppm attribuable a H-4",

» Le H-4" montre une tache de corrélation avec le signal a oy = 3,32 ppm attribuable a
H-5"

» Le H-6"a et le H-6"b sont plus facilement localisés a 64 = 3,86 et 3,46 ppm
respectivement, a cause de leurs corrélations sur le spectre HSQC (spectre 3-3) avec le

méme carbone C-6" (6¢ = 66,5 ppm).
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Spectre 1V.4.7.12 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7,

étalement

L attribution des atomes de carbones de chaque sucre est réalisée grace a I’étude du
spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 1V.4.7.13).

Les carbones du rhamnosyle sont attribués comme suit :

Le proton H-2" permet la localisation du C-2"" a 6¢ = 70,9 ppm.
Le proton H-3" permet la localisation du C-3" a 6¢ = 71,3 ppm.
Le proton H-4™ permet la localisation du C-4" a 6¢ = 72,5 ppm.

YV V VYV V

Le proton H-5" permet la localisation du C-5" a 6¢ = 68,8 ppm.
Les carbones de I’autre groupement glycosylé sont attribués comme suit :

Le proton H-2" permet la localisation du C-2"a ¢ = 73,1 ppm.
Le proton H-3" permet la localisation du C-3"a 6¢ = 75,7 ppm.
Le proton H-4" permet la localisation du C-4"a 6¢ = 69,5 ppm.

Y V VYV V

Le proton H-5" permet la localisation du C-5"a 6¢ = 76,4 ppm.
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Une étude comparative des données RMN *3C de ce groupement glycosylé avec ceux

de la littérature [3], indique que notre sucre est un glucose.

s g H H

f;:ij 23" 6"b 5" )\ 44
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45 44 43 42 41 40 39 38 37 1] 3.)5 34 33 32 131 30 29 28 27 26

L

Spectre 1V.4.7.13 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7,
étalement

Le rhamnose est localisé en position C-6" du glucose, a cause de la tache de
corrélation sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.7.14) entre son proton anomerique et le

carbone C-6" du glucose.
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Spectre 1V.4.7.14 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-7,

étalement

Les données relatives aux spectres RMN 'H et RMN *C de ce composé sont

rassemblées dans le Tableau 1V.10.

Tableau 1V.10 : Les données relatives aux spectres RMN *H et **C du composé LIN-7

position &¢ (ppm) _ du (ppm)  J (Hz) § position dc (ppm) _ &u (ppm)  J(Hz)

2 164,6 - - 1" 100,9 512d 7,2
3 103,9 6,935 - 2" 73,7 3,32m -
4 183,1 - - 3" 76,3 3,61m -
5 153,0 - - 4" 70,0 317m -
6 133,2 - - 5" 77,0 3,32m -
7 157,0 - - 6" 66,5 3,46 m -

3,86 m -
8 94,9 6,94 s - 1" 100,9 4,57 sl -
9 152,7 - - 2" 70,9 3,65m -
10 106,4 - - 3" 713 3,43 m -
1 123,2 - - 4" 72,5 3,14 m -
2 128,9 8,04 d 8,8 5" 68,8 3,40m -
3 115,3 7,17d 8,8 6" 18,2 1,06d 6,0
4 162,9 - - 4'-OMe 56,1 3,87s -
5 115,3 7,17d 8,8 6-OMe 60,8 3,78s -
6' 128,9 8,04 d 8,8
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L'ensemble de ces données meénent a la structure reportée dans la Figure 1V.15, c’est
la 4',6-diméthoxy-5-hydroxy-7-O-B-rutinoside flavone. Elle est également connue sous le

nom de Pectolinarine [15]. Cette molécule est bien connue pour le genre Linaria.

HO °
HO o OCH,

OH
(0]
HO 0 0
HO
OH

HaCO

O_H . (0]
Pectolinarine

Figure 1V.15 : Structure du composé LIN-7

IV.4.8. Elucidation structurale du composé 8 (LIN-9)

Le composé LIN-9 a été obtenu sous forme d’une poudre de couleur jaune. La
fluorescence noire violette sous la lumiére de Wood (A = 365 nm) indique qu’il s’agit d’un

flavonoide de type flavone ou flavonol 3-OR.

L’examen de la série spectrale UV du composé LIN-9 permet de tirer les indications

suivantes :

> le spectre UV enregistré dans le méthanol indique la présence de deux bandes
caractéristiques d’un squelette flavonique, la bande I a A =340 nm et la bande [ A A =
270 nm orientant ainsi vers un squelette de type flavone ou flavonol 3-OR.

» L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AL =+ 35
nm) par rapport au spectre enregistré dans le méthanol, avec une diminution de
I’intensité, permet de déduire la présence d’'un OR (R # H) en C-4', en revanche,
aucune nouvelle bande n’apparaissaient ce qui écarte la présence d’un OH libre en
position 7.

» L’absence d’un déplacement hypsochrome de la bande | (-20 a 40 nm) par
comparaison des deux spectres enregistrés dans AlICI3 et AlCI3+HCI indique I’absence
d’un systeme ortho di OH sur le cycle B. alors que la comparaison du spectre
enregistré dans AICI;+HCI avec celui enregistré dans le méthanol montre un
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absorbance

Absorbance

Résultats et discussion

déplacement bathochrome de la bande I de 19 nm indiquant ainsi la présence d’un OH

en position 5 et d’une oxygénation en position 6.

L’absence d’un déplacement bathochrome de la bande Il aprés I’ajout du NaOAc, en

comparant avec le spectre enregistré dans le méthanol, indique la présence d’un OR

(R # H) en position 7. L’addition de H3BO3 & NaOAc ne provoque aucun déplacement

de la bande I, ce qui indique I’absence d’un systéeme ortho di-OH sur le cycle A et

confirme I’absence d’un systeme ortho di OH sur le cycle B.

Absorbance

MeOH
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.
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Spectre 1V.4.8.1 : La série spectrale UV du composé LIN-9

Tableau IV.11 : Les données spectroscopique d” I’'UV du LIN-9

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm)
MeOH 340 270
NaOH 375 270
AICl; 367 275
AICI3+HCI 358 276
NaOAc 340 269
NaOAc+H;BO; 342 270
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L’examen du spectre RMN*H (Spectre 1V.4.8.2) enregistré dans le DMSO-dg, montre

bien qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone caractérisé par :

» Un singulet d’intégration 1H a o= 12,96 ppm attribuable au proton d’un OH en

position 5 (OH-5).

» Un doublet de doublet d’intégration 1H, a 6y = 7,57 ppm (J = 8,8 ; 2,4 Hz), attribuable

aH-6".

» Un doublet d’intégration 1H, a dy = 7,45 ppm (J

H-2'.

» Un doublet d’intégration 1H, a 64 = 7,11 ppm (J

H-5'.

2,4 Hz), attribuable au proton

8,8 Hz), attribuable au proton

» deux singulets d’intégration 1H chacun a 64 = 7,02 et 6,82 ppm attribuables a H-3 et

H-8 (car la position C-6 est oxygénée).

» deux singulets d'intégration 3H chacun a 64 = 3,88 et 3,78 ppm, indiquant la présence

de deux groupements méthoxyles.
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Spectre 1V.4.8.2 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-dg, Sppm) du composé LIN-9
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L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 1V.4.8.3) confirme les
couplages et les attributions des protons H-5', H-6' et H-2".

H-6' H-2' H-5'_
AGH9
cosy 5.5
6.0
6.5
p— ~7.0
@) A
| g
Q—:: C) L7
8.0
8.5
9.0
-----------------------------------------
82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63
2 (ppm)

Spectre 1V.4.8.3: Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9,

étalement

Le spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.4) montre une tache de corrélation entre le proton a
Oy = 6,82 ppm et le carbone a d¢c = 182,8 ppm caractéristique au carbone du groupement
carbonyle C-4 de la flavone, ce qui permet I’attribution de ce proton a H-3. Donc le proton
repéré a oy = 7,02 ppm ne peut étre que le H-8. Grace au spectre HSQC (Spectre 1V.4.8.5), le
C-3 et le C-8 sont localisés a ¢ = 103,9 ppm et a 6¢ = 94,8 ppm, respectivement.

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 1V.4.8.4), le H-3 montre une

tache de corrélation avec le carbone a 8¢ = 164,6 ppm ce qui permet son attribution a C-2.

Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.4), le H-8 montre deux taches de
corrélation avec deux carbones quaternaires oxygénés a dc = 156,3 et 152,6 ppm attribuables
a C-7 et C-9, respectivement. Sur le méme spectre, le H-8 montre deux autres taches de

corrélations :
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>

Une tache de corrélation avec le carbone a ¢ = 106,3 ppm attribuable a C-10, ceci est
confirmé par le fait qu’on observe sur le méme spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.4), que

ce carbone montre une tache de corrélation avec le H-3.

Une autre tache de corrélation avec le carbone quaternaire oxygéné a 6¢c = 133,3 ppm
qui ne peut étre que le C-6. Par ailleurs et toujours sur le méme spectre HMBC
(Spectre 1V.4.8.4), le C-6 montre une tache de corrélation avec les protons du
groupement méthoxyle a 6y = 3,78 ppm (6¢ = 60,7 ppm), ce qui permet la localisation
de ce méthoxyle en C-6, est I’oxygénation située en position 6 déduite de I’analyse

UV est donc di & une méthoxylation a cette position.
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C-6 |
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| AGHS -100
| HMBC
| [ []

e ~ 150
O,
{ L ]

H-8 H3 4.0CH; 6-OCH,

S — — I E—
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120

~130

O ®

=140
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160

=170

Spectre 1V.4.8.4 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9,

étalement
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Spectre 1V.4.8.5 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du compose LIN-9

L’examen du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 1V.4.8.5) permet la
localisation des carbones C-5', C-2'et C-6'a 6c = 112,6 ; 113,6 et 119,3 ppm, respectivement.
L attribution des autres carbones du cycle B est réalisée a cause des corrélations des protons
H-5', H-2' et H-6' sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.6) comme suit :

» la corrélation entre H-5' et le carbone a ¢ = 123,5 ppm permet son attribution au
carbone C-I', cette attribution est confirmée sur le méme spectre qui montre une
corrélation entre ce carbone est le H-3. la corrélation entre le H-5' et le carbone
quaternaire oxygéné a dc = 147,3 ppm permet l'attribution de ce carbone a C-3'.

> les corrélations entre H-6' et H-2' et le carbone quaternaire a 6c = 151,8 ppm
permettent son attribution a C-4', ce dernier montre sur le spectre HMBC (Spectre
IV.4.8.4) une tache de corrélation avec les protons du deuxiéme groupement
méthoxyle (6 = 3,88 ppm, d¢c = 56,3 ppm) ce qui permet sa localisation sur cette
position (C-4"). Ces deux protons (H-6' et H-2") montrent également des corrélations

avec le C-2 a 8¢ = 164,6 ppm confirmant ainsi son attribution.
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Spectre 1V.4.8.6 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9,

étalement

Le carbone C-5 est localisé a 6c = 153,0 ppm, car c’est le seul carbone quaternaire non

attribué dans la zone des carbones oxygénés de la flavone.

La localisation des deux méthoxyles est confirmée par le spectre NOESY (Spectre
1V.4.8.7) qui montre :

» une tache de corrélation entre le méthoxyle a 64 = 3,88 ppm et le proton H-5' confirme
sa localisation sur le C-4'.

» une tache de corrélation entre le méthoxyle a 6y = 3,78 ppm et le proton du
groupement hydroxyle situé en position 5 confirme sa localisation sur le C-6, cette
observation confirme bien que le signal a 6y = 7,02 ppm correspond a H-8 et n’en pas
a H-6.
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Spectre 1V.4.8.7 : Spectre NOESY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9

A ce stade de notre analyse, la structure proposée pour le composé LIN-9 est

représentée dans la Figure 1V.16.

Figure 1V.16 : Structure partielle du composé LIN-9

Les résultats des signaux RMN *H et RMN *3C attribués a ce stade de notre analyse

sont rassemblés dans le Tableau 1V.12.
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Tableau 1V.12 : Tableau récapitulatif des résultats RMN *H et RMN **C

oH (_ppm) J (H2) Intég_jration dc (_ppm) Attribution des carbones

- - - 164,6 C-2

6,82 s - 1H 103,9 C-3
- - - 182,8 C-4
- - - 153,0 C-5
- - - 133,3 C-6
- - - 156,3 C-7

7,02s - 1H 94,8 C-8
- - - 152,6 C-9
- - - 106,3 C-10
- - - 123,5 C-1

7,45d 2,4 1H 113,6 Cc-2'
- - 1H 147,3 C-3
- - - 151,8 Cc-4

7,11d 8,8 1H 112,6 C-5'

7,57 dd 8,8;24 1H 119,3 C-6'

3,78s - 3H 60,7 6-OCH3

3,885 - 3H 56,3 4'-OCHs;
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Spectre 1V.4.8.8 : Spectre RMN™C (100 MHz, DMSO-ds, ppm) du composé LIN-9
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Spectre 1V.4.8.9 : Spectre DEPT 135° (100 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9

Le spectre RMN *H (Spectre 1V.4.8.10) indique la présence de deux protons
anomériques, le premier sous forme d’un doublet (J = 7,6 Hz) d’intégration 1H, a 64 = 5,37
ppm (6¢c = 98,4 ppm), dont la valeur de la constante de couplage est en faveur d'une
configuration B, et la valeur du déplacement chimique indique une jonction O-glycosylé. Et le
second sous forme d’un singulet large a 64 = 5,28 ppm (8¢ =100,5 ppm) attribuable au proton
anomeérique d’un groupement rhamnosyl avec une configuration o, le méthyl caractéristique

de ce rhamnose est localisé a 6y = 1,10 ppm (3H, d, J = 6,0 Hz, 6¢ = 18,6 ppm).
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Spectre 1V.4.8.11 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9
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Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.12), le C-7 montre une tache de corrélation
avec le proton anomérique du premier groupement glycosylé, ce qui permet la localisation de
ce sucre sur le C-7, et son carbone anomérique prendra donc la position C-1", la position du

carbone anomérique du rhamnose sera alors C-1".

ol M T l

C-2" | - 8 80

1 (ppm)

T T T Y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Y T
6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 30 25 2.0 15 1.0 0.5

3.5
f2 (ppm)

Spectre 1V.4.8.12 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-9,

étalement

Les autres carbones des deux entités glycosidiques sont attribués grace a une étude
simultanée des spectres COSY (Spectre 1V.4.8.13) et HSQC (Spectre 1V.4.8.14).

Pour le premier sucre :

» le C-2" est localisé a ¢ = 76,5 ppm, grace a la corrélation entre son proton et le
H-1" sur le spectre COSY.

» le C-3" est localisé a ¢ = 78,0 ppm, grace a la corrélation entre son proton et le
H-2" sur le spectre COSY.
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» Le C-4" est plus facilement localisé a 6c = 70,2 ppm grace a la corrélation entre son
proton et le H-5", le carbone de ce dernier est localisé a 6¢c = 77,6 ppm grace a la
corrélation entre son proton et le H-6"a.

» Le DEPT 135° (Spectre 1V.4.8.9) montre clairement que le signal a 6¢c = 61,0 ppm
correspond a un O-CH,, attribué a C-6".

La comparaison des deplacements chimiques des carbones attribués avec ceux de la

littérature [3], indique que ce groupement glycosylé est le glucose.

Les carbones du groupement rhamnosyle sont attribués comme suit :

» Le C-5" est localisé a 6¢c = 69,0 ppm, grace a la corrélation entre son proton et le
CH3-6" sur le spectre COSY.

» Le C-4™ est localisé a d¢c = 72,4 ppm, grace a la corrélation entre son proton et le
H-5" sur le spectre COSY.

» Le C-3" est localisé a 6¢c = 70,8 ppm, gréace a la corrélation entre son proton et le
H-4" sur le spectre COSY.

» Le C-2" est localisé a 6c = 71,0 ppm, grace a la corrélation entre son proton et le
H-3" sur le spectre COSY.
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Le déplacement chimique bas du C-6" a permis d’écarter la possibilité de localiser le
rhamnose dans cette position, cela est confirmé par le spectre HMBC (Spectre 1V.4.8.12) qui
montre une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1"" du rhamnose et le carbone a
dc = 76,5 ppm correspond a C-2" indiquant ainsi la localisation du rhamnose dans cette

position.

L’ensemble de nos données méne a la structure représentée dans la Figure 1V.17

desméthoxycentaureidine-7-O-B-neohesperidoside

Figure IVV.17 : Structure du composé LIN-9

Les données relatives au spectre RMN 'H et *3C de ce composé sont reportée dans le
Tableau IV.13.

Tableau 1V.13 : Les données relatives aux spectres de RMN *H et **C du composé LIN-9

position _dc (ppm) 84 (ppm) _J (Hz) | position  dc (ppm) 84 (ppm) _J (H2)

2 164,6 - - 1" 98,4 537d 7,6
3 103,9 6,82s - 2" 76,5 3,61m -
4 182,8 - - 3" 78,0 3,52m -
5 153,0 - - 4" 70,2 319m -
6 133,3 - - 5" 77,6 347m -
7 156,3 - - 6" 61,0 3,47m -

3,69 m -
8 94,8 7,02s - 1" 100,5 5,28 sl -
9 152,6 - - 2" 71,0 3,70m -
10 106,3 - - 3" 70,8 3,36 m -
1 123,5 - - 4" 72,4 317m -
2 113,6 7,45d 2,4 5" 69,0 3,73m -
3 147,3 - - 6" 18,6 1,10d 6,0
4 151,8 - - 4'-OMe 56,3 3,88s -
5 112,6 7,11d 8,8 6-OMe 60,7 3,78s -
6' 119,3 7,57dd  8,8;24
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Cette molécule est nouvelle nous la reportons pour la premiere fois dans la littérature
sous le nom desméthoxycentaureidine-7-O-B-neohesperidoside, (4',6-diméthoxy-3',5-

dihydroxy-7-O-B-neohesperidoside flavone).
1V.4.9. Elucidation structurale du composé 9 (LIN-10)

Le composé LIN-10 a été obtenu sous forme d’une poudre de couleur jaune. 1l a une
fluorescence noire violette sous la lumiére de Wood indiquant ainsi qu’il s’agit d’une flavone

ou d’un flavonol 3-OR.

L’examen de la série spectrale UV du composé LIN-10 permet de tirer les indications

suivantes :

» le spectre UV enregistré dans le méthanol indique la présence de deux bandes
caractéristiques d’un squelette flavonique, la bande [ a A =341 nmet labande Il a A =
270 nm orientant ainsi vers un squelette de type flavone.

» L’addition du réactif NaOH conduit & un déplacement bathochrome (AL = + 36 nm) de
la bande I avec une diminution de I’intensité par rapport au spectre enregistré dans le
méthanol ce qui prouve la présence d’un OR (R + H) en C-4'. I’absence d’un OH libre
en position 7 est déduite a cause de I’absence d’une nouvelle bande. Cela est confirmé
par I’enregistrement du spectre aprés ajout du NaOAc qui indique I’absence d’un
déplacement bathochrome de la bande Il comparativement a celui enregistré dans le
méthanol, indiquant ainsi la présence d’un OR (R # H) en position 7.

» L’absence d’un déplacement hypsochrome de la bande | par comparaison des deux
spectres enregistrés dans AICI; et AICI;+HCI indique I’absence d’un systéme ortho di
OH sur le cycle B. cela est confirmé par I’absence d’un déplacement bathochrome de
la bande I du spectre enregistré dans le milieu (H3BO3; + NaOAc) par rapport a celui
enregistré dans le méthanol, cette derniere indique aussi I’absence d’un systeme ortho
di-OH sur le cycle A.

» Le deplacement bathochrome de la bande I (AL = +22 nm) du spectre enregistré dans
AICI3+HCI par rapport a celui enregistré dans le méthanol montre la présence d’un

OH en position 5 avec une oxygénation en position 6.

187



Chapitre 1V Résultats et discussion

4 -
B ———

3 -+ = MeOH+NaOH
o M Q MeOH+NaOH +5min|
c [g] c
o [ ©
£ ] £
o o
[ 2]
o o)
(] ()

14 14

0 T T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T 7__7I

250 300 350 400 450 500 250 300 350 400 450 500
L'ongeur d'onde L'ongeur d'onde
5 — 5_
— [\ eOH
— \eOH+AICI3
4 —— MeQH+AICI3+HCl 4 —MeOH
—MeOH+Na0Ac
e OH+NaOAc+H3BO3
3 ) g
S )

absorbance
absorbance

T T T T T T g T T T T T T T g
250 300 250 400 450 500 250 300 350 400 450 500

L'ongeur d'onde L'ongeur d'onde

Spectre 1V.4.9.1 : La série spectrale UV du compose LIN-10

L’examen du spectre RMN'H (Spectre 1V.4.9.2) enregistré dans le DMSO-ds,
indique bien que ce composé a une structure treés similaire a celle du composé LIN-9, il

montre en effet :

» Un singulet d’intégration 1H a é4= 12,96 ppm attribuable au proton d’un OH en
position 5 (OH-5).

» Un doublet de doublet d’intégration 1H, a 64 = 7,55 ppm (J = 8,8 ; 1,2 Hz), attribuable

a H-6".

» Un doublet d’intégration 1H, a oy = 7,47 ppm (J = 1,2 Hz), attribuable au proton
H-2".

» Un doublet d’intégration 1H, a 64 = 7,15 ppm (J = 8,8 Hz), attribuable au proton
H-5".
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» deux singulets d’intégration 1H chacun a éy = 6,95 et 6,78 ppm attribuables a H-3 et

H-8 (car la position C-6 est oxygénée).

» deux singulets d'intégration 3H chacun a 6y = 3,87 et 3,77 ppm, indiquant la présence

de deux groupements méthoxyles.
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Spectre 1V.4.9.2 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, Sppm) du composé LIN-10

Le proton localisé a 64 = 6,78 ppm montre sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.3),

une tache de corrélation avec le carbone du carbonyle C-4 repéré a 6c = 182,7 ppm, ce qui

permet son attribution a H-3, donc I’autre singulet repéré a 64 = 6,95 ppm et celui de H-8. Le

H-3 montre également des corrélations avec les carbones a 6c¢

attribuable a C-2 et C-10, respectivement.

164,8 et 106,4 ppm

La corrélation de H-8 sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.3) avec le C-10 a 6¢c =

106,4 ppm confirme I’attribution de ce dernier. Sur le méme spectre, le H-8 montre des

corrélations avec deux carbones quaternaires oxygeénes, la premicre avec le carbone a d¢ =

152,5 ppm attribuable a C-9, et la seconde avec un carbone plus déblindé a 8¢ = 156,3 ppm

qui ne peut étre que le C-7. Toujours sur le spectre HMBC, le H-8 montre une tache de
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corrélation avec un carbone a 8¢ = 133,5 ppm, ce dernier montre une tache de corrélation sur
le méme spectre avec un méthoxyle (64 = 3,77 ppm, 6¢ = 60,8 ppm) donc ce carbone ne peut
étre que le C-6 et I’oxygénation déduite de I’analyse spectrophotométrique est donc une

méthoxylation de cette position.
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Spectre 1V.4.9.3 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-10,

étalement

L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 1V.4.9.4) confirme les

couplages et les attributions des protons H-5', H-6' et H-2".
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Spectre 1V.4.9.4 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, 6ppm) du composé LIN-10,

étalement

La localisation des carbones C-8, C-3, C-5', C-2' et C-6' est réalisée grace au spectre
HSQC (Spectre 1IV.4.9.5) a6c =94,9; 103,8 ; 112,8 ; 113,7 et 119,3 ppm, respectivement.
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Spectre 1V.4.9.5 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-10

Les corrélations des protons H-5', H-2' et H-6" sur le spectre HMBC (Spectre
1V.4.9.6) ont permis la localisation des autres carbones quaternaires du cycle B comme suit :

» le C-4' est localisé a 6¢c = 151,8 ppm, grace a ses corrélations avec les protons H-5',
H-2' et H-6'. Ce carbone montre une tache de corrélation avec le deuxieme
groupement méthoxylé (64 = 3,87 ppm, ¢ = 56,3 ppm) ce qui permet la localisation
de ce dernier sur cette position.

» Le C-3'est localisé a 8¢ = 147,4 ppm, grace a ses corrélations avec les deux protons
H-5' et H-2'.

» Le C-1'est localisé a 6¢c = 123,4 ppm, grace a sa corrélation avec le proton H-5', cette
attribution est confirmée avec la corrélation entre ce carbone est le H-3.

» Les corrélations des protons H-2' et H-6' avec le C-2 confirment I’attribution de ce

dernier.

Le carbone C-5 est localisé a dc = 153,0 ppm, car c’est le seul carbone quaternaire non

attribué dans la zone des carbones oxygénés de cette flavone.
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Spectre 1V.4.9.6 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-10,

étalement

Le Tableau 1V.14 rassemble les résultats RMN *H et RMN 3C attribués a ce stade de
notre analyse.

Tableau 1V.14 : Tableau récapitulatif des résultats RMN *H et RMN **C

oH (_ppm) J (H2) Intég_jration dc (ppm) Attribution des carbones
- - 1H 164,8 C-2
6,78s - 1H 103,8 C-3
- - - 182,7 C-4
- - - 153,0 C-5
- - - 133,5 C-6
- - - 156,3 C-7
6,955 - 1H 94,9 C-8
- - - 152,5 C-9
- - - 106,4 C-10
- - - 123,4 C-1'
7,47d 1,2 - 113,7 c-2'
- - 1H 147,4 c-3
- - - 151,8 c-4'
7,15d 8,8 1H 112,8 C-5'
7,55 dd 8,8;12 1H 119,3 C-6'
3,77s - 3H 60,8 6-OCH3
3,87s - 3H 56,3 4'-OCHs;
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La comparaison des déplacements chimiques des carbones du composé LIN-10 avec
ceux du composé LIN-9 indique qu’ils possédent la méme structure de I’entité aglycone
(Figure 1V.16).

L’analyse du spectre RMN **C (Spectre 1V.4.9.7) indique la présence de 35 atomes de
carbone, en faisant abstraction des 17 atomes de carbone de la partie aglycone, il apparait
clairement que cette flavone est triglycosylé, et les 18 atomes de carbone restants appartenant
par conséquent a la partie osidique, cette hypothése est confirmée par I’analyse du spectre
RMN H (Spectre 1V.4.9.9), on trouve en effet :

» La présence de deux signaux d’intégration 1H chacun, sous forme de singulet large a
oy = 4,52 et 525 ppm (6¢c = 100,7 et 100,6 ppm) attribuables aux protons
anomériques de deux groupements rhamnosyls de configuration a. Les deux méthyles
situés en position 6 qui caractérisent ces deux groupements rhamnosyls sont localisés
a oy = 1,00 et 1,09 ppm sous forme de deux doublets avec une constante de couplage
de 6 Hz.

» Un signal d’intégration 1H, sous forme d’un doublet a 6 = 5,38 ppm (¢ = 98,5 ppm,
J = 7,6 Hz), dont la valeur de la constante de couplage est en faveur d'une
configuration B, et la valeur du déplacement chimique du carbone anomérique indique
une jonction O-sucre. Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.10), le C-7 montre une
tache de corrélation avec ce proton anomérique, ce qui permet la localisation de ce
sucre en C-7 et ce proton prendra donc la position 1", les deux protons anomériques
des deux rhamnoses localisés a 6y = 4,52 et 5,25 ppm prendront les positions 1™ et

1", respectivement.
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Spectre 1V.4.9.9 : Spectre RMN *H (400 MHz, DMSO-dg, Sppm) du composé LIN-10,

étalement

Grace aux corrélations des trois protons anomériques sur le spectre HSQC (Spectre
1V.4.9.11), les carbones C-1", C- 1™ et C-1"" sont localisés a 6c = 98,5 ; 100,7 et 100,6 ppm,

respectivement.

L attribution des différents carbones des trois sucres est réalisée par une analyse
simultanée des spectres RMN *C (Spectre 1V.4.9.7), HMBC (Spectre 1V.4.9.10) et HSQC
(Spectre 1V.3.9.11), ainsi que par la combinaison des résultats RMN"*C des deux flavonoides
biglycosylés LIA-7 et LIA-9. Sur le spectre HMBC, le méthyl du rhamnose localisé a 6y =
1,00 ppm (0¢ = 18,1 ppm) montre une tache de corrélation avec le carbone a 6¢c = 68,7 ppm,
lui-méme montre sur le méme spectre une tache de corrélation avec le proton anomérique H-
1" (dn = 4,52 ppm) ce qui permet son attribution a C-5", le signal du méthyl est donc attribué
a C-6". Les protons du méthyl montrent une deuxiéme tache de corrélation avec le carbone a
dc = 72,4 ppm attribuable a C-4", de la méme facon le C-5"", C-6"" et C-4™ sont localisés a
dc =69,1;18,5et 72,4 ppm, respectivement.
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Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.10), les deux protons anomériques des
deux rhamnoses montrent des taches de corrélations avec les carbones localisés a 6¢c = 70,8 ;
70,9 ; 70,9 et 71,2 ppm attribuables a C-3"", C-2", C-2"" et C-3", respectivement.

Sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.9.12), le H-1" montre une tache de corrélation
avec le proton a 6y = 3,59 ppm attribuable a H-2", le C-2" est donc localisé grace au spectre
HSQC (Spectre 1V.4.9.11) a 6¢c = 75,9 ppm. Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.10), le
H-2" montre une tache de corrélation avec le carbone a dc = 77,8 ppm attribuable a C-3". Le
C-6" est localisé a 8¢ = 66,1 ppm grace aux corrélations des deux protons H-6a et H-6b sur le
spectre HSQC (Spectre 1V.4.9.11), cette attribution est confirmée par le spectre DEPT 135°
(Spectre 1V.4.9.8) qui indique que ce signal correspond a un CH,, Les deux signaux a ¢ =
76,6 et 70,1 ppm ne peuvent étre attribués qu’a C-5" et C-4", respectivement. La comparaison
des déplacements chimiques de ces carbones avec ceux de la littérature [3] a permet de

déduire que ce groupement glycosidique ne peut étre que le glucose.

Sur le spectre HMBC (Spectre 1V.4.9.10), le H-1" montre une tache de corrélation
avec le C-6" du glucose permettant ainsi la localisation du premier rhamnose sur cette
position. Sur le méme spectre, le H-1"" montre une tache de corrélation avec le C-2" ce qui

permet la localisation du second rhamnose sur cette position.
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Spectre 1V.4.9.12 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-10,

étalement

Les données relatives aux spectres RMN 'H et RMN *C de ce composé sont reportées
dans le Tableau I1V.15.

L'ensemble de ces données ménent a la structure reportée dans la Figure 1V.18.

desméthoxycentaureidine-7-O-a-thamnopyranosyl(1”’=s 2"")-B-rutinoside

Figure 1V.18 : Structure du composé LIN-10
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Tableau 1V.15 : Les données relatives aux spectres RMN *H et **C du composé LIN-10

position ¢ (ppm) oy (ppm) J (H2) position oc oy (ppm) J(H2)
(ppm)

2 164,8 - - 4" 70,12 3,82-3,10 m -
3 103,8 6,78s - 5" 76,61 3,82-3,10 m -
4 182,7 - - 6" 66,08 3,82-3,10 m -
5 153,0 - - 1 100,71 4,52 sl -
6 133,5 - - 2" 70,88 3,82-3,10 m -
7 156,3 - - 3" 71,20 3,82-3,10 m -
8 94,9 6,955 - 4" 72,44 3,82-3,10 m -
9 152,5 - - 5" 68,71 3,82-3,10 m -
1 106,4 - - 6" 18,13 1,00d 6,0
1' 123,4 - - 1 100,58 5,25 sl -
2' 113,7 7,47 d 1,2 2" 70,91 3,82-3,10 m -
3 147 .4 - - 3™ 70,78 3,82-3,10 m -
4 151,8 - - 4" 72,40 3,82-3,10 m -
5' 112,8 7,15d 8,8 5 69,06 3,82-3,10 m -
6' 119,3 7,55 dd 8,8;1,2 6" 18,49 1,09d 6,0
1" 98,5 5,38d 7,6 4'-OMe 56,29 3,87s -
2" 75,9 3,59 m - 6-OMe 60,78 3,77s -
3" 77,8 3,82-3,10 m -

Cette molécule est nouvelle, nous la reportons pour la premiére fois dans la littérature
sous le nom desméthoxycentaureidine-7-O-a-rhamnopyranosyl (1’"’—2"")-B-rutinoside, (4',6-

diméthoxy-3',5-dihydroxy-7-O-a-rhamnopyranosyl(1””’—2"")-p-rutinoside flavone).
I1VV.4.10. Elucidation structurale du composé 10 (LIN-11)

Ce produit a été isolé directement de I’extrait brut sous forme d’un précipité blanc

insoluble dans le méthanol, invisible sous la lumiere UV (A= 254 et 365 nm).

L analyse du spectre RMN *H (Spectre 1V.4.10.1) révéle la présence d’un ensemble
de pics trés dense dans I’intervalle 0,60 ppm a 1,25 ppm, supposant la présence d’un nombre
élevé de groupements méthyles, méthylénes et méthynes. Sur le méme spectre, on remarque
la présence de deux signaux d’intégration 1H chacun, le premier sous forme d’un doublet
large a 6y = 5,33 ppm (J = 4,8 Hz) et le second sous forme d’un multiplet a 64 = 3,48 ppm
caractéristiques respectivement, du proton oléfinique H-6 et du proton H-3 attaché & un
carbone oxygéné d’un g-sitostérol. Cette observation est confirmée par I’examen simultané
des spectres HSQC (Spectre 1V.4.10.2), RMN "C (Spectre 1V.4.10.3) et DEPT 135°
(Spectre 1V.4.10.4) qui indique la présence d'un CH éthylénique a 6¢c = 121,7 ppm et d'un CH
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oxygéné a 6¢ = 77,2 ppm correspondant respectivement, aux carbones C-6 et C-3. Le carbone

¢thylénique quaternaire localisé a d¢ = 140,9 ppm est attribué au carbone C-5.
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Spectre 1V.4.10.4 : Spectre DEPT 135° (100 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-11

Sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.10.5), le H-3 montre des taches de corrélation
avec les deux protons d’un groupement méthyléne a 64 = 2,36 ppm (m) et a oy = 2,13 ppm
(m), attribuables aux protons H-4a et H-4b respectivement, sur le méme spectre ces deux
protons ne montrent aucune autre corrélation ce qui confirme leurs attributions. Le spectre
HSQC (Spectre 1V.4.10.2) confirme bien que ces deux protons sont portés par le méme

atome de carbone (8¢ = 38,8 ppm). Sur le spectre COSY, le H-3 montre une autre tache de
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corrélation avec les deux protons sous forme de multiplet a 4= 1,79 ppm, le spectre HSQC
montre que ces deux protons sont portés par le carbone localisé a 6¢c= 37,3 ppm attribuable
donc a C-2. Toujours par combinaison des deux spectres COSY et HSQC, le C-1 est localisé a

dc= 29,7 ppm, le DEPT 135° indique qu’il s’agit bien d’un méthylene.

Sur le spectre COSY (Spectre 1V.4.10.5), le proton H-6 correle avec les deux protons
dont le signal est a 6y = 1,94 ppm, par combinaison des deux spectres HSQC (Spectre
1V.4.10.2) et le DEPT 135° (Spectre 1V.4.10.4), le carbone de ce méthylene est localisé a
dc = 31,9 ppm, donc ces deux protons sont attribués a H-7a et H-7b. Par combinaison des
deux spectres COSY et HSQC, le C-8 est localisé a 6c= 31,9 ppm.
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Spectre 1V.4.10.5 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-11

Les spectres RMN 'H et RMN **C montrent la présence d'une partie osidique
reconnaissable en premier lieu, sur le spectre proton (Spectre 1V.4.10.1) a un signal sous
forme de doublet a 6y = 4,22 ppm (J = 7,6 Hz), caractéristique du proton anomérique H-1'

d'un sucre de configuration .
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Sur le spectre HSQC (Spectre 1V.4.10.2), le carbone anomérique correspondant est
alors relevé a 6¢ = 101,3 ppm. La valeur du déplacement chimique de ce carbone et celle du
proton anomérique indiquent que cette partie osidique est reliée a lI'aglycone par une liaison
oxygene. Les carbones C-2', C-3', C-4', C-5', C-6' corresponds aux autres atomes de carbones
de cette entité gycosidique sont localiseés a I’aide d’une étude simultanée des spectres COSY
(Spectre 1V.4.10.6), HSQC (Spectre 1V.4.10.2) et RMN **C (Spectre 1V.4.10.3) 4 5¢c= 74,0 ;
77,4 ; 70,6 ; 77,3 et 61,6 ppm respectivement, dont la comparaison de ces déplacements

chimique avec ceux de la littérature [3] indique que cette entité glycosidique est le glucose.
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Spectre 1V.4.10.6 : Spectre COSY (400 MHz, DMSO-dg, 6ppm) du composé LIN-11,

étalement

Cette partie osidique est localisée sur la position 3 du g-sitosterol en se basant sur la
tache de corrélation entre le proton anomeérique et le carbone C-3 sur le spectre HMBC
(Spectre 1V.4.10.7).
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Spectre 1V.4.10.7 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-dg, dppm) du composé LIN-11

L’ensemble des données nous indique que le composé LIA-11 est le le S-sitosterol-3-

O-f-glucopyranoside (daucostérol) [16] (Figure 1V.19).

H
daucostérol

Figure 1V.19 : Structure du composé LIN-11
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La comparaison des déplacements chimiques des spectres RMN *H et RMN *C avec
ceux de la littérature a permis d’attribuer les autres atomes de carbones comme le montre le
Tableau IV.16.

Tableau 1V.16 : Les données relatives aux spectres de RMN *H et **C du composé LIN-11

position oc OH position oc OH

1 29,7 1,63 19 19,6 0,65-1,45
2 37,3 1,79 20 35,9 0,65-1,45
3 77,2 3,48 21 20,2 0,65-1,45
4 38,8 2,36;2,13 22 33,9 0,65-1,45
5 140,9 - 23 28,3 0,65-1,45
6 121,7 5,33 24 45,6 0,65-1,45
7 31,9 1,94 25 29,2 0,65-1,45
8 31,9 1,50 26 19,2 0,65-1,45
9 50,1 0,65-1,45 27 19,4 0,65-1,45
10 36,7 - 28 24,3 0,65-1,45
11 21,1 0,65-1,45 29 12,3 0,65-1,45
12 39,7 0,65-1,45 1' 101,3 4,22
13 42,3 - 2' 74,0 2,87-3,67
14 56,7 0,65-1,45 3 77,4 2,87-3,67
15 23,1 0,65-1,45 4 70,6 2,87-3,67
16 26,0 0,65-1,45 5' 77,2 2,87-3,67
17 55,9 0,65-1,45 6' 61,6 2,87-3,67
18 12,1 0,65-1,45

IVV.5. Résultats des activités biologiques

IV.5.1. Activités biologiques des extraits de L. scarisa
IV.5.1.1. Activité antioxydante (in vitro)

Cing meéthodes ont été utilisees pour évaluer I’activité antioxydante des extraits
dichlorométhane (LIC), acétate d’éthyle (LIA) et n-butanol (LIN) de Linaria scariosa :
DPPH, ABTS, métal chélate, CUPRAC et le pouvoir réducteur.

Les résultats de I’activité antioxydante sont représentés par les pourcentages
d’inhibitions pour chaque concentration de chaque extrait (Tableau 1V.17, Tableau 1V.18 et
Tableau 1V.19), ainsi que par les valeurs de la concentration d’inhibition de 50% (Clsg) pour
les tests du DPPH, ABTS et métal chélate, et par les valeurs qui indiquent 0,50 d’absorbance
(Ao s0) pour les tests CUPRAC et pouvoir réducteur (Tableau 1V.20).
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L’extrait LIA a présenté une meilleure activité inhibitrice du DPPH et du radical
ABTS™ (Clsp = 71,64+1,13 et 22,28+0,54 pg/mL, respectivement), en comparaison avec
I’extrait LIC (Clsp = 187,88+1,47 et 23,01+0,33 pg/mL, respectivement) et I’extrait LIN (Clso
= 292,82+1,05 et 56,89+0,99 pg/mL, respectivement). Cette activité est due a la présence de
molécules polaires a savoir les flavonoides et les polyphénols qui constituent les métabolites
secondaires les plus abondants dans les plantes. L’ activité antioxydante varie en fonction du
taux de ces composés dans chaque extrait et méme par la différence dans leurs structures qui
résulte de la variation des substituants et de la position et du nombre des hydroxyles [17].
Cela explique bien les résultats obtenus dont les quels I’extrait LIA qui a montré I’activite
antiradicalaire la plus intéressante a également montré la teneur la plus élevée en polyphénols
et en flavonoides. Les résultats obtenus de la GC/MS ont montré que I’extrait LIA est le plus
riche en acide cinnamique et ses dérives (12,05%) ce qui explique son activité antiradicalaire
la plus éleveée. toujours avec les résultats de la GC/MS, qui ont montré que les dérivés d’acide
cinnamique contribuent pour 2,13% de la composition chimique totale de I’extrait LIC tandis
que I’extrait LIN est dépourvu de ces dérivés, et ce qui est en bon accord avec les résultats de
I’activité antiradicalaire obtenus [18]. Une autre remarque a attirer notre attention dans le
stade de la séparation et la purification des métabolites secondaires des extraits et qui peut
également expliquée ces résultats, c’est que les profils chromatographiques sur couche mince
ont montré une grande richesse de I’extrait LIA en flavonoides aglycones, en revanche une
grande richesse en flavonoides glycosilés et surtout en iridoides de I’extrait LIN a eté

remarquée.

Le test CUPRAC est basé sur la capacité antioxydante par réduction du cuivre, les
résultats obtenus ont permis de déduire que I’extrait LIA est le meilleur réducteur (Agso =
21,58 +0,77), suivi de l'extrait LIC (Aoso = 31,04+0,52 pg/mL) et en dernier I’extrait LIN
(Aops0 = 62,76 £1,85 ug/mL).

La capacité de réduction peut servir comme indicateur signifiant de [l'activité
antioxydante potentielle. Le test correspond a montré que c’est toujours I’extrait LIA qui a
manifesté I’activité antioxydante la plus puissante (Aoso = 68,31+1,83 ug/mL) en comparant
avec I’extrait LIC (Apso = 136,83+£1,94 ng/mL). L’extrait LIN est le plus faible dont la valeur
de I’Ao 50 est supérieure a 200 pg/mL.
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Chapitre IV Résultats et discussion

Les ions ferreux sont considérés comme l'un des plus efficaces pro-oxydants parce que
I'état ferreux du fer accélere la peroxydation lipidique en décomposant I'hydrogene et les
lipides peroxydes en radicaux libres réactifs. Ces reactions peuvent se produire dans les
cellules et entrainent la génération de radicaux hydroxyles (OH-), sources possibles de stress
oxydatif. Le Tableau 1VV.19 montre les effets chélateurs des trois extraits de L. scariosa sur
des ions ferreux. L’activité de chélation du métal augmente avec I’augmentation de la
concentration des extraits. L'extrait LIC a montré l'activité chélatante des métaux la plus
élevée (Clsp = 154,71+ 1,09 ug/mL) en comparant avec les deux autres extraits qui ont

montré une valeur de Clso supérieure a 800 pug/mL.

Tableau 1V.19 : Activité des extraits de L. scariosa sur les ions chélates

Extraits et métal chelate
standards
12,5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400 ug 800 pg
LIC 30,81+ 1,55 31,69+ 3,19 32,51+ 0,09 43,76+ 1,49 56,24+ 0,97 64,03+ 2,41 77,86+ 2,79
LIA 28,53+ 0,98 29,53+ 0,78 29,41+ 1,07 26,04+ 3,62 29,99+ 3,35 33,39+ 1,25 45,64+ 1,11
LIN 25,86+ 4,14 27,80+ 4,42 29,55+ 1,08 30,84+ 1,68 33,01+ 0,85 29,53+ 1,58 41,12+ 1,45
EDTA 73,00£1,59 73,60£1,20 73,80£1,51 95,78+0,10 95,80£0,06 95,84+0,22 95,8710,06

Le Tableau 1V.20 indique les valeurs des Clsp et Agso des cing tests réalises par
rapport aux valeurs des Clsy des standards. L’activité antioxydante est moins prononcée
comparativement aux standards qui ont montré une activité plus forte que les extraits testés en
montrant des valeurs des Clsy et Aoso plus grande. Mais les résultats obtenus restent

significatifs surtout que les extraits ont montré une grande richesse dans les études réalisées.

Tableau 1VV.20 : valeurs des Clsp et Apso pour chaque extrait et standard

Extraits et standards DPPH (Cls) ABTS (Cls) CUPRAC Pouvoir réducteur (Ags) Meétal chélate (Clso)

(Aoso)
LIC 187,88 1,47 23,01+0,33 31,0420,52 136,83+1,94 154,71+ 109
LIA 71,64+1,13 22,28+0,54 21,58+0,77 68,31+1,83 >200
LIN 292,82+1,05 56,89+0,99 62,76x1,85 >200 >200
BHA 6,14+0,41 1,81+0,10 5,35+0,71 NT NT
BHT 12,99+0,41 1,29+0,30 8,97+3,94 NT NT
EDTA NT NT NT NT 8,80+0,47
Acide ascorbique NT NT NT 6,77+1,15 NT
a- tocophérol NT NT NT 34,93+2,38 NT
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IV.5.1.2. Activité anti-cholinestérase (in vitro)

L’extrait LIC (Clsp = 96,02+0,69 pg /mL) a présenté une activité modérée contre la
BChE par rapport a la galantamine (Clso = 34,75£1,99 ug/mL). Cependant, les deux extraits
LIA et LIN étaient inactifs pour les différentes concentrations (Tableau 1V.21). L’effet
modéré du LIC peut étre lié a sa composition chimique déterminée par analyse GC-MS,
indiquant la présence d'acides gras en particulier les acides a-linolénique (10,59%) et
palmitique (19,97%), Ainsi que la présence de stéerols, y compris le B-sitostérol (12,46%), qui
possedent une forte inhibition de la BChE [19,20].

L’extrait LIN (Clsp = 75,47£3,50 ug /mL) a montré une faible activité contre I’AChE
par rapport a la galantamine (Clsp = 6,27+1,15 pg/mL). Cependant, les deux extraits LIA et
LIN ont montré une trés faible activité dont les valeurs des Cls sont supérieures a 200 pug /mL
(Tableau 1V.22). 1l est a noter que des études similaires sur les extraits de L. reflexa ont
montré que I’extrait acétate d’éthyle a donné I’activité la plus remarquable ce qui a été
expliqué par la présence de la linarine, isolinariine A et B dans sa composition chimique, qui
sont des flavones avec un radical rutinosyl comme partie commune, et qui est connue pour
interagir avec I'enzyme AChE [21]. Cela pourrait expliquer les résultats de I’extrait LIN, qui

contient la pectolinarine, et qui a montré une activité supeérieure a celle de LIC et LIA.

Tableau 1V.21 : Inhibition de la butyrylcholinestérase par les extraits de L. scariosa

Extraits et % inhibition BChE Clso
standard
3,125 pg 6,25 ug 12,5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg
LIC PA 7,83+0,74 22,65+6,67 38,22+0,25 40,20+8,90 53,42+2,10  68,86+0,74 96,02+0,69
LIA PA PA PA PA PA PA PA PA
LIN PA PA PA PA PA PA PA PA
Galenthamine 3,26+0,62 6,93+0,62 24,03+2,94 45,13+2,60 63,87+2,85 73,57+0,77  78,95+0,58 34,75+1,99

Tableau 1V.22 : Inhibition de I’acétylcholinestérase par les extraits de L. scariosa

Extraits et % inhibition AChE Clso
standard
3,125 pg 6,25 Ug 12,5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 ug
LIC PA PA PA PA 5,49+2,09 19,85+4,97 38,82+5,99 >200
LIA PA PA PA PA PA 15,34+1,44 19,73+3,41 >200
LIN 15,15+5,21 26,53+7,28 33,42+2,63 41,90+0,00 42,89+2,41 54,63+1,90 60,73+2,51  75,47+3,50

Galenthamine 35,93+2,28 43,77 +0,00 68,50+0,31 80,69+0,41 85,78+1,63 91,80+0,20 94,77+0,34 6,27+1,15
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1V.5.1.3. Activité antibactérienne (in vitro)

Le potentiel antibactérien des extraits a été évalué en termes de zone d'inhibition de la
croissance bactérienne. Les resultats de I’activité antibactérienne sont présentés dans le
Tableau 1V.23.

Le Tableau 1V.23 montre en effet I'activité antibactérienne des trois extraits a la
concentration de 1000 pg/mL, contre six bactéries : Staphylococcus aureus ATCC 43300
(Gram+), Bacillus subtilis ATCC 6633 (Gram+), Morganella morganii (HS) (Gram-),
Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram-),
Proteus vulgaris (HS) (Gram-), Citrobacter freundii (HS) (Gram-).

L’extrait LIA a inhibé faiblement la croissance de quatre souches bactériennes avec
des diamétres de zone d'inhibition de 7-10 millimetres, (Morganella morganii (9mm),
Staphylococcus aureus (10mm), Bacillus subtilis (9mm), Proteus vulgaris (HS) (7mm)).
L’extrait LIC a inhibé la croissance de Bacillus subtilis avec un diameétre de 10 mm. Alors que
Les résultats montrent que I’extrait LIN n’a pas une activité antibacterienne contre les
bactéries testées.

Ces résultats sont en accord avec ceux observés pour la plupart des especes de Linaria
qui n’ont pas montré un pouvoir antibactérien puissant [2].

Figure 1V.20 : zone d’inhibition de LIA contre Morganella morganii et Staphylococcus
aureus.
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Tableau 1V.23 : L’activité antimicrobienne des extraits de L. scariosa

Microorganismes Diameter de la zone d’inhibition (mm)
Extraits
LIC LIA LIN
Staphylococcus aureus ATCC 43300 - 10 -
Bacillus subtilis ATCC 6633 10 9 -
Morganella morganii (HS) - 9 -

Escherichia coli ATCC 25922 - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - -
Proteus vulgaris (HS) - 7 -
Citrobacter freundii (HS) - - -

IVV.5.2. Activites biologiques des nouveaux composes
IVV.5.2.1. Activité antioxydante (in vitro) du compose LI1A-17

L activité antioxydante du composeé LIA-17 a été mise en évidence en utilisant trois
méthodes (DPPH, CUPRAC et ABTS). Dans les trois tests le composé LIA-17 a montré une
tres faible activité antioxydante en donnant des valeurs de Clso et d’Agso €levées (Tableau
1VV.24). Les résultats des standards sont mentionnés dans les tableaux 1V.17, 1VV.18 et 1V.20

Tableau 1V.24 : inhibition du DPPH, CUPRAC et ABTS du composé LIA-17

Composé LIA-17

Test

11,718 pg 23,437 ug 46,875 ug 93,75 ug 187,5 ug 375 ug 750 pg Clso
DPPH PA 4,20+1,12 11,22+3,49 16,38+0,98 27,27+0,63 55,93+2,94  60,94+1,54 331,73%5,57
11,718 pg 23,437 ug 46,875 ug 93,75 ug 187,5 pug 375 ug 750 pg Aoso

CUPRAC 0,12+0,00 0,14+0,01 0,16+0,02 0,22+0,00 0,35+0,00 0,59+0,01 0,96+0,06  308,46+2,66

ABTS 10,75#1,18  19,56+1,54 22,65+5,09 45,62+0,64 66,49+2,18 88,78+1,54  92,61+1,36 126,360,11

IVV.5.2.2. Activité inhibitrice de 1’ a-glucosidase (in vitro) des composés LIA-17,
LIN-9 et LIN-10

Le composé LIA-17 a montré une activité inhibitrice de 1’ a-glucosidase remarquable
avec une Clsp = 40,86+3,31 pug/mL en comparant avec I’acarbose choisis comme standard
(Clso = 275,43+1,59 ng/mL), mais son activité reste modéré en comparant avec la quercétine
qui a montré une bonne activité inhibitrice de 1’ a-glucosidase en donnant une valeur de Cls
= 4,26+0,24 pg/mL. Une recherche bibliographique a montré que I’antirrhinoside et

I’antirrhide, deux iridoides qui ont une structure similaire au compose LIA-17, ont une bonne
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activité inhibitrice de 1’ a-glucosidase [22], et ce qui en accord avec les résultats trouves. Les

deux nouveaux flavonoides LIN-9 et LIN-10 ont montré un pouvoir inhibiteur de 1’ a-

glucosidase tres faible.

Tableau 1V.25 : inhibition de 1’ a-glucosidase des composés LIA-17, LIN-9 et LIN-10

% d’inhibition

Produits 15,625ug 31,25ug 62,5ug 125ug 250ug 500pg 1000pg Clso (Hg/mL)
LIN-9 25,26+3,11 28,50+3,35  29,01+3,82 36,07+0,24 37,75+1,27 44,34+193 52,59+0,19 834,91+7,03
LIN-10 NA 24,36+3,96  25,12+443  2523+0,66 35,36+2,64 52,13+0,00 58,58+2,12 466,01+5,36
LIA-17 23,437 ug 46,875 ug 93,75 ug 187,5 pg 375 ug 750 pg 1500 pg Clso pg/mL

44,78+0,18 51,96+1,44  57,96%3,76 62,57+0,09 69,79+056 71,66+5,29 72,94+2,94 40,86+3,31
78,125 pg 156,259 312,5ug 625 g 1250 pg 2500 pg 5000u9 Clso pg/mL
Acarbose 27,43+2,18 38,91+3,20  54,86+1,79 67,29+2,63 80,19+1,66 85,54+0,45 91,05+0,72 275,43+1,59
1,953 pg 3,906 pg 7,812 pg 15,6259 31,25ug 62,519 125ug Clso pg/mL
Quercétine  3699+137  4911:054 54343041 61012048 7258019 86,91x0,09  95,98+0,59 4,2620,24

Il est juste a noté que les composés LIA-17, LIN-9 et LIN-10 ont été également testés

pour leur activité anticholinestérase mais les résultats étaient négatifs.
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Conclusion générale

Dans le présent travail, nous avons procédé a I’étude phytochimique et biologique des
parties aériennes d’une espece du genre Linaria : Linaria scariosa Desf., espéce algérienne
saharienne, endémique pour I’Algérie et la Tunisie, appartenant a la famille Scrophulariaceae
et qui n’a jamais fait I’objet d’investigations phytochimiques.

Sur le plan chimiotaxonomique, et en se basant sur les résultats de la GC/MS, la
composition chimique des extraits est en bon accord avec celle des plantes de la famille
Scrophulariaceae, dans laquelle les iridoides et leurs dérivés glycosidiques sont des marqueurs

chimiotaxonomiques.

L'investigation phytochimique réalisée sur L. scariosa a permis d'isoler par diverses
méthodes chromatographiques, 10 composés naturels. L’identification de ces composes a été
réalisée par combinaison de différentes méthodes spectrales a savoir : la spectrophotométrie
UV-Visible, la RMN 1D (*H, **C et DEPT) et 2D (HSQC, HMBC, COSY et NOESY). II

s’agit de quatre iridoides dont un nouveau, cing flavonoides dont deux nouveaux et un stérol :

e LIA-17: 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside

e LIN-4: antirrhinoside

e LIN-1:antirrhide

e LIN-2: linarioside

e LIN-9 : desméthoxycentaureidine-7-O-B-neohesperidoside

e LIN-10 : desméthoxycentaureidine-7-O-a-rhamnopyranosyl(1’’”’—2"")-p-rutinoside
e LIA-22: pectolinarigénine

e LIA-6: hemipholine

e LIN-7: Pectolinarine

e LIN-11 : daucostérol

Ces produits sont isolés pour la premiere fois de I’espéce Linaria scariosa, et le

produit hemipholin est isolé pour la premiére fois du genre Linaria.

Les activités biologiques (antioxydante, antibacterienne et anticholinestérase) étudiées

sur les extraits montrent que I’espéce a un pouvoir antioxydant significatif dans les
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concentrations utilisées expliqué par les teneurs en composes phenoliques et en flavonoides

totaux, elle a également une efficacité pour I’activité anticholinestérase.

L’activité inhibitrice de I’a-glucosidase réalisée sur les trois nouveaux produits
indique que le nouveau iridoides (6-O-trans-cinnamoylantirrinoside) a un effet inhibiteur de
I’a-glucosidase remarquable, ce qui est en accord avec les résultats des recherches

préalablement réalisées sur I’antirrinoside.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

The study was performed on the dichloromethane (DCM), ethyl Received 11 February 2019
acetate (EAc) and n-butanol (Bu) fractions (F) obtained from the Accepted 6 June 2019
80% ethanol extract of Linaria scariosa Desf. aerial parts, collected

in the North Eastern region of Algeria. Remarkable total phenolic =~ KEYWORDS

and flavonoid contents were obtained, mainly for EAcF. These Linaria scariosa Desf;

X . .. .. flavonoids; iridoids;
results were in accordance with the antioxidant activity of EAcF antioxidant activity;
against DPPH, .ABTS,' CQPRAC anc! reducing power .tesfcs.. 'DCMF anticholinesterase activity;
and BuF exhibited significant cholinesterase activity inhibition of antibacterial activity
BChE and AChE. Moreover, EAcF displayed only moderate antibac-
terial activities, especially against S. aureus. The biological results
were correlated to the chemical components, deduced by both
GC-MS analysis of the fractions and the isolation of hemipholin,
pectolinarigenin, antirride, antirrinoside, pectolinarin and linario-
sise, some of which known to exhibit potent effects on the tested
biological activities. The study provides the first biological and
chemical investigation on Linaria scariosa Desf (unresolved name).
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antioxidant antibacterial

DPPH anticholinesterase Staphylococcus aureus

ABTS Bacillus subtilis

CUPRAC Acetylcholinesterase (AChE) Morganella morganii

Reducing power Butyrylcholinesterase (BChE) Escherichia colf

Ferrous ions chelating Pseudomonas aeruginosa
Proteus vulgaris
Citrobacter freundii

1. Introduction

The genus Linaria Mill. is common in the folkloric medicine of different nations for the
use as tonic, anti-scorbutic, laxative, anti-diabetic and diuretic (Cheriet et al. 2015a). It
is known for the presence of iridoids (Bianco et al. 2004; Guiso et al. 2007), and flavo-
noids (Cheriet et al. 2014, 2015a,b) as the major constituents with various biological
activities such as anti-tumor (Tundis et al. 2005), anti-AChE (Loizzo et al. 2007), anti-
inflammatory (Hanfer et al 2017), antioxidant (Hanfer et al. 2016; 2018) and antidia-
betic (Cheriet et al. 2017). In the present study, we examined for the first time the in
vitro antioxidant, anticholinesterase and antibacterial activities of different fractions
obtained from the aerial parts of Linaria scariosa Desf. (unresolved name) (synonyms:
Kickxia dentata (Vahl) D.A. Sutton and Antirrhinum dentatum Vahl.) supported by a
chemical investigation including the isolation and identification of six compounds, the
phenolic and flavonoid contents as well as the GC-MS profile of each fraction with the
detection of various metabolites.

2. Results and discussion

The total phenolic content (TPC) and flavonoid content (TFC) in DCM, EAc and Bu frac-
tions were determined by Folin-Ciocalteu reagent and expressed as gallic acid (GAE)
and quercetin (QE) equivalents, respectively. Ethyl acetate fraction (EAcF) showed the
highest TPC (143.6+0.002pug GAE/mg extract) and TFC (30.19+0.006 ng QE/mg
extract), followed by butanol fraction (BuF) (99.14+0.03 g GAE/mg extract and
26.39+0.01 pg QE/mg extract, respectively) and dichloromethane fraction (DCMF)
(81.64 +0.01 pg GAE/mg extract and 14.98 +0.01 pg QE/mg extract, respectively). Based
on the known ability of phenolic and other primary and secondary metabolites to act
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Table 1. Antioxidant evaluation (ICso in pg/mL and Agso values®) of the tested fractions from L.
scariosa and of standard compounds (BHA, BHT, EDTA, ascorbic acid and a-tocopherol).

Fractions standards ~ DPPH (ICsp)  ABTS (ICsg) CUPRAC (Agse) Reducing power (Agso)  Metal chelating (ICsp)

DCMF 187.88+1.47 23.01+£0.33 31.04+£0.52 136.83 £ 1.94 154.71 £1.09
EAcF 71.64+1.13 22.28+0.54 21.58+0.77 68.31+1.83 >800
BuF 292.82+1.05 56.89+0.99 62.76 £1.85 >200 >800
BHA 6.14+0.41 1.81+£0.10 5.35+0.71 - -
BHT? 12.99+0.41 1.29+£0.30 8.97+3.94 - -
EDTA - - - - 8.80+0.47
Ascorbic acid - - - 6.77 +1.15 -
a-tocopherol - - - 34.93+2.38 -

%ICso and Agso values represent the means + SEM of three parallel measurements (p < 0.05).

Table 2. Inhibition of electric eel acetylcholinesterase (AChE), and equine serum butyrylcholines-
terase (BChE) and ICs, values (ug/mL) by L. scariosa fractions.

% inhibition AChE

fractions

standard 200 pg 100 pg 50 ug 25 ug 12.5 png 6.25 g 3.125 pg 1Cso
DCMF 38.82+5.99 38.82+599 5.49+2.09 NA NA NA NA >200
EAcF 19.73+£3.41 19.73+3.41 NA NA NA NA NA >200
BuF 60.73 £2.51 60.73+2.51 42.89+2.41 41.90+£0.00 33.42+2.63 26.53+7.28 15.15+£5.21 75.47 +£3.50

Galantamine 94.77 £0.34 94.77 +0.34 85.78+1.63 80.69+0.41 68.50+0.31 43.77+0.00 35.93+2.28 6.27+1.15
% inhibition BChE

DCMF 68.86+0.74 53.42+2.10 40.20+8.90 38.22+0.25 22.65+6.67 7.83%0.74 NA 96.02 +0.69
EAcF NA NA NA NA NA NA NA NA
BuF NA NA NA NA NA NA NA NA

Galantamine 78.95+0.58 73.57+0.77 63.87+2.85 45.13+2.60 24.03+294 6.93+0.62 3.26+0.62 34.75+1.99
Values expressed are means + S.E.M. of three parallel measurements (p < 0.05). NA = not active.

as antioxidants, these data correlate quite properly with the antioxidant activity of the
studied fractions (Table 1). EAcF displayed the highest activity against CUPRAC and
ABTS, while moderate activity was observed in its reducing power evaluation and
DPPH tests (Table 1). Detailed inhibition assays of DPPH, ABTS, CUPRAC and reducing
power (Table S1), and of metal chelating (Table S2) have been also provided for the
L. scariosa fractions at different weight values.

The fractions were screened for their inhibition of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) enzymes, related to galantamine, a drug used for the
treatment of Alzheimer’s disease and other cognitive impairments (Table 2). The most
interesting anti-AChE data were obtained for BuF. It is notable that similar studies on
L. reflexa extracts showed instead the most remarkable activity for EAcF, containing
linarin, isolinariin A and B, flavones with rutinose moiety as common part which is
known to interact with AChE enzyme (Loizzo et al. 2007). This could explain why the
BuF, which contains pectolinarin, exhibited a higher activity compared with EAc and
DCM fractions. While EAc and Bu fractions resulted inactive against BChE at all tested
concentrations, the moderate effect of DCMF can be related to its chemical compos-
ition determined by GC-MS analysis (Table S4), indicating the presence of fatty acids
particularly a-linolenic (10.59%) and palmitic (19.97%) acids, known being good BChE
inhibitors (éztUrk et al. 2014) and of sterols including f-sitosterol (12.46%) which pos-
sesses strong AChE inhibition (Ayaz et al. 2017).

In the evaluation on a series of pathogenic bacteria strain, BuF displayed no activ-
ity, only a moderate inhibition was observed both for EAcF against Morganella morga-
nii, S. aureus, Bacillus subtilis and Proteus vulgaris, and for against B. subtilis (Table S3).
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Figure 1. Chemical structures of the isolated and identified metabolites 1-6 (Cheriet et al. 2015a).

These results are in agreement with the behaviour observed for most Linaria species
(Cheriet et al. 2015a).

Six pure metabolites were isolated and identified by NMR and MS analyses, in com-
parison with reported data. They were hemipholin (1) (Chen et al. 2015) and pectoli-
narigenin (2) (Cheriet et al. 2014) from EAcF, antirrhide (3), antirrhinoside (4) (Hanfer
et al. 2017), pectolinarin (5) (Cheriet et al. 2017) and linarioside (6) (Bianco et al. 2004)
from BuF. Notably, this is the first report deals with the isolation of hemipholin from
the Plantaginaceae family and the first C-glycosylated flavonoid in the genera Linaria
Mill., Kickxia and Antirrhinum. Also a high similarity was observed in comparison with
the chemical composition of some Kickxia like Kickxia spuria (Venditti et al. 2018) and
Antirrhinum like Antirrhinum majus (Drehse Hagedal and Mglgaard 2000).

The phytochemical screening by GC-MS analysis allowed to identify a wide series of
molecules present in the three factions, reported in Tables S4-S6.

3. Conclusion

In this study, we report for the first time the antioxidant, anticholinesterase and anti-
bacterial activities of Linaria scariosa extracts, relating them to the chemical profile
established by total phenolic and flavonoid contents, by GC-MS analysis of EAc, DCM
and Bu fractions, and isolation of pure metabolites. These preliminary data are promis-
ing for further studies.
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Résumé

Une recherche bibliographique sur le genre Linaria (Scrophulariaceae) montre que celui-ci est
réputé pour accumuler une diversité de métabolites secondaires, en particulier les iridoides et

les flavonoides, molécules connues pour leurs activités biologiques diverses.

Dans ce travail, notre intérét a porté sur I'étude phytochimique et biologique d’une espéce
algérienne, Linaria scariosa (Scrophulariaceae). L’ endémisme de cette espece pour I’ Algérie
et la Tunisies nous a encourages a entamer ce travail, surtout que cette plante n’a jamais éeté
étudiée.

L’étude a débuté par I’évaluation de la composition chimique par GC/MS qui a montré une

richesse en iridoides, ce qui est tout a fait en accord avec la chimiotaxonomie de la famille

Scrophulariaceae.

Les différentes méthodes chromatographiques de séparation utilisées dans notre recherche ont
permis d'isoler, a partir des extraits acétate d’éthyle et n-butanol, 10 composés : quatre
iridoides, cing flavonoides et un stérol. Parmi les composes isolés, un nouveau iridoide
nommeé 6-O-trans-cinnamoylantirrinoside, et deux nouveaux flavonoides nommés
desméthoxycentaureidine-7-O-B-neohesperidoside et  desméthoxycentauriedine-7-O-a-

rhamnopyranosyl(1””’—2"’)-f-rutinoside.

L'élucidation structurale des composés isolés a eté réalisée grace a I'analyse des spectres UV-
Visible, RMN 1D (*H, *3C et DEPT) et 2D (HSQC, HMBC, COSY et NOESY) et par la

comparaison avec les données de la littérature.

Les tests des activités biologiques : antioxydante (in vitro), anticholinestérase (in vitro), et
antibactérienne (in vitro) réalisés sur les extraits, montrent que I’espece présentent une activité

antioxydante et anticholinestérase remarquable.

L’activité inhibitrice de I’a-glucosidase réalisée sur les trois nouveaux produits indique que le

nouveau iridoides a un effet inhibiteur de I’a-glucosidase remarquable.

Mots clés : Linaria scariosa Desf., étude phytochimique, iridoides, antioxydante,

anticholinestérase, antibactérienne, a-glucosidase.



Abstract

A bibliographic search on the genus Linaria (Scrophulariaceae) shows that this genus is
reputed to accumulate a diversity of secondary metabolites, in particular iridoids and

flavonoids, molecules known for their various biological activities.

In this work, our interest focused on the phytochemical and biological study of an Algerian
species, Linaria scariosa (Scrophulariaceae). The endemism of this specie for Algeria and
Tunisia has encouraged us to start this work, especially since this plant has never been
studied.

The study began with the evaluation of the chemical composition by GC / MS which showed
a richness in iridoids, which is in good agreement with the chemotaxonomy of the family

Scrophulariaceae.

The various chromatographic separation methods used in our experiment made it possible to
isolate, from the ethyl acetate and n-butanol extracts, 10 compounds : four iridoids, five
flavonoids and one sterol. Among the isolated compounds, one new iridoid named 6-O-trans-
cinnamoylantirrinoside, and two new flavonoids named desmethoxycentauriedin-7-O-f-
neohesperidoside and desmethoxycentauriedin-7-O-a-rhamnopyranosyl(1””’—2"")-B-

rutinoside.

The structural elucidation of the isolated compounds was carried out by analyzing the UV-
Visible, NMR1D (*H, *C and DEPT) and 2D (HSQC, HMBC, COSY and NOESY) spectra
and comparing with the data of the literature.

The biological activity tests: antioxidant (in vitro), anticholinesterase (in vitro), and
antibacterial (in vitro) performed on the extracts, show that the species exhibit remarkable
antioxidant and anticholinesterase activity.

The inhibitory activity of a-glucosidase performed on the three new products indicates that
the new iridoids has a remarkable inhibitory effect on a-glucosidase.

Key words: Linaria scariosa Desf.,, Phytochemical study, iridoids, antioxidant,

anticholinesterase, antibacterial, a-glucosidase.
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