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Introduction générale

Au début de I’humanité les plantes faisaient partie de 1’alimentation de I’homme, qui découvrit
plus tét que ces plantes pouvaient soulager ou guérir un certain nombre de maux (lgoli et al.,
2004).

Les plantes médicinales ont été utilisées comme sources de médicaments dans pratiquement
toutes les cultures. Un grand nombre d'entre elles sont utilisées sans effets secondaires par
rapport aux médicaments synthétiques. Chaque plante, qu'il s'agisse d'arbustes, d'herbes ou
d'algues, a sa propre utilisation dans les domaines pharmaceutique, médicinal, agricole,
industriel, etc (Bekele et al., 2015).

Aujourd’hui, et malgré les progres réalisés en médecine, plusieurs populations ont recours aux
plantes pour se soigner, soit par inaccessibilité aux médicaments prescrits par la médecine
moderne, soit parce gque ces plantes ont donné des résultats thérapeutiques tres encourageants
et a moindre effets secondaires remarqués lors de leur utilisation, soit parce qu’elles sont moins

agressives et moins nocives pour I’organisme (Braithwaite et al., 2014).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples, ils sont utilisés dans
I’alimentation, la cosmétologie et la pharmacologie. Les médicaments d’origine végétale sont
plus en plus présent dans les pharmacies, ceci grace a leur valorisation par la recherche
scientifique (Davidson-Hunt, 2000).

On estime qu’environ 80 % de la population mondiale a recours a la médecine traditionnelle.
A ce jour, 170 des 194 Etats Membres de I’OMS déclarent utiliser la médecine traditionnelle
et leurs gouvernements ont demandé I’aide de I’OMS afin de constituer un corpus de preuves

et de données fiables sur les pratiques et les produits de la médecine traditionnelle [1].

La recherche de nouvelles molécules pharmacologiquement actives via le screening de sources
naturelles a permis la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a

jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies (Gurib-Fakim, 2006).

Les chimistes du XIX siécle firent de la phytothérapie un pas géant par les découvertes des
véritables principes actifs. Depuis quatre-vingts ans, les progreés de la chimie d'extraction et la
chimie de synthése on permet d'obtenir les principes actifs a I'état pur. 1l y a environ pres de
240 000 & 300 000 espéces de plantes a fleurs sur terre (Diallo et Schlee, 2000). Moins de 10%
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de ces especes auraient été étudiées scientifiquement pour leurs propriétés pharmacologiques
(Anthony et al., 2005).

L’ Algérie posséde une richesse floristique considérable. On compte environ 4000 espéces de
plantes dont 15% sont endémiques (Quezel et Santa., 1962 et 1963). Ce potentiel de plantes
médicinales comporte des milliers d’espéces présentant divers intéréts et constitue un axe de

recherche scientifique, plus particulierement dans le domaine des substances naturelles.

La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit conduire notamment a la mise au
point de médicaments a base de plantes. Maintenant, il a été estimé que les principes actifs
provenant des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120

composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes (Pousset et al., 1989).

L’endémisme et I'utilisation éventuelle en médecine traditionnelle demeurent nos critéres

principaux de sélection de plantes en vue d’une investigation chimique.

Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique et biologique sur les
plantes médicinales dans le cadre du programme de recherche lancé par le Laboratoire
d’Obtention de Substances Thérapeutique (L.O.S.T). Nous nous sommes intéressés a 1’étude
de deux especes médicinales, Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) de la famille des Primulaceae
et Arenaria cerastioides (Poir.) de la famille des Caryophyllaceae.
Ce manuscrit est divisé en trois parties :
e La premicre partie est consacrée a 1’étude bibliographique qui résume les principales
caractéristiques, la répartition geographique et les usages traditionnels des genres
Anagallis (Primulaceae) et Arenaria (Caryophyllaceae), ainsi que les métabolites

secondaires extraits des especes appartenant a ces deux genres.

e La deuxieme partie décrit le matériel utilisé, préparation de 1’extrait brut hydro-
alcoolique, I’extraction et purification des molécules des deux espéces Anagallis

monelli (Primulaceae) et Arenaria cerastioides.

e La troisieme partie concerne I’identification des produits isolés de chacune des especes
étudiées par des méthodes spectroscopiques RMN 1D (*H et 13C) et 2D (COSY, HSQC,
HMBC, TOCSY et ROESY), de spectrométrie de masse haute résolution (HR-ESI-
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MS), de mesure des pouvoirs rotatoires [a]° et par la comparaison avec les données de
la littérature. Ainsi que la discussion des résultats obtenus de I’activité antioxydante
réalisés sur I’extrait BUOH des deux plantes
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Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre

Anagallis L.



Partie I. Revue bibliographique Chapitre 1 : Apercu bibliographique sur le genre Anagallis L.

1.1.1. Introduction sur la famille des Primulaceae

Les Primulaceae sont une grande famille d'herbe des régions tempérées comprenant un grand
nombre de plantes ornementales et autant d'adventices, elles sont représentées a I'échelle
mondiale par 74 genres et 1 000 especes. Cette famille cosmopolite est surtout bien focalisée
dans les régions tempérées de I'hémisphere Nord (Figure 1) et particuliérement riche sur le
pourtour méditerranéen, Asie et sous les tropiques, elle est limitée aux secteurs montagneux
daltitude (Qiming., 1994). En algérie on compte 22 genres et 69 espéces (Quezel et santa.,
1963).

Figure 1 : Carte de I'némisphére nord terrestre (en jaune) [2]

La famille des Primulaceae est lI'une des principales familles d'angiospermes dicotylédones
(Yankova-Tsvetkova et al., 2021), elle est divisée en cing tribus : les Primuleae, Cyclamineae,

Lysimachieae, Samoleae et les Corideae (Figure 2).

- Les Primuleae : Cette tribu est connue dans la zone tempérée Nord, les Pyrénées, les
Alpes, les Carpates, les montagnes de I'Asie Mineure, le Caucase, I'Himalaya et les
montagnes de la Chine. Elles ont un ovaire supére, une préfloraison imbriquée et le fruit
est une capsule a déhiscence valvaire. Elle comprend les genres Primula, Androsace,
Soldanella, Hottonia et Dodecatheon.

- Les Cyclamineae ont un ovaire supére, des pétales réfléchis, des tubercules, et le fruit
est une capsule a déhiscence valvaire. Le genre principal est Cyclamen.

- Les Lysimachieae ont un ovaire supére, une préefloraison contortée, et le fruit est une
pyxide ou une capsule a dehiscence valvaire. Les genres principaux sont Lysimachia,
peut-étre le plus primitif des genres actuels, Trientalis et Anagallis.

- Les Samoleae ont un ovaire semi-infere, et comprennent le genre Samolus.
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- Les Corideae ont un calice épineux et des fleurs irréguliéres, et comprennent le

genre Coris.

Primula elatior Cyclamen balearicum Lysimachia minoricensis

Samolus valerand Coris hispanica

Figure 2 : Les tribus de la famille des Primulaceae (Castroviejo, 1997)
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1.1.2. Utilisation en médecine traditionnelle

Plusieurs espéces de la famille des Primulaceae sont largement utilisées par de nombreuses
communautés ethniques comme médecine traditionnelle a travers le monde. Tandis que le plus
grand nombre de plantes de la famille est utilisé en médecine traditionnelle chinoise (Jia et al.,
1994a).

Les études phytochimiques de plantes de cette famille indiquent qu’elles contiennent
essentiellement les saponines et les flavonoides (Colombo et al., 2017), les benzénoides, les
phénylpropanoides et les composés azotés. Ces métabolites sont responsables de propriétés
antivirales, anti-

anticancéreuses, antibactériennes,

inflammatoires (Akbar, 2020 : Awina, 2014 ; Wtodarczyk et al., 2020), comme 1’indique le

antifongiques, anti-oxydantes et

tableau 1.

Tableau 1 : Propriétés pharmacologiques de certaines espéces de la famille des Primulaceae

Nom de la plante Partie  Propriétés Référence
utilisee
Ardisia crenata Racine Inhibition de I'AMPc phosphodiestérase (Jiaetal., 1994a)
Plante = Vasorelaxante (Zaima et al., 2013)
entiere
Fleur  Inhibition catalytique de la topoisomérase Il (Newell et al., 2010)
Ardisia crispa Plante = Antimétastatique (Kang et al., 2001)
entiere
Racine = Anti-inflammatoire et anti-hyperalgésique (Roslida et al., 2008)
Antitumorale (Roslida et al., 2011)
Chimioprophylaxie (Roslida et al., 2013)
Cyclamen coum Plante  Antibactérienne (Sabooraet al., 2019)
entiére Antimicrobienne (Calis et al., 1997)
Lysimachia candida = Plante  Hypertension, diabete sucré de type 2,
N inflammation, maladies cardiovasculaires, (Balkau et al., 2007)
entiere
cancer et arthrose
Primula veris Plante = Sécrétolytique, expectorante, anti- (Baczek et al., 2017)
N inflammatoire, diurétique, antimicrobienne,
entiere : . .
antifongique et sédative
Primula denticulata =~ Fleur  Diabéte et troubles urinaires (Singh et al., 2014)
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1.1.3. Le genre Anagallis L.
Le genre Anagallis regroupe environ 28 espéces bisannuelles ou vivaces, présentes sur une

vaste zone couvrant fortement a Madagascar, en Europe, en Afrique du Nord, moyennement en
Asie Tempérée et I'Amérique du Sud (Figure 3) (Manns & Anderberg, 2011).

Le terme Anagallis vient du grec anagélein, qui signifie rire aux éclats, car les anciens lui
attribuaient des propriétés hilarantes. Cette plante a plusieurs synonymes, comme le “mouron
frustescent”. Les Anglais I’appellent “Blue Pimpernel”. Les deux espeéces les plus fréquentes
sont Anagallis arvensis L. et Anagallis foemina Mill. Les deux espéces, communément
appelées "murajes” ou "pasmobelarra” sont utilisées dans la province de Navarre (Espagne)

pour leurs propriétés cicatrisantes en ethnomédecine et vétérinaire (Akerreta et al., 2007, 2010).

Figure 3 : Carte géographique du genre Anagallis [2]

Les caractérisations de genre Anagallis « Blue Pimpernel » (Figure 4) (Castroviejo et al., 1997).
Herbes annuelles ou bisannuelles. Tiges 4-60 (-80) cm, quadrangulaires, ascendantes. Feuilles
opposées, assises, de 7,5-20 x 5-12 mm, ovales a elliptiques, glanduleuses. Fleurs a l'aisselle
des feuilles supérieures. Pédicelles 12-28 mm, opposés, géneralement plus longs que les
feuilles, recourbés en fructification. Lobes du calicede 3,2-53 mm, lancéolés, a
bord scarieux . Lobes de la corolle 2,3-6,5 x 1,6-5 mm, ovales, entiers ou irrégulierement dentés
ou crénelés, bleus ou rouges, avec de nombreux poils glandulaires marginaux et 3-4
cellules. Etamines 1,1-2,2 mm. Modeles 22,7 mm. Capsule 2,7-5 mm. 2n = 40. Fleurs de

février- juin (Castroviejo et al., 1997).
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Figure 4 : Anagallis arvensis : a) fragment de tige avec feuilles et fleurs ; b) pétale.

c) port ; d) feuille ; e) fleur ; f) pétale ; g) fruit avec calice et pedicelle

1.1.4. Les especes du genre Anagallis L.

En Algérie, le genre Anagallis compte une dizaine entre éspeces et sous éspéces qui sont
(Quezel et santa., 1963) :

A. arvensis L.

A. monelli L.

A. arvensis. ssp. latifolia (L.) Br. Bl. et M.

A. arvensis. ssp. parviflora (Hoffm. et Link).

A. arvensis. ssp. platyphylla (Bando) Batt.
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- A. arvensis ssp. phoenicea (Goué.In)Vollus.
- A. repens pomel.

- A. tenella L.

- A. crassifolia (Thore)

- A. monelli. ssp. collina (Schousb.) M.

- A. monelli. ssp. linifolia (L.) M.

1.1.5. Classification systématique

Le genre Anagallis appartient la famille des Primulaceae,selon la classification classique, ou

des Myrsinaceae, selon la classification phylogénétique (Tableau 2) (Manns & Anderberg,
2009).

Tableau 2 : la classification classique et classification phylogénétique du genre Anagallis

Classification classique

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae
Ordre Primulales
Famille Primulaceae
Genre Anagallis

Classification phylogénétique

Ordre Ericales

Famille Myrsinaceae

1.1.6. Utilisation en medecine traditionnelle du genre Anagallis L.

L'importance des plantes médicinales pour I'état d'esprit des individus et des populations ne
peut étre ignorée. Les plantes a importance thérapeutique sont composées de substances qui
exercent une vive activité physiologique sur le corps humain et peuvent jouer un réle essentiel

dans la guérison des maladies.

Le genre Anagallis a plusieurs noms (mouron frutescent et Blue Pimpernel) et (chari sebane)
en Arab (Gairola et al., 2010) et contient des plantes médicinales reconnues dans la médecine

traditionnelle par ses propriétés thérapeutiques. Les naturopathes conventionnels de la province
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du Punjab (Pakistan) font un usage trivial d'Anagallis arvensis L. (Primulaceae) pour soigner
la diarrhee, la constipation, I'asthme ainsi que I'hypertension (Saqib et al., 2021). A Taiwan,
I'nerbe entiére d'Anagallis arvensis est utilisée pour traiter les problémes de foie et en Italie, a
été utilisé dans les pratiques vétérinaires pour soigner les mastites, en raison de ses puissantes
propriétés anti-inflammatoires et propriétés emollientes (Gairola et al., 2010). En Inde, la plante
entiere d'Anagallis arvensis est utilisée comme sédatif, stimulant et antiasthmatique chez les
bovins, il est intéressant de noter que I'Anagallis arvensis figurait parmi 4 plantes pour traiter
la conjonctivite. Dans les zones rurales du Népal, cette plante est utilisée comme un agent
pesticide, tandis que la plante entiére est utilisée pour I’empoisonnement des poissons. Elles
servent a la fabrication de pommade pour guérir les blessures des mains (Gairola et al., 2010).
En revanche, les graines du genre Anagallis sont employées comme sudorifique en cas de rage.
De plus, elle est considérée comme un remede performant pour le traitement des infections
externes telles que les plaies et les boutons infectés. Dans certains cas, une infusion est préparéee
avec les plantes pour prévenir les infections internes ou systémiques, bien que, ils sont

populairement connus (Lopez et al., 2011).

1.1.7. Activités biologiques du genre Anagallis L.
1.1.7.1. Activité antioxydante

Par la réduction du radical libre DPPH (2,2'-diphényle-1-picryl hydrazyl) :

L'essai de piégeage du DPPH le plus fréquent et le plus immédiat est basé sur la tendance des
antioxydants végétaux (donneur d'ions H*) a atténuer les radicaux libres violets du DPPH et a
produire un produit jaune piégé a 517nm (Moon & Shibamoto, 2009). Le principe est expliqué

en partie expérimentale.

Test : Le potentiel de piégeage des radicaux libres DPPH (%) a été évalué selon la méthode de
(Brand-Williams et al., 1995) avec des modifications mineures. Environ 1 mL de BHT
(standard) ou d'extraits de plantes (Anagallis arvensis) a différentes concentrations (20 a 100
uL) ont été mélangés avec 3mL de solution de DPPH (0,004% préparée dans du méthanol)
pendant 1 h. L'absorbance des radicaux piégés résultants a été calculée a partir des résultats de
I'analyse. L'absorbance du produit jaune piégé résultant a été mesurée (a 517 nm) et les valeurs

de piégeage ont été calculees par la formule suivante :

10
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Ou A: et Ac sont les absorbances de I'échantillon (traitements) et du témoin a 517 nm,
respectivement. La Clsp (concentration inhibitrice de 50 %) du DPPH a été mesurée en tragant

I'activité de piégeage en ordonnée et la concentration des extraits végétaux en abscisse.

Le potentiel de piégeage des radicaux dans les extraits AgM (aqua-méthanol) et AgA (aqua-
acetone) de A. arvensis a montré une relation dose-dépendante (Figure 5) avec une différence
significative (p < 0,05). L'activité de piéger les radicaux libres du DPPH (%) a une
concentration de 100 ug/mL était de 65,06 1,87 et 96,75 + 1,00 dans AgM, tandis que 50,19
+ 1,64 et 96,75+ 1,00 dans AgA pour A. arvensis et BHT, respectivement (Figure 5). Le DPPH
ICs0 (ug/mL) était de 69,86 et 1,21 dans AgM, tandis que 104,05 et 1,21 dans AqA pour A.
arvensis et BHT (standard), respectivement (Saxena, et al., 2021).

Figure 5 : Activité de piégeage du DPPH (%) dans les extraits AgM et AgA de A. arvensis a
différentes concentrations. Les lettres en exposant indiquent une différence significative

(p <0,05)

Par la réduction du fer « FRAP » (Ferric reducing-antioxidant power) :

Le test du pouvoir réducteur explique la capacité des antioxydants (réducteurs) de la
plante & réduire le complexe jaune Fe**-TPTZ (ferrique tripyridyl triazine) en complexe bleu
Fe?*-TPTZ. L'intensité de la couleur bleue & 593 nm explique plus de pouvoir réducteur de

I'extrait végétal (Huang et al., 2005).

Test : Le pouvoir réducteur ferrique de I'extrait végétal a été déterminé par la méthode modifiée
de (Benzie & Strain, 1996). Pré-incubé a 37 °C, le réactif FRAP frais (300 mM tampon de

11
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sodium, pH 3.6 ; 10 mM TPTZ dans 40 mM HCI et 20 mM FeCls) a été mis en réaction avec 1
mL d'extraits de plantes de différentes concentrations (20 a 100uL) pendant 30 minutes a 37
°C. L'absorbance a 593 nm du produit bleu résultant (Fe?*-TPTZ) a été mesurée. L'absorbance
4593 nm du produit bleu résultant (complexe Fe?*-TPTZ) a été mesurée et le pouvoir réducteur

a été calculé en pg d'équivalent trolox (TE) par mg extrait.

Le pouvoir antioxydant réducteur de l'ion fer (III) (ug TE/mg d'extrait) augmente avec
l'augmentation des concentrations (Figure 6) & un niveau significatif (p < 0,05). A la plus forte
concentration (100 pg/mL), le pouvoir réducteur (ug TE/mg d'extrait) de A. arvensis était de
73,82 +1,21 et de 14,26 £ 0,80 dans les extraits aqua-méthanol et aqua-acétone, respectivement
(Saxena, et al., 2021).

Figure 6 : Pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) (ug TE/mg d'extrait) dans les
extraits aqua-méthanol (AgM) et aqua-acétone (AgA) de A. arvensis a différentes

concentrations. Les lettres en exposant indiquent une différence significative (p < 0,05).

1.1.7.2. Activité anti-inflammatoire

Anagallis arvensis a été signalé comme possedant une activité anti-inflammatoire.
L'indométacine, un médicament analgésique et anti-inflammatoire, a été utilisée comme
standard pour l'inhibition de la COX-1 et pour le contr6le de l'inhibition de la COX-2, on a
utilisé le nimesulide qui a une sélectivité contre COX-2. L'extrait méthanolique de A. arvensis
a démontré une inhibition de la cyclooxygénase a une concentration significative et a réduit la
synthése de prostaglandine ; cependant, I'extrait sous forme aqueuse n'était actif qu'a une
concentration égale a 1mg/mL. Cependant, I'indométhacine (5 uM) avait le potentiel de
minimiser la synthese des prostaglandines a un niveau de 42% et la méme chose pour le
nimesulide (200 puM) méme pour le nimésulide (200 uM) qui avait 47% de capacité a réduire
la synthése des prostaglandines. Les saponines et les flavonoides sont les constituants

12
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responsables du potentiel anti-inflammatoire de la plante Anagallis arvensis (Lopez et al.,
2011).

1.1.7.3. Activité anti-leishmanienne

L'extrait alcoolique de la plante entiere Anagallis arvensis est efficace pour I'activité anti-
leishmania (ICso < 0,125 ug/mL, SI > 128). Le test a été confirmé en utilisant la référence de
maesabalides, au méme point, la référence et I'extrait végétal ont montré une tache violette
(Vermeersch et al., 2009).

1.1.7.4. Activité antimicrobienne

L'extrait méthanolique d'Anagallis arvensis a été évalué pour ses propriétés antimicrobiennes.
L'activité antibactérienne a été déterminée en utilisant le standard de la streptomycine contre
quatre bactéries différentes qui sont Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtilis avec leurs références ATCC 11775, ATCC 12600, ATCC 9027
et ATCC 6051, respectivement. L'ensemble du protocole a été réalisé en triplicata. La
concentration minimale inhibitrice d'un champignon et de quatre bactéries a été calculée pour
tous les extraits individuellement. La croissance de deux bactéries E. coli et B. subtilis a été
inhibée par I'extrait méthanolique de A. arvensis. Les saponines semblent jouer un role en tant
que constituant antimicrobien, car elles peuvent endommager les cellules (Lopez et al., 2011).
Une activité significative a été enregistrée pour I'extrait éthanolique d'Anagallis arvensis contre

P. vulgaris qui est un bacille gram-négatif (Ali-Shtayeh et al., 1998)

1.1.8. Métabolites isolés du genre Anagallis L.

1.1.8.1. Triterpénes et stérols
Les triterpénes forment un grand groupe de substances naturelles avec des
structures cycliques relativement complexes constituées d'un squelette carboné basé sur six
unités d'isoprene (Figure 7). En revanche, les stérols posseédent une chaine latérale de 8 atomes
de carbone ou plus attachée au carbone 17 et un groupe hydroxyle (-OH) substitué au carbone
3 (Figure 8).

Ces substances se trouvent en abondance dans les organismes vivants, en particulier chez les
animaux et dans certaines algues rouges. Ils sont solubles dans les solvants organiques et ont

un point de fusion éleve.
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Figure 7 : Structure d’un triterpéne pentacyclique
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Figure 8 : Noyau de base des stérols

Des études antérieures ont permis d’isoler une vingtaine de triterpénes et stérols de 1’espece

Anagallis arvensis (01-23). (Tableau 3 et Figure 9)

Tableau 3: Triterpenes et stérols isolés d ’Anagallis arvensis

Composés Références
01 Anagalligénone B (Heitz et al., 1971)
02 Anagalligénine B
03 Protoaescigénine (Amoros & Girre, 1987)
04 Camelliagénine C (Abdel-Gawad et al., 2000)
05 Primulagénine A (Glombitza & Kurth, 1987a)
06 23-hydroxyprimulagénine A (Aliotta et al., 1992)
07 Acide oléanolique (de Napoli et al., 1992)
08 Priverogénine A (Amoros & Girre, 1987)
09 pB-Amyrine (Mahato et al., 1991)
10 Anagalligénine A (Yamada et al., 1977)
11 Cucurbitacine R (Yamada et al., 1978)

12 (+) -Cucurbitacine B
13 Cucurbitacine D
14 Cucurbitacine E

15 Cucurbitacine |

14
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Tableau 3 (suite): Triterpénes et stérols isolés d’Anagallis arvensis

Composés Références
16 Cucurbitacine L (Rastogi et Norula, 1980)
17 Stigmastérol

18 (-) -B-Sitostérol (Kawashty et al., 1998)

19 vy-Sitostérol Sharma et al., 1991)

20 Avenastérol

21 o-Spinastérol (Ibrahim & Ghoname, 2018)
22 Testostérone

23 Estradiol (Saxena, et al., 2021)

Figure 9 : Triterpeénes et stérols isolés d’Anagallis arvensis
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14
17 20
18 21
15
19
16

22 23

Figure 9 (suite) : Triterpénes et stérols isolés d’Anagallis arvensis

1.1.8.2. Saponines
La saponine appartient & un groupe de produit naturels glycosylés moussant abondamment

lorsqu'on les agite dans une solution hydroalcoolique.

Les saponines sont des stéroides ou triterpénoides glycosylés, nommées pour leurs propriétés
savonneuses, composées d'un élément liposoluble (la génine) et d'un élément hydrosoluble (les

sucres).
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Des ¢études antérieures ont permis d’isoler une vingtaine de saponines de I’espéce Anagallis

arvensis (24-50) (Tableau 4 et Figure 10).

Les saponines du genre Anagallis se caractérisent par six genines différentes : Anagalligénine
B (24-28), Anagalligénine A (29-32, 36-39 et 41-44), Primulagénine A (33,34), Priverogénine
B (35,38 et 40), Hexanorcucurbitacine D (45-49), Sa-Androst-7-en-3-ol (50) et avec une partie

osidique composee de : glucose (Glc), arabinose (Ara) et xylose (Xyl).

Tableau 4 : Saponines d ’Anagallis arvensis.

Composés Reférences
24 Anagallisine A (Mahato et al., 1991)

25  Anagallisine B
26  Anagallisine C
27  Anagallisine D

28  Anagallisine E

29  Deglucoanagalloside A (Glombitza & Kurth, 1987b)
30  Anagalloside A

31  Anagalloside B

32  Anagalloside C

33  Apoanagallosaponine IV (Shoji et al., 1994a)

34 Apoanagallosaponine IlI
35  Anagallosaponine VI
36  Anagallosaponine 1X

37  Anagallosaponine VIII (Shoji et al., 1994a)
38  Anagallosaponine VII
39  Anagallosaponine IV

40  Anagallosaponine IlI

41  Anagallosaponine | (Shoji et al., 1994b)

42  Anagallosaponine Il

43  Anagallosaponine V
44  Methylanagallosaponine |
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Tableau 4 (suite) : Saponines d’Anagallis arvensis.

Composés Reférences
45  Arvenine | (Yamada et al., 1978)
46  Arvenine Il
47  Arvenine Il
48  Arvenine IV
49  Arvenine | acetate

50 | oa-Spinasteryl glucoside (Rastogi et Norula, 1980)
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Figure 10 : Saponines isolées d’Anagallis arvensis
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Figure 10 (suite) : Saponines isolées d’Anagallis arvensis
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1.1.8.3. Flavonoides

Un flavonoide détermine un dérivé de phénylpropanoides par une triméthylation puis
une cyclisation qui aboutissent a la formation d'une chalcone (Kawashty et al., 1998), les
flavonones et les catéchines (obtenues par cyclisation complete d'une chalcone), les flavones
(par oxydation d'une flavonone ou substance flavonique), les flavonols
(par hydroxylation d'une flavone), les isoflavones (par déplacement du cycle latéral du C-2 au
C-4 de I'hétérocycle d'une flavone) et les anthocyanes (par double réduction d'une flavonone)
(Saleem et al., 2021). Les flavones, flavonols et chalcones sont jaunes, les anthocyanes rouges,

3
4 2 @ 4
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s ; N E
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5 4

o
flavone flavonol flavonone isoflavone ¥

bleues ou violettes.

L’¢étude phytochimique des parties aériennes d’Anagallis arvensis a conduit a la séparation de
trois flavonols (51-52, 58) et huit flavonols glycosylés (53, 59-66), flavones (54-55) et deux
anthocyanes (55, 56) (Figure 11).

Des études antérieures ont permis d’isoler une vingtaine de flavonoides de 1’espece Anagallis

arvensis (51-68) (Tableau 5).

Tableau 5 : Flavonoides d’Anagallis arvensis

Composés References
51 Kaempférol (Rastogi et Norula, 1980)
52 Querceétine
53 Rutine
54 Lutéoline (Ishikura, 1981)

55 Lutéoline 7-O-glucoside

56 Malvidine 3-rhamnoside

57 Malvidine 3-glucoside (Kawashty et al., 1998)
58 Isorhamnétine

59 Kaempferol 3,7-diglucoside

60 Kaempférol 7-O-glucoside

61 Quercétine 3,7-diglucoside
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Tableau 5 (suite) : Flavonoides d’Anagallis arvensis

Composés References
62 Quercétine 7-O-glucoside (Kawashty et al., 1998)
63 Querceétine 3-O-glucoside
64 Isorhamnétine 3-glucuronide
65 Quercétine 3-O-glucuronide
66 Kaempférol 3-O-glucuronide
67 Catéchine (Saleem et al., 2021)

68 Naringénine

Ri Ry R3
51 H OH OH
52 OH OH OH
58 OMe OH OH
59 H GIc Glc
60 H Glc OH
61 OH Glc Glc
62 OH OH Glc
63 OH Glc OH

I
T
IXls
~Nlio
Y
>
o

(0]
OH
OH
R 64 OMe
65 OH
53 =
29 Rha 66 H

Figure 11 : Flavonoides isolés d’Anagallis arvensis
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Figure 11 (suite) : Flavonoides isolés d’Anagallis arvensis

1.1.8.4. Acide gras
Un acide gras est un lipide formé d'une chaine hydrocarbonée plus ou moins longue comportant
un groupe carboxyl (-COOH) a une extrémité et un groupe méthyl (-CHa) a l'autre extrémité.
Un acide gras est ainsi un acide organique a chaine hydrocarbonée aliphatique a nombre pair

de carbones, hydrophobe, saturée ou non, de longueur variable et généralement non ramifiée.

- Les acides gras saturés sont des acides gras sans doubles liaisons entre atomes de

carbone, ils ont tendance a former des chaines longues et a étre solide

a température ambiante, a I'exception de ceux qui possedent des chaines courtes.

- Les acides gras insaturés sont des acides gras avec des doubles liaisons entre les

atomes de carbone; ils sont habituellement liquides a température ambiante. On y

distingue les acides gras mono-insatureés et les acides gras polyinsaturés.

L’étude phytochimique des graines de la plante A. arvensis confirme la présence des composés
(69-77) (Tableau 6) par comparaison avec des produits identique sur la plague CCM (la
présence de monoenes, diénes et trienes), analyse IR et par clivage oxydatif pour savoir les

positions des doubles liaisons (Norula et al., 1978).

Une étude récente sur I’extrait aqueux d'A. arvensis a révélé la présence de cing acides gras
(79-83) (Tableau 6 et Figure 12). La caractérisation a été réalisée par GC-MS (Saxena, et al.,
2021).

Des études antérieures ont permis d’isoler une dizaine d’acide gras de I’espéce Anagallis
arvensis (69-83) (Tableau 6).
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Tableau 6 : Acide gras d 'Anagallis arvensis

Composes

Acide dotriacontanoique

Acide gadoléique
Acide myristique
Acide 9-Eicosénoique
Acide linolénique
Acide azeléique
Acide oléique

Acide linoléique
Acide palmitique
Acide Stéarique
Palmitate de méthyle
Stéarate de méthyle
Oléate de méthyle
Linoléate de méthyle

Myristate de méthyle

Source References
Anagallis arvensis (Rastogi et Norula, 1979)

(Norula et al., 1978)

(Sharmaet al., 1991)
(Saxena, et al., 2021)

(C31Hg3)” OH

OH

Figure 12 : Structures d’acides gras d’Anagallis arvensis

23



Partie I. Revue bibliographique Chapitre 1 : Apercu bibliographique sur le genre Anagallis L.
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Figure 12 (suite) : Structures d’acides gras d’Anagallis arvensis

1.1.8.5. Chlorophylle

La chlorophylle regroupe un ensemble de pigments verts liposolubles, fixés dans les
chloroplastes, permettant aux végétaux autotrophes I'absorption de I'énergie lumineuse. Cet
ensemble de molécules présent dans les chloroplastes est a labase des réactions
photosynthétiques par assimilation chlorophyllienne. La chlorophylle a été isolée pour la
premiére fois par Joseph Bienaimé Caventou et Pierre Joseph Pelletier en 1817. Les formules

chimiques des 6 types de chlorophylles sont :

- Chlorophylle a
- Chlorophylle b
- Chlorophylle c:
- Chlorophylle ¢,
- Chlorophylle d
- Chlorophylle f

Le dépistage de la plante Anagallis arvensis a mis en évidence la présence des pigments
photosynthétiques, Chlorophylle a CssH720sN4Mg (87) et Chlorophylle b CssH700sN2sMg (88)
(Figure 13) (Khare et al., 2022).
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CHO

Figure 13 : Structures des Chlorophylles a et b
1.1.8.6. Acides phénoliques

Les acides phénoliques représentent environ un tiers des composés polyphénoliques
(comportant plusieurs radicaux phénols) de notre alimentation et se trouvent dans tous les

végétaux, mais sont particulierement abondants dans les fruits au godt acide.

La composition phytochimique des parties aériennes et souterraines d’Anagallis arvensis a été
établie par la quantification polyphénolique CLHP-PDA et l'analyse CLUHP-MS. La
quantification polyphénolique par HPLC-PDA a révélé la présence d'importants composés,
notamment I'acide gallique (89), I'acide chlorogénique (90) et I'acide férulique (91) (Saleem et
al., 2021).

Une étude phytochimique récente indique la présence de I’acide sinapique (92) (Figure 14) en

plus des trois acides phénoliques précédents par CLHP analytique (Saqib et al., 2021).

OH
0 HO, Q
HO Q o O N0
OH HO X g
o > OH HO
HO
OH HO R -
89 20 91 H
92 oMme

Figure 14 : Structures d’acides phénoliques d’Anagallis arvensis

1.1.8.6. Iridoides

Les iridoides sont des noms génériques pour un vaste groupe de monoterpénes a 10 carbones

cycligues oxygénés a squelette cyclopentanopyranique substitué caractéristique (squelette
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iridane), majoritairement présents sous forme d'hetérosides. Par la présence d'un cycle
pyranique accolé, les iridoides au sens strict sont des composés bicycliques dans lesquels les
variations structurales concernent essentiellement des hydroxylations, des estérifications et la

configuration de certains atomes (Rastogi et Norul., 1980).

Deux iridoides ont été identifiés par CLHP et I'analyse CLUHP -MS a partir des racines de la

plante A. arvensis. Les composeés acide géniposidique (93) et scandoside (94) (Figure 15).

93
94 OH

Figure 15 : Structures d’iridoides isolés d’Anagallis arvensis

1.1.8.7. Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique d'origine végétale ayant des groupes aminiques de
nature a conférer un caractere basique a la structure, et ayant de grands effets pharmacologiques

par rapport a l'absorption de petites doses de substance.

Les études phytochimiques portées sur A. arvensis ont mis en évidence la présence de
I’uplandicine (95) (Saleem et al., 2021) et de camptothécine (96) (Agrawal et al., 2021) (Figure
16).

Figure 16 : Structures d’alcaloides isolés d’Anagallis arvensis

1.1.8.8. Les phénylpropanoides

Les phénylpropanoides sont une composante majeure du métabolisme spécialisé des plantes et
contribuent a plusieurs aspects de la croissance et du développement des plantes, ainsi qu'aux
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réponses aux stimuli environnementaux. Le cinnamaldéhyde ou 3-phénylpropénal est

un composé organique de la famille des phénylpropanoides, de formule CoHgO.

L’étude caracterisée du profil pharmacognostique et phytochimique de A. arvensis, a conduit a

I’identification des composeés (98-99) (Saxena, et al., 2021) (Figure 17).

R o

I X

8 18

M

(0]

Figure 17 : Structures des phénylpropanoides d’Anagallis arvensis

1.1.9. Place dans la systématique

Royaume : Plantes

Sous royaume : Tracheobiontes
Division : Magnoliophytes
Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Dilleniidae

Ordre : Primulales

Famille : Primulaceae

Genre : Anagallis

Espéce : Anagallis monelli L.
Sous espece : linifolia
1.1.10. Description botanique

Anagallis monelli (Mouron de Monel ou Mouron a feuille étroites) (Figure 18) pousse dans un
sol ordinaire bien drainé. Il apprécie le plein soleil, mais pour limiter son développement, on

lui préfére une zone ou la température ambiante ne sera pas trop élevée (Valdes et al., 1987).

-Dimensions : est une petite plante qui dépasse rarement 50 cm de hauteur, pour un

étalement de 30 a 50 cm.

-Croissance : elle est rapide. Cette plante se cultive comme une plante annuelle.
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-Aspect : le port général est celui d’une touffe étalée. Les tiges peuvent étre rampantes
ou dressées. Les feuilles, d’un coloris vert franc, mesurent 2,5 cm de longueur sur 1 cm de

largeur. Leur forme est lancéolée. Des bourgeons stériles apparaissent a leur base.

-Floraison : les fleurs affichent un trés beau bleu gentiane pour les formes classiques.
D’autres, plus rares, sont roses ou rouges. Le coloris est rehaussé par le jaune du bouquet
d’étamines, qui est bien visible. Les fleurs apparaissent a I’extrémité des tiges. Elles sont

nombreuses et s’épanouissent durant toute la période estivale.

Figure 18 : la plante entiere d’Anagallis monelli L. ssp. linifolia L. [3]
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1.2.1. Le genre Arenaria Poir.

Le genre Arenaria est de la famille des Caryophyllaceae. Ce genre comporte des plantes
herbacées annuelles ou vivaces, rarement bisannuelles, souvent cespiteuses. Sur la base de
I'unité de phylogénie et du processus de dispersion dans les plantes. Il existe 306 especes dans
le genre Arenaria dans le monde, appartenant & 10 sous-genres et 24 sections. Le genre
Arenaria est principalement distribué en Eurasie, en Amérique et en Afrique du Nord (Figure
19). Selon les éléments géographiques d'Arenaria dans le monde, huit modeles de distribution

géographique et 11 variantes sont divisés (Zhou, 1996).

Figure 19 : Carte géographique du genre Arenaria [4]

Le genre Arenaria aime particuliérement le sable. D'ailleurs, le nom «arenar » est un nom
Espagnol qui signifie littéralement « le sable », nommé aussi « Sabline » tire son nom des
régions du sud et des régions montagneuses des zones tempérées et un peu chaudes du sud-
France. Cette plante est une halophyte « une plante adaptée aux milieux salés ou par extension
aux milieux a pression osmotique importante », peut pousser dans les sols drainés, elle préfere
les terres sableuses ou elle installera sa lente croissance. Comme ce sont des plantes d'altitude,
elles n'aiment pas le soleil brilant et acceptent aussi de pousser en situation légérement
ombragée. Il ne faut donc pas les considérer comme des plantes de milieux secs bralés par le

soleil car cette situation ne leur convient pas (\VVéla et al., 2008).

Les caractérisations de genre Arenaria « la Sabline ». Plante de 6-12 cm, annuelle ou
bisannuelle, formant des touffes laches. Tige ramifiée, couverte de poils courts étalés et de
poils plus longs, arqués, réfléchis. Feuilles ovales-lancéolées, 2-3 fois plus longues que larges,
ciliées a la base. Sépales d’environ 4 mm, a 3-5 nervures peu marquées, glabrescents. Fleurs
groupées par 2-6 (8). Pétales blancs d’environ 4 mm, a peine plus longs que le calice. Capsule

a peu pres aussi longue que le calice (Figure 20) (Kasermann, 1999).
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Figure 20 : la plante entiére de Arenaria gothica (Kéasermann, 1999)

A ; Fleur. B ; le calice. C ; Fruit.
1.2.2. Utilisation en médecine traditionnelle du genre Arenaria

De nombreuses plantes utilisées en médecine traditionnelle sont reconnues par les herboristes
pour leurs propriétés thérapeutiques. Le genre Arenaria est considére comme une source des
molécules anti-lithiasiques et antispasmodiques (Pereira et al., 2016). A. montana est une plante
trés connue dans la médecine traditionnelle portugaise, agissant thérapeutiquement comme anti-
inflammatoire et diurétique, étant principalement ingéré sous forme d'infusion, préparé a partir

des feuilles, des tiges et des fleurs (De Santayana et al., 2010).

- A filicaulis utilisé en médecine populaire syrienne comme diurétique, dans la vessie
maladie et comme laxatif et antirhumatismal. De plus, les racines d’A. filicaulis sont
principalement utilisées dans la fabrication d'un régime sucré populaire « Halawa-
Tahinia » (Elgamal et al., 1997).
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- A kansuensis (hom chinois: Xue ling zhi). C'est une plante tres utilisée dans la Médecine

populaire chinoise, et a été utilisé avec une efficacité thérapeutique considérable dans

le traitement des grippes, inflammation des poumons, jaunisse, rhumatisme et
bioactivité antioxydante (Li et al., 2007 ; Xu et al., 2015).

Les plantes de genre Arenaria sont comercialement disponibles en deux formes, en poudre « les

feuilles, les fleurs et les tiges » sous forme galénique « teinture-mere » (Figure 21).

Figure 21 : Les formes commerciales de la plante Arenaria

1.2.3. Quelques Activités biologiques des plantes du genre Arenaria

1.2.3.1. Activité antioxydante

Les résultats obtenus a partir de I'évaluation de I'activité antioxydante des extraits aqueux et

méthanoliques d’A. montana sont donnés dans le tableau 7. L'extrait aqueux a montré une

activité antioxydante plus élevée que I'extrait méthanolique dans tous les essais, a I'exception

de I'essai d'activité de piegeage DPPH dans lequel les deux échantillons ont montré des résultats

similaires (Pereira et al., 2014).

Tableau 7 : Activité antioxydante des extraits méthanoligue et aqueux d'Arenaria montana

Activé antioxidante Extrait méthanolique Extrait aqueux
DPPH (ICso, pg. mL™) 0.90 £0.01 0.93+0.02
CUPRAC (Aos, mg mL™) 0.82£0.01 0.77 £0.02
ABTS (ICso, pg. mL™) 6.25+0.31 1.71 £ 0.02
TBARS (ICso, pg. mL™) 0.90 £ 0.08 0.20 £ 0.02

1.2.3.2. Activité cytotoxique

Témoin positif
0.04 +0.00
0.03+0.00
0.003 +0.00
0.004 +0.00

Les effets des extraits méthanoliques et aqueux d’A. montana sur la croissance de plusieurs
lignées de cellules tumorales humaines (MCF-7, NCI-H460, HCT-15, HelLa et HepG2),
représentés comme les concentrations qui ont causé 50% d'inhibition de la croissance cellulaire
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(Clsp), sont également résumeées dans le tableau 8. L'extrait aqueux a montré une activité contre
toutes les lignées de cellules tumorales, tandis que I'extrait méthanolique n'a présenté une
activité que pour les lignées cellulaires HeLa et HepG2 mais a des doses élevées. En général, il
est possible de conclure que les composés bioactifs impliqués dans I'inhibition de la croissance
des autres lignées cellulaires sont préférentiellement extraits dans la préparation aqueuse. Les
extraits aqueux et méthanoliques ont montré une certaine hépatotoxicité, mais a des doses
élevées (332,18 pg. mL™ et 350,25 pg. mL?, respectivement) (Pereira et al., 2014).

Tableau 8 : Activité cytotoxique des extraits méthanolique et aqueux d'Arenaria montana

Activité cytotoxique (Clso, pg.mL™) Extrait méthanolique  Extraitaqueux  Témoin positif
MCF-7 (breast carcinoma) >400 130.05+8.05 | 0.91+0.04
NCI-H460 (non-small cell lung cancer) | >400 231.08+5.86 | 1.42+0.00
HCT-15 (colon carcinoma) >400 183.51+15.54 | 1.91 + 0.06
HeLa (cervical carcinoma) 329.46 + 12.46 80.21 £ 6.29 1.14+0.21
HepG2 (hepatocellular carcinoma) 308.68 + 13.25 58.57 £ 6.59 3.22 +0.67
Hépatotoxique 350.25 +5.70 332,18 +£3.61 | 2.06 +£0.03

1.2.4. Métabolites isolés du genre Arenaria Poir.

1.2.4.1. Saponines

Dix-sept molécules sous forme triterpénes et stérols ont été isolées d’A. montana, A. juncea, A.
filicaulis, A. serpyllifolia et A. densissima. Les saponines du genre Arenaria contiennent
plusieurs génines différentes. L’acide chrinosylique (1-2) et cauphyllogénine (3), ont été

identifiés dans I’espéce A. montana (Timité et al., 2011).

La génine gypsogénine (4-7) a été mise en evidence dans les deux espéces A. filicaulis et A.
juncea (Gaidi et al., 2001). De plus des lupanes (8-12) ont été isolés dans 1’espéce A. filicaulis
(Toth et al., 1998 ; Elgamal et al., 1998).

L acide gypsogénique (13), I’acide maolécassique (14) et ’oléane (15), ont été isolés de A.
juncea (Gaidi et al., 2005) et A. serpyllifolia (Zhou et al., 2013), respectivement. La seule
espece qui contient les stérols est A. densissima a la forme cholestane (16) et a la forme
spinastérol (17) (Wu et al., 2012) (Tableau 9 et Figure 22).
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Tableau 9: Saponines isolées du genre Arenaria (1-17).

=

N

(o8]

I~N 1o 1o I

IS =I5 '@ '

Composes Source
3-O-B-D-glucopyranosylechinocystic acid 28-  A.montana
O-B-D-xylopyranosyl-(1—4)[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)]-a-L-

rhamnopyranosyl ester.

3-0-B-D-glucopyranosylechinocystic acid 28-
O-a-L-arabinopyranosyl-(1—3)-B-D-
xylopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-2)]-a-L-rhamnopyranosyl ester.

3-0-B-D glucopyranosylcaulophyllogenin 28-
O-p-D-apiofuranosyl-(1—3)-p-D-
xylopyranosyl-(1—4)-[p-D-apiofuranosyl-
(1—3)]-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
rhamnopyranosy! ester

Juncéosides A A. juncea
Juncéosides B

Juncéosides C

snatzkeine F A. filicaulis

snatzkeine E

snatzkeine A

snatzkeine B

Snatzkeine C

Snatzkeine D

Junceosides D A. juncea
Pedunculoside A. serpyllifolia
Prosaikogenin A

Daucosteérol A. densissima
22,23-dihydrospinastérol-3-O-p-D-glucoside
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R4 R, R3 R4
1 Xyl H H CH,
2 Ara(1—>3)XylH H CHj3
3 H Apil  Apill(1-=3)Xyl CH,OH

R, R, Rs R4
4 Glc H Fuc | Gal
S5 H Xyl  Fucl Gal
6 H H Glc Xyl

8
9 H OH H
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Figure 22 : Structures des saponines isolées du genre Arenaria
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OHOH

OH

Glc
14 OHOH

Figure 22 (suite) : Structures des saponines isolées du genre Arenaria
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1.2.4.2. Flavonoides

Plusieurs flavonoides (18-28) ont été isolés du genre Arenaria, qui sont caractérisés par des

flavones et leurs dérivés glycosylés, un flavonone (24) et un flavane (27). Les flavanoides ont
été isolés : (18-25) d’A. kansuensis (Wu et al., 1990 ; Lei et al., 2017 ; cui et al., 2017), (21) de
A. oreophila (Chang & Gong, 2005), (27,28) de A. serpyllifolia (Zhou et al., 2013) (Tableau 10
et Figure 23).

Tableau 10 : Des études antérieures ont permis d’isoler une dizaine de flavonoides du genre
Arenaria (18-28).

18
19
20
21
22
23
24
25
26

Composes

Tricine

(-) - Isoscoparine

(+) - Isoscoparine
Tricine-7-O-B-D-glucopyranoside
Tricine-4'-O-B-guaifenesine
Apigénine-6-C-p-D-glucopyranoside
Homoeriodictyol

Lutéoline

2, 4, 6,4'-tetrahydroxy dihydrochalcone

Epicatéchine

Phelodendrozide

Source

A. kansuensis

A. oreophila

A. serpyllifolia

References
(Wu etal., 1990)

(Lei etal., 2017)

(cui etal., 2017)

(Chang & Gong, 2005)

(Zhou et al., 2013)

Figure 23 : Structures des flavonoides isolés du genre Arenaria
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OH

OH O 24

Figure 23 (suite) : Structures des flavonoides isolés du genre Arenaria

1.2.4.3. Triterpenes et Stérols

L’étude phytochimique du genre Arenaria a montré que la majorité des stérols identifiés de
I’espece A. kansuensis sont répartis en cing types, les spinastérols (29-30), spinastérone (31),
Ergostérol (33) et le lanostérol (34) (Wu et al., 1990). Tandis que la présence du B-Sitostérol de
type cholestane sous-forme glycosylé (32) a été observé dans I’espece A. kansuensis (Wu et al.,
1990) et non glycosylé (36) dans I’espéce A. oreophila (Chang & Gong, 2005). En revanche,

les triterpenes de ce genre sont caractérisés par deux types de squelette, le hopane (35) issu d’A.
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kansuensis (Wu et al., 1990), le Fernénole (37) et le Fernénone (38) issu d’A. polytrichoides
(Wu et al., 2013) (Tableau 11 et Figure 24).

Tableau 11: Triterpenes et stérols isolés du genre Arenaria (28-38)

Composes Source References
29 22,23-Dihydrospinastérol A. kansuensis (Wu et al., 2013)
30 22,23-Dihydrospinastérol Palmitate
31 22,23-Dihydrospinastérone
32 B-Sitostérol-3-0O-B-D-Glucopyranoside
33 Ergostérol-5,8-époxide
34 24-Méthyléne-22,23-dihydrolanostérol

35 Zeorine

36 B-Sitostérol A. oreophila (Chang & Gong, 2005)
37 Fernénol A. polytrichoides. (Wu etal., 2013)

38 Fernénone

R
beta-Glc
H

RO

=49
o IN

Figure 24 : Triterpénes et stérols isolés du genre Arenaria

38



Partie I. Revue bibliographique Chapitre 2 : Apercu bibliographique sur le genre Arenaria Poir.

Figure 24 (suite) : Triterpénes et stérols isolés du genre Arenaria

1.2.4.4. Acides phénoliques

Des techniques chromatographiques sur Diaion HP-20 et de chromatographie sur colonne de
gel de silice ont permis d’isoler et identifier quatre acides phénoliques par des techniques
spectrales : Acide p-E-Méthoxycinnamique (39), 3-(4-Méthoxyphényl)-Z-prop-2-énoate de
méthyle (40), Acide p-Z-Méthoxycinnamique (41), 3-(4-Méthoxyphényl)-E-prop-2-énoate de
méthyle (42) de ’espéce A. oreophila (Chang & Gong, 2005) (Figure 25).

O
X A
S o ~ /©/j/\ -~ /O/j/\
~ 0 0~ "0 ~o 07 “OH
© 39 40 41
/©/\)J\O/
~o
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Figure 25 : Structures d’acides phénoliques isolés du genre Arenaria
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1.2.4.5. Alcaloides

Des études phytochimiques antérieures sur | ’A. kansuensis ont conduit a I’isolement d’une série

de produits naturels, notamment des [-carboline (43), Glucodichotomine B (44) et
Glucodichotomine AK (45) (Cui et al., 2017) (Figure 26).

o)
OH OH
= o)
N OH
N/ OmH

N HO
H

HO~ 44

BT= 2

OH
- o)
N OH
\__/ OmH
N HO
H
(l) 45

/

Figure 26 : Structures d’alcaloides isolés du genre Arenaria

1.2.4.5. y-pyrones, xanthone et lignanes

L’étude phytochimique sur A. serpyllifolia a permis d’élucider huit composés par des analyses

spectroscopiques approfondies (UV, IR, HRESIMS, RMN 1D et 2D) dont cing y-pyrones, un

xanthone et deux lignanes (Zhou et al., 2013) (Tableau 12 et Figure 27).

Tableau 12 : y-pyrones, xanthone et lignanes isolés du genre Arenaria (46-53)

46
47
@
49
50

Composeés

Y-pyrones

Japonicumone A 4’-O-B-D-glucopyranoside
Japonicumone A

Japonicumone B 3’-O-B-D-glucopyranoside
Japonicumone B 4’-O-B-D-glucopyranoside
Japonicumone B

Xanthone
1-Hydroxy-5-methoxyxanthone 6-O-f-D-

glucopyranoside

40

Source Références
1. serpyllifo (Zhouetal., 2013)
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Tableau 12 (suite): y-pyrones, xanthone et lignanes isolés du genre Arenaria (46-53)
Composés Source Références
Lignanes

52  3-(B-D-glucopyranosyloxyméthyl)-2-(4-
hydroxy-3-méthoxyphényl)-5-(3-
acetoxypropyl)-7-méthoxy- (2R,3S)-

53 dihydrobenzofuranne.
Dihydrodehydrodiconiféryl alcohol 9-O-f-

glucopyranoside

~o % o %

o o)
OH OH
o ST e T
OH 2 OH Z
o) o o
HO 0 HO o)
HO 52 HO 53
OH OH

Figure 27 : Structures de y-pyrones, xanthone et lignanes du genre Arenaria
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1.2.4.6. Acides et alcools gras
L’extrait méthanolique d'A. polytrichoides a montré la présence d’un alcool gras Octacosanol
(Wu et al., 2013). En revanche, une étude photochimique a été faite sur les extraits aqueux et
méthanolique de la partie aérienne d'A. montana qui a mis en évidence la présence de dix acides

gras et sucres libres (Pereira et al., 2014) (Tableau 13 et Figure 28).

Tableau 13: Acide gras isolés du genre Arenaria (54-63).

Composeés Source References
54 Octacosanol A. polytrichoides.  (Wuetal., 2013)
55 acide palmitique A. montana (Pereira et al., 2014)

56 acide stéarique

57 acide linolique

58 Acide oléique
Acide octanoique
Acide caproique
Acide laurique
Acide décanoique
63 Acide palmitoléique

O O
~(CH2)p7
HO Me HO™ ~(CHz)14—Me HO™ ~(CHz)16—Me
54 55 56
0 O
HO)]\(CH2)7W HO)J\(CH2)7W
57 58

Figure 28 : Structures d’acides et d’alcool gras isolés du genre Arenaria

42



Partie I. Revue bibliographique Chapitre 2 : Apercu bibliographique sur le genre Arenaria Poir.

O 0] O
HOJ\(CHz)G—Me HO™ “(CH2)1—Me HO (CH2)10—(|\3/I
59 60 61
O o}
)J\ (CHz)g—Me HO)J\(CH2)7/:\/\/\/
62 63

Figure 28 (suite) : Structures d’acides et d’alcool gras isolés du genre Arenaria
1.2.4.7. Sucres libres

L’extrait aqueux d'A. montana a mis en évidence la présence de trois sucres libres sucrose (64),
trehalose (65) et raffinose (66) (Pereira et al., 2014) (Figure 29).

_OH OH

2 S
g

Figure 29 : Structures de sucres isolés du genre Arenaria montana

1.2.5. Place dans la systématique de 1’éspéce Arenaria cerastioides Poir
Royaume : Plantes

Sous royaume : Tracheobiontes

Division : Magnoliophytes

Classe : Magnoliopsides

Sous classe : Caryophyllidae

Ordre : Caryophyllales

Famille : Caryophyllaceae

Genre : Arenaria

Espéce : Arenaria cerastioides Poir.
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1.2.6. Description botanique de I’éspéce Arenaria cerastioides Poir

L’Arenaria cerastioides, également appelé Sabline (Figure 30) est une plante vivace de
rocaille qui forme rapidement un large tapis qui se couvre, de mai a juillet, d’une multitude de
petites fleurs blanches d’une grande fraicheur. C’est un trés bon couvre-sol persistant, rustique
et facile de culture (Gallego., 1984).

Plante vivace, brievement pubescente, d'un vert grisatre, non glanduleuse, & souche stolonifere

produisant de longs rejets stériles

- Tiges de 10-30 cm, diffuses, couchées, redressées au sommet

- Feuilles pubérulentes, lancéolées, acuminées, a 1 nervure

- Fleurs grandes, en cymes trés appauvries

- Pédicelles 1-3 fois plus longs que le calice, a la fin réfléchis

- Sépales herbacés, ovales-lancéolés, a | nervure

- Pétales larges, obovales, 2 fois plus longs que les sépales

- Capsule ovoide-subglobuleuse, égalant le calice, a 3 valves bidentées

- Graines tuberculeuses.

Figure 30 : la plante entiere d’Arenaria cerastioides [4]
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11.1.1. Matériel Végétal

Le matériel végétal étudié a été récolte et identifié par M. Kamel Kabouche. Un échantillon a
¢té déposé au laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques (LOST). La référence
(LOST.Am.05.9.19) a eté attribuée pour I’espece Anagallis monelli ssp. Linifolia L. et
(LOST.Sc.21.3.19) pour la plante Arenaria cerastioides.

11.1.1.1. Anagallis monelli ssp. linifolia L.

La partie aérienne de la plante Anagallis monelli ssp. linifolia L. (MAIRE) a été collectée a
Boulilhet, dans la wilaya d'Oum el Bouaghi, au Nord-Est de I'Algérie (latitude 35°43'53.1 "N,
longitude 6°41'34.0 "E et altitude de 970 m) en mai 2019. La plante a été authentifiée par M.
Kamel Kabouche. Un échantillon a été déposé au laboratoire d’obtention de substances
thérapeutique (LOST). Apres séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, 1000

g de matériel pulvérisé ont été obtenus.

11.1.1.2. Arenaria cerastioides Poir.

La plante a été récoltée au mois de Mars 2018, dans la région de El Taraf, au Nord de 1’ Algérie
(latitude 36°33'32.1 "N, longitude 6°15'43.0 "E et altitude de 1200 m), La plante a été
authentifiée par M. Kamel KABOUCHE. Un échantillon a été¢ déposé au laboratoire d’obtention
de substances thérapeutique (LOST). Apreés séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons
solaires, 1000 g de matériel pulvérisé (parties aériennes) ont €té obtenus.

11.1.2. Techniques chromatographiques

11.1.2.1. Chromatographie sur colonne flash (CCF)

La flash chromatographie est une technique de chromatographie préparative qui permet
d’améliorer considérablement le débit de purification dans la chimie des produits naturels et
synthétiques. Les systéemes de la flash chromatographie sont congus pour automatiser le
processus de purification, de détection de pic et la collecte des fractions. Cette technique est un

remplacement révolutionnaire de la Chromatographie sur colonne classique.

L’appareil utilisé est de marque Grace® Reveleris® (Figure 31) qui est un systéme automatisé,
muni d’un détecteur DEDL (Détecteur évaporatif a diffusion de Lumicre), d’un détecteur
UV/VIS, d’une vanne de purge pour la ligne DEDL (isopropanol) et d’une vanne de purge pour
les 4 lignes de solvant. Le tout est piloté par le logiciel Reveleris® Flash System, sur lequel
nous pouvons programmer un gradient et collecter directement les fractions grace a un

collecteur automatique intégré.
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Figure 31 : Appareil flash chromatographie Grace® Reveleris®

11.1.2.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince, CCM est une technique qui permet de purifier et
d’identifier les constituants d’'un mélange. Les constituants d'un mélange homogene sont
séparés par un entrainement au moyen d'un solvant (nommé éluant ou phase mobile) sur un

support (nommé phase fixe ou stationnaire).

o Phase stationnaire

- Plaques de silice en phase normale sur support aluminium (Kiesel gel 60 F254, Merck).
- Plaques de silice greffée Cis en phase inverse sur support aluminium (Silicagel 60 RP-18

F254S, Merck).

o Phase mobile

Pour la migration des composés, plusieurs systémes constitués d’un mélange de solvants
homogeéne, binaire, tertiaire ou quaternaire ont été utilisés selon le type de séparation et le

caractére des métabolites.

- Les systemes pour les CCM en phase normale sont :
CHCIl3-MeOH-H0 70-30-5
CHCI3-MeOH 80-20
- Pour les CCM en phase inverse (RP-18), le systéme de séparation est le MeOH et H.O

a des differents pourcentages :

MeOH-H20 50%-50%
MeOH-H20 70%-30%
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o Révélation

Apres la migration de 1’éluant, la plaque est séchée par un seche-cheveux puis observée sous

lampes UV (lampe Vilber Lourmat VL-6.MC) a 254 et & 366 nm avant révélation.

Le révélateur utilisé est I’acide sulfurique 50% (H2S04-96%/H.0 50/50 v/v), la revelation a été
effuctué dans une chambre de dératisation (CAMAG® TLC spray) suivi d’un chauffage au
décapeur thermique.

11.1.2.3. Chromatographie liquide sous vide (VLC)

Chromatographie liquide sous vide (VLC, Vacuum Liquid Chromatography). Cette technique
est utilisée pour obtenir un fractionnement grossier de I’extrait brut. Elle est rapide et a
I’avantage de consommer moins de solvants que les méthodes chromatographiques classiques.
La rapidité de cette méthode évite les phénomeénes d’isomérisation observées souvent dans le
cas de la chromatographie sur colonne. Elle nécessite 1’utilisation d’une phase stationnaire qui
est mise dans un entonnoir cylindrique filtrant sur verre fritté (N°4). L’entonnoir en verre
contenant un disque fritté et a travers lequel passe le solvant (la phase mobile). Ce dernier est
fixé sur une fiole a vide dans laquelle les fractions sont rassemblées par application d’une

pression réduite a 1’aide d’une pompe a vide.
o Phase stationnaire

- Gel de silice en phase normale (Merk, Silicagel 60 40-43um)
- phase inverse RP-18 (Merk, Lichroprep RP-18 43-60 um)
o Phase mobile

- Silice en phase normale : Gradient de CHCI3-MeOH-H20 : (9:1:0 ; v/v), (8:2:0 ; viv), (7:3:0;
VvIVv), (7:3:0,1 ; vIv), (7:3:0,2 ; vIv), (7:3:0,5 ; v/v) et on a terminé par le MeOH 100%.

- Silice en phase inverse, RP-18 : MeOH-H20 (70 :30 ; v/v)
11.1.2.4. Chromatographie sur résine copolymere aromatique diaion (HP-20)

Diaion® HP-20 est une résine copolymére non polaire styréne-divinylbenzéne (DVB). Utilisée
pour la séparation des métabolites secondaires dans un extrait. La resine est constituée de
particules spheriques de 0,5 mm de diamétre et utilisée dans une colonne en verre (4.3 x 40cm),
on a commencé par solubiliser I'extrait dans I'eau ou dans le systéme de départ a condition que

le pourcentage de I'eau soit élevé. Apres avoir déposé I'extrait sous forme liquide en téte de la
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colonne on a ajouté de I'eau avec un gradient croissent de méthanol jusqu’a 100% du méthanol

et on a terminé la séparation par le lavage de la colonne avec 1’acétone.
11.1.2.5. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

11.1.2.5.1. CLHP analytique (HPLC)

Les analyses par CLHP ont eté réalisées sur une chaine de Dionex U3000 dotée d’une pompe
LPG-3000 SD, d’un détecteur a barrettes de diodes DAD-3000, d’un échantillonneur
automatique WPS-3000 (10 pL) et d’un four TTC-3000 (Température : 30 °C). Cette chaine
est pilotée par le logiciel chromeleon® 7.2 software. Le systéme d’élution est constitué de deux
solvants : acétonitrile ACN pour CLHP et d’eau acidifiée (0.025 % TFA) avec un débit :

ImL/min.

11.1.2.5.2. CLHP préparative (HPLC)
LLa CLHP préparative se compose d’une pompe Armen® AP 250/500 a haute pression qui prend

la phase mobile provenant d’un réservoir a travers un injecteur ACC 250/500. Elle traverse une
colonne en silice greffée Lichroprep RP-18 (12 um) Merck® pour la séparation des métabolites
secondaires. A la fin de cette chaine un détecteur UV Merck® K-2501 Knauer et un enregistreur
papier Kipp & Zonen®BP111 (UV) permet de suivre les étapes de purification et les fractions

sont collectées grace a un collecteur Biichi C-660®.

11.1.2.5.3. CLHP semi-préparative (HPLC)

La purification des produits par CLHP semi-préparative a été effectué par le systeme HPLC
Dionex®, qui consiste en une pompe LPG 3400AB avec un dégazeur intégré, un Injecteur ASI-
100, un détecteur UVD 340S, un collecteur AFC 3000 et un four STH 585 séparé des autres
unités. Cette chaine est également commandée par le logiciel Chromeleon® 7.2 software avec

une pression maximale de 250 bars, et un débit de 1 a 6 mL/min selon la colonne utilisée.

11.1.3. Méthodes physico-chimiques

11.1.3.1. Pouvoir rotatoire

Les pouvoirs rotatoires des nouveaux composés sont mesures a 1’aide d’un polarimétre
électronique Anton Par MCP 5100 a 25°C, équipé d’une lampe a sodium (A=589 nm). En

utilisant une cuve de 10 cm de long et de 1 mL de volume. Aprés calibrage avec le MeOH, La
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rotation spécifique [a]o de chaque produit exprimé en degrés est calculée a partir de la formule
suivante :

[a]o = (100 x )/ (Ix c)
a: angle de rotation en degré lu sur le polarimetre

I: longueur en dm de la cuve de mesure
c : concentration de la molécule en solution en g/100 mL

11.1.3.2. Spectrométrie de Masse (SM)

Les spectres de masse & basse resolution et a haute résolution ont été enregistrés par électro-
spray. Dispositif de micromasse ESI- Q-TOF haute résolution SYNAPT G2-Si de Waters,

équipé d'une source d'ionisation par électro nébulisation (ESI) (Waters Corp., Manchester, UK).

11.1.3.3. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone (RMN H et **C) ont
été enregistrés sur 600 et 150 MHz (Bruker Avance 111600) ou 500 et 125 MHz (Bruker Avance
[11500). Le logiciel Topspin 4.0.6 est utilisé pour le traitement des données spectrales.
L'échantillon a été solubilisé dans un solvant deutéré (CDsOD) dans des tubes de 5 mm de

diametre.

11.1.4. Extraction et purification
11.1.4.1. Anagallis monelli ssp. Linifolia L.

11.1.4.1.1. Macération

Le matériel végétal, séché et broyé (1 kg) a été macéré avec un mélange hydro-alcoolique :
Méthanol/Eau ; (70: 30, v/v, 5x 24h). ). Aprés évaporeation de la solution hydroalcoolique, on

a obtenu un extrait de masse (300g).
11.1.4.1.2. Extraction liquide-liquide :

Sachant que notre extrait contient des prodiuts moussants, on a solubelisé L’extrait brut de la
plante par la phase aqueuse d’une mélange eau/ n-butanol dans un rapport en volume 3/1. Apres
filtration, la solution aqueuse obtenue a été soumise a des extractions successives de type
liquide-liquide, en utilisant des solvants de polarités croissantes, 1’acétate d’éthyle (AcOEt) et
le n-butanol (n-BuOH). Les deux phases organiques respectives sont séparées et concentrées a

sec pour nous donner les extraits suivants :
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- extrait de I’AcOEt : 16,1 g

- ’extrait de n-BuOH : 71 g
Les extraits obtenus ont subi des screening et des tests de profils chromatographiques (Figure

32).

CHCI;-MeOH-H,0  CHCI;-MeOH
7-3-05 8-2

AcOEt BuOH AcOEt BuOH

Figure 32 : Profils CCM sur gel de silice normale des fractions AcOEt-n-BuOH

d’Anagallis monelli avec 2 éluants différents

11.1.4.1.3. Fractionnement par résine HP-20

L’extrait BUOH obtenu (71 g) a été soumis & une chromatographie sur colonne (CC) de Résine
HP-20, en utilisant un gradient H.O-MeOH (2L pour chaque composition) conduisant a trois
fractions : A (25% MeOH, 10 g), B (50 %MeOH, 6 g) et C (100% MeOH, 41.5 g) (Figure 33).

CHCl3-MeOH-H,0
7-3-0,5

/ | Saponines

A B C
A4

Figure 33 : Profil CCM sur gel de silice normale de 1’extrait BuOH et des fractions A-C

- Nous avons choisi d’étudier la fraction C car son profil CCM a montré une richesse en

métabolites secondaires.
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- Avant la séparation chromatographique, nous avons fait des tests chromatographiques sur
couche mince de gel de silice en phase normale (CCM) et des analyses sur CLHP analytique,
afin de trouver les meilleures techniques et systémes de séparation.

11.1.4.1.4. Fractionnement et purification de la fraction C (100% MeOH)
Fractionnement par Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La fraction C (30 g) a été fractionnée par chromatographie liquide sous vide (VLC) sur gel de
silice en phase normal, en utilisant un gradient croissant d'un systeme (CHClz-MeOH-H20)
jusqu’a 100% MeOH, pour obtenir 7 fractions [C1-C7] (Figure 34) : C1(180 mg) : CHCIs-
MeOH (9:1; v/v), C2 (1.06 g) : CHCI3-MeOH (8:2 ; v/v), Cs (3.35 g) : CHCI3-MeOH (7:3;
viv), C4 (5.41 g): CHCI3-MeOH- H;O (7:3:0.1; v/v), Cs (7.54 g) : CHCIl3-MeOH-H>0
(7:3:0.2 ; vIv), Cs (3.96 g) : CHCI3-MeOH- H20 (7:3:0.5 ; v/v), C7 (5.11 g) : 100% MeOH.

CHCl;-MeOH-H,0
7-3-0.5

C C1 C2 C3C4iC5!C6EcCT

Leeod LI S |

Figure 34 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale de la fraction C et les sous-

fractions C1-C7

Les fractions Cs (5,4 g), Cs (3,9 g) et C7 (5,1 g) ont été selectionnées pour leur richesse en
métabolites et soumises a une chromatographie flash sur RP-C18, éluée par un gradient de (20
a 60% CH3CN/H2O/acide trifluoroacetique 0.1%, en 35 min), pour donner les fractions Csl-
C432, Cs1-Cs32 et C71-C735, respectivement.

Purification de la fraction Ca

La fraction Cs (5.41g) a été soumise a une flash chromatographie sur RP-18, éluée par un
systéeme a gradient de 20 a 60% de CH3CN/H.O/acide trifluoroacétique 0.1% (Figure 35), en
35 minutes pour donner 32 fractions (Tableau 14).
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Tableau 14: Sous fractions obtenues par flash chromatographie de la fraction C4 (RP-18)

Fraction = Masse(mg)
F1 100

F2 3.8

F3 10.1

F4 7.3

F5 16.7

F6 15

F7 31

Les sous-fractions 21,22-24 et 26-27 ont été choisies pour

chromatographiques en raison de leur masse importante et leurs riches en métabolites.

Fraction

F8

F9

F10
F11
F12
F13
F14

Masse(mg)
114

111

155

20.8

6.8

184

8.2

CH3Cl-MeOH-H,0

Fraction
F15
F16
F17
F18
F19
F20
F21

70-30-5

Masse(mg)
19

21.2

34.5

50

128

304

1100

de la fraction Ca

Etude de la sous-fraction F21

Fraction
F22
F23
F24
F25
F26
F27
F28

Masse(mg)
150

226

175

580

385

147.5

26.3

Fraction

F29
F30
F31
F32

Figure 35 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des sous-fractions

Masse(mg)
195

13.3

9.2

5.8

les séparations

Une flash chromatographie sur silice en phase normale a été utilisée pour le fractionnement de
la fraction F21 (1.1 g), éluée avec un gradient de CHCIl3-MeOH-H20 (8:2:0 & 7:3:2, pendant 45

min) (Figure 36), 14 sous-fractions sont obtenues (Tableau 15).

Tableau 15: Sous-fractions obtenues par flash chromatographie de la sous fraction F21 de C4
(phase normale).

Fraction
F1
F2
F3
F4

Masse(mg)

5.6
4.3
16.0
40.3

Fraction
F5
F6

Masse(mg)
85.4
152
63.2
70.5

Fraction
F9

F10
F11
F12

52

Masse(mg)

53.4
31.2
115
41

Fraction

F13
F14

Masse(mg)

3.9
6.4
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CH3Cl-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 36 : Profil des sous fractions obtenues par flash chromatographie de la fraction F21 de
Ca4 (gel de silice phase normale)

Les fractions F7 et F8 ont été regroupées en raison de la similitude de leur profil CCM. Leurs
composés ont eté séparés par Flash chromatographie en phase inverse suivi d’une purification
par CLHP semi préparative. De méme pour les fractions F10 et F11 qui ont été regroupées et
subies directement une purification par CLHP préparative.

La fraction F7-8 (130 mg) a été soumise a une flash chromatographie sur RP-18, éluée par un
systeme de gradient de 25 a 60% de CH3CN/H2O/acide trifluoroacétique 0.1% (Figure 37), en
35 minutes pour donner le composé Am 1 (32,4 mg, tr 7.33 min) et 4 autres fractions F7-8-f1
- F7-8-5.

1g020-02-03 CA-HH #20 17H-HP3-V4-FC21 f7-8 Int_Chan,
_mv

1-7334

150+

125+

0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 22,0 24,0 26,0 28,0 30,0 32,0 34,0 36,0 38,0 40,0 42,0 45,0

Figure 37 : Chromatogramme CLHP analytique de la fraction F7-8 (gel de silice RP-18)
La fraction F7-8-f4 a été purifiée par HPLC semi-préparative, en utilisant un gradient de 30%

a 70% de CHsCN/H2O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 30 minutes (Figure 38), pour
donner Am 11 (2.5 mg, tr 15.8 min), Am 5 (5.3 mg, tr 17.1 min) et Am 7 (1.1 mg, tr 26.1 min).
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OO0 O 000 O O

Figure 38 : Chromatogramme CLHP de la fraction F7-8-f4 (gel de silice RP-18)

La fraction F10-11 (42.5 mg) a été purifiée par HPLC préparative, en utilisant un gradient de
30% a 50% de CH3CN/H.O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 60 minutes, pour donner Am
6 (1.5 mg), Am 2 (2.7 mg) et Am 21 (1.3 mg) (Figure 39).

CH3Cl-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 39 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale de la fraction F10-11

- Etude de la sous-fraction F22-24
Une flash chromatographie sur silice normale a été utilisée pour le fractionnement de la fraction
F22-24 (551 mg), avec un systeme de gradient de CHCIl3-MeOH-H,0 (8:2:0 — 7:3:2, en 45
min) (Figure 40), pour I’obtention de 16 sous-fractions (Tableau 16).

Tableau 16: Flash chromatographie de la fraction F22-24 sur colonne de gel de silice en
phase normale.

Fraction Masse(mg) Fraction Masse(mg) @ Fraction = Masse(mg) Fraction Masse(mg)

F1 7.5 F5 58.6 F9 37 F13 4.8
F2 21.3 F6 48.4 F10 29.7 F14 10.9
F3 70.5 F7 53.6 F11 15.6 F15 2.7
F4 60.4 F8 35.5 F12 11.2 F16 2.3
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CHsCl-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 40 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des sous fractions issues de la
fraction F22-24

La fraction F5-6 (100.2 mg) a été purifiée par CLHP préparative, en utilisant un gradient de
30% a 70% de CH3CN/H.O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 30 minutes, pour donner Am
8 (1.4 mg), Am 19 (1.5mg) et Am 18 (10.2 mg), Am 20 (2.8 mg) et Am 23 (2.4mg) (Figure
41).

CHCls-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 41 : Plague CCM sur gel de silice en phase normale des produits purs issus de la

fraction F5-6

- Etude de la sous-fraction F26-27
Une flash chromatographie sur silice en phase normale a été utilisée pour le fractionnement de

la fraction F26-27 (532.5 mg), avec un systeme gradient de CHCl3-MeOH-H20 (8:2:0 — 7:3:2,

en 45 min) (Figure 42), pour I’obtention de 10 sous-fractions (Tableau 17).
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Tableau 17: Sous-fractions obtenues par flash chromatographie sur colonne de gel de silice en phase
normale de la fraction F26-27.

Fraction Masse @ Fraction Masse = Fraction Masse Fraction Masse @ Fraction Masse
m m m m
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
F1 4.4 F3 38.7 F5 15.7 F7 29.3 F9 6.2
F2 6 F4 100.7  F6 122.3 F8 16.3 F10 7.4

CHCl3-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 42 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des fractions issues de la fraction
F26-27

La fraction F4 (100.2 mg) a été purifiée par HPLC semi-préparative, en utilisant un gradient
de 20% a 80% de CH3CN/H:O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 45 minutes (Figure 43),
pour donner Am 3 (2.2 mg, tz 12.8 min), Am 9 (1.5mg, tz 11.8 min) et Am 22 (2.4 mg, tz 8.1 min).

Figure 43 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des fractions de F4 et

chromatographe CLHP semi-preparative de la fraction F4
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Purification de la fraction Ces

La fraction Cs (3.9 g) a été soumise a une flash chromatographie sur RP-18, éluée par un
systéeme a gradient de 20 a 60% de CH3CN/H2O/acide trifluoroacétique 0.1%, en 35 minutes
(Figure 44), pour donner 32 fractions (Tableau 18).

Tableau 18 : Sous-fractions obtenues par flash chromatographie de la fraction Ce

Fraction = Masse Fraction Masse Fraction Masse Fraction Masse Fraction Masse
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)

F1 10.5 F8 3.8 F15 404.2 F22 322.5 F29 3.7

F2 27.5 F9 3.7 F16 207.5 F23 413.4 F30 13.3

F3 9.2 F10 8.8 F17 208.5 F24 322.8 F31 2.5

F4 4.7 F11 134 F18 143.6 F25 103.2 F32 1.6

F5 26.7 F12 18.4 F19 136 F26 8.2

F6 19.2 F13 1415 F20 61.7 F27 1.8

F7 10.6 F14 115.0 F21 77.3 F28 3.6

CHCls-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 44 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des sous-fractions de la fraction Ce

- Etude de la sous-fraction F14 et F16
La fraction F14 (115 mg) a été purifiée par HPLC préparative, en utilisant un systéme de
gradient de 20% a 30% de CH3CN pendant 30 minutes (Figure 45), pour donner Am 4 (3.0 mg),
Am 16 (1.2 mg) et Am 17 (1.4 mg)

CHCls-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 45 : Plague CCM sur gel de silice des produits purs issus de la fraction F14
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La fraction F16 (207.5 mg) a été purifiée par HPLC semi-préparative, en utilisant la colonne
RP-18 avec un systéme de gradient de 20% a 80% de CH3CN pendant 45 minutes (Figure 46),
pour donner Am 10 (1.4 mg, tz 17.6 min), Am 12 (1.0 mg, tz 18.1 min) et Am 13 (1.5 mg, tr 19.4

min)

Figure 46 : Plague CCM sur gel de silice en phase normale des produits purs issus de F16 et

chromatogramme de CLHP semi-préparative de la fraction F16

Purification de la fraction C-

La fraction C7 (5.19 g) a été soumise a une flash chromatographie sur RP-18, éluée par un
systeme de gradient de 20 a 60% de CH3CN, en 35 minutes (Figure 47), pour donner 33
fractions (Tableau 19).

Tableau 19 : Flash chromatographie de la fraction C7 sur colonne RP-18.

Fraction Masse @ Fraction Masse  Fraction = Masse Fraction = Masse | Fraction = Masse
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
F1 131 F8 33.6 F15 216.3 F22 66.4 F29 8.9
F2 156.2 F9 46.3 F16 416.4 F23 55.3 F30 6.1
F3 63.2 F10 245 F17 590.9 F24 12.2 F31 47.2
F4 70.1 F11 23 F18 4451 F25 135 F32 134
F5 51.4 F12 83.1 F19 750.9 F26 9.7 F33 11.6
F6 46.3 F13 32.6 F20 882.1 F27 12.2
F7 49.2 F14 43 F21 461.5 F28 8.5
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CHCl3-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 47 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale des sous-fractions de la fraction C7

- Etude de la sous-fraction F22
La fraction F22 (66.4 mg) a été purifiée par HPLC préparative, en utilisant un systeme de
gradient de 20% a 30% de CH3CN/H2O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 30 minutes, pour
donner Am 14 (1.9 mg) et Am 15 (1.8 mg) (Figure 48).

CHCl3-MeOH-H,0 70-30-5

Figure 48 : Plague CCM sur gel de silice des sous-fraction issues de la fraction F22

11.1.4.2. Arenaria cerastioides poir.

11.1.4.2.1. Macération

Le plante enti¢re d’Arenaria cerastioides séchée et broyée (1 kg) a été macérée dans un mélange
hydro-alcoolique : Méthanol/Eau ; (70 :30, v/v, 3x 24 heures). Aprés évaporeation de la
solution hydroalcoolique, on a obtenu un extrait de masse (200g) qui a été conservé au frigo

dans un ballon hermétiquement fermé.

11.1.4.2.2. Séparations et purifications

Une partie de I’extrait brut obtenu 100g a été soumiese a une solubilisation dans 1 L d’eau pour
faire une séparation liquide-liquide par des solvants a polarité croissante (Chloroforme 5g ;

Acétate d’éthyle 10g ; n-butanol). Ont obtenu 15g de la phase n-butanol aprés évaporation a
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sec. Un test sur plaque CCM de gel de sillice en phase normale a été effectué pour les 3 extraits
obtenus dans le CHCIl3-MeOH-H>0/70-30-5 (Figure 49).

Flavonoides de I’extrait n-

] butanol

Figure 49 : Plague CCM sur gel de silice des extraits CHClz, ACOEt et n-BuOH

On a soumis 5 g de I’extrait butanolique a une Chromatographie liquide sous vide (VLC), en
utilisant un systeme de gradient : Ho.O-MeOH (100 ml pour chaque composition). A : 80% H-0,
20% MeOH ; B : 70% H20, 30% MeOH ; C : 65% H-0, 35% MeOH ; D : 60% H20, 40%
MeOH ; E : 40% H20, 60% MeOH ; F : 100% MeOH (Figure 20).

Tableau 20: Fractionnement de 1’extrait butanolique sur VLC.

T

Fractions A B C D E
4

Poids(g) 2.12 0.66 0.85 0.33 0.49 0.3

1 | ' '
A B C D E F

Figure 50 : Profil CCM sur gel de silice des fractions de I’extrait n-BuOH
- Etude de la fraction D+E

La fraction D+E (0.82 g) a été soumise a une CLHP préparative, éluée avec un gradient de 12

a 25% de CH3CN/H20O/acide trifluoroacétique 0.1%, en 45 minutes pour donner 28 fractions.
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Tableau 21 : Sous-fractions obtenues par CLHP préparative de la fraction D+E

Fraction =Masse(mg) Fraction Masse(mg) @ Fraction = Masse(mg) Fraction Masse(mg)

F1 6.9 F8 4.7 F15 4.2 F22 17.9
F2 1.8 F9 4.3 F16 16.6 F23 9.2
F3 3.2 F10 10.1 F17 12.9 F24 6.5
F4 55 F11 3.9 F18 13.6 F25 22.0
F5 7.3 F12 3.9 F19 7.6 F26 26.0
F6 14.1 F13 6.3 F20 7.8 F27 5.1
F7 10.8 F14 14.2 F21 7.6 F28 3.2

Apreés le fractionnement de la fraction D+E par HPLC préparative, nous avons choisi la fraction
F21-24 (Figure 51), pour des séparations ultérieures. Les composes de ces fractions ont été

séparés par HPLC semi-préparative.

Flavonoides Flavonoides
polaires / apolaires

I

Figure 51 : Profil CCM sur gel de silice en phase normale de la fraction D+E

La fraction F21-24 (40.4mgq) a été purifiée par CLHP semi-préparative, en utilisant un systeme
de gradient de 17% a 20% de CH3CN/H2O/acide trifluoroacétique 0.1% pendant 45 minutes
(Figure 52), pour donner Ac 1 (3.0 mg, tz 13.8 min), Ac 2 (1.2 mg, tz 18.6 min) et Ac 3 (1.4 mg, tr

24.4 min).

A O

Figure 52 : Plague CCM sur gel de silice en phase normale des produits purs de F21-24 et
Chromatogramme de CLHP semi-préparative de la fraction F21-24
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Partie 1. Résultats et discussion Chapitre 2 : Méthodes expérimentales des activités biologiques

11.2.1. Evaluation de I'activité antioxydante

L'é¢tude de I’activité antioxydante a ¢été réalisée au Centre national de recherche en
biotechnologie (CRBt) de Constantine.

Le pouvoir antioxydant des extraits (brut, acétate d’éthyle et n-butanol des plantes Arenaria
cerastioides et Anagallis monelli) a été évalué en utilisant trois méthodes complémentaires, le
piégeage du radical DPPH" (Blois et al., 1958), le piégeage du radical cation ABTS™ (Re et al.,
1999), et la méthode CUPRAC « Cupric Reducing Antioxidant Capacity » (Apak et al., 2004).

11.2.1.1. Piégeage du radical DPPH*

Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable et accepteur d’hydrogéne
de couleur violet intense. Ce radical perd sa coloration native quand il se lie avec des substances
anti-oxydantes, qui lui transferent des électrons ou des protons. La forme réduite du DPPH
confére a la solution une couleur jaune. Le virage vers cette coloration et I’intensité de la
décoloration découle de la nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs

présents. La réaction (Figure 53) peut se résumer de la fagon suivante :

Q o Q o
. Antioxydants H
N—-N NO, _ N-N NO,
O o 5 om
DPPH’ DPPH-H
Violet Jaune

Figure 53 : La réaction de réduction du DPPH" en présence d’antioxydants

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 517 nm aprés une incubation de 30 min dans 1’obscurité a la température
ambiante. L expérience a été conduite dans un milieu méthanolique a différentes concentrations
(3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pug/mL) de la plante Anagallis monelli et (0.87, 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 pg/mL) de la plante Arenaria cerastioides. Le Butylhydroxyanisole
(BHA) et le Butylhydroxytoluéne (BHT) ont été utilises comme standard de référence, et le test

a été effectué trois fois dans les mémes conditions.

Le pourcentage d'inhibition de DPPH" a été calculé a I'aide de la formule suivante :
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A témoin : absorbance du témoin
A échantillon : absorbance de I’extrait
Ce test est simple et rapide en raison de la disponibilité commerciale de DPPH", qui est un

radical stable, et qui nécessite uniqguement un spectrophotomeétre UV-vis.

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour (BHT) et
(BHA) pris comme antioxydants standards. Dans ce test on définit la concentration inhibitrice
a 50% « Clso ». Les Clsg sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations de 1’extrait testé.

La méthode du piégeage du radical DPPH*
Préparation de la solution DPPH

La solution de DPPH est préparée en faisant dissoudre 6 mg de DPPH dans 100 mL de
méthanol. Cette solution est gardée a -20 °C a I’abri de la lumiére. Avant I’utilisation, la
concentration de la solution DPPH est ajustée par dilution avec le méthanol, pour avoir une

absorbance de 0,5 a A =517 nm.

Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puits 40 pL de solution méthanolique
des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 160 uL de la solution DPPH.
Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40 uL de méthanol avec 160 pL de
la solution DPPH. Aprés 30 minutes d'incubation a l'obscurité et a température ambiante.
L’absorbance est mesurée a 517 nm. Le test a été effectué sur trois répétitions. Les résultats ont

été exprimés comme la moyenne de trois mesures séparées + écart type.

11.2.1.2. Piégeage du radical cation ABTS™

L’ABTS (acide 2,2"-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulforique) en état stable, est généré
en faisant réagir I’ABTS avec le persulfate de potassium (K2S20g) dans 1’eau distillé (Figure
54). Ce chromophore de couleur bleue en solution aqueuse présente une absorption maximale
a 734 nm,

L’avantage de cette méthode réside dans sa simplicité sur le plan opérationnel, le radical

ABTS " réagit rapidement avec les antioxydants, généralement dans les 30 minutes, et peut étre
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utilisé sur une large gamme de pH. Cette espece est soluble dans les solvants aqueux et

organiques et n'est pas affecté par la force ionique (Prior et al., 2005).

N-N N-N
L= 1T s, L,
Et Et

/
Et Et

H,0 distillé

ABTS ABTS "
Incolore Bleu

Figure 54 : Oxydation de I'ABTS en ABTS"" en présence de persulfate de potassium

En présence de molécules antioxydantes, le radical cation ABTS"" subit une réaction de

réduction et retourne a sa forme initiale ABTS incolore (Figure 55).

HO5S SOgH HO,S s S SOzH
\C[ /EN N=/\ Antioxydants \C[’\P:N‘N—J\N:@/
Et Et

ABTS ABTS
Bleu Incolore

Figure 55 : Réduction de I'ABTS"" en présence d’antioxydants

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance a 734 nm apreés une incubation de 10 min dans I’obscurité a la température
ambiante. L ’expérience a été conduite dans un milieu méthanolique a différentes concentrations
(3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg/mL) de la plante Anagallis monelli et (0.87, 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 pg/mL) de la plante Arenaria cerastioides. Le BHA et le BHT ont été

utilisés comme standard de référence, et le test a été effectué trois fois.

Le pourcentage d'inhibition de 'ABTS'" a été calculé a l'aide de la formule suivante :

A témoin : absorbance du témoin

A échantillon : absorbance de 1’extrait
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Les Clso sont déterminés graphiquement par les régressions linéaires des graphes traces, en

pourcentage d’inhibition en fonction de différentes concentrations testées.
La méthode du piégeage du radical cation ABTS™*
Préparation de la solution ABTS

Le radical cation ABTS'" a été préparé en mélangeant une solution d’ABTS (19,2 mg dans 5
mL H20) et une solution de persulfate de potassium K2S;0s (3,3 mg dans 5 mL H0). Le
mélange obtenu est abandonné pendant 12-16h a température ambiante et a I’abri de la lumiére.
Avant usage, la concentration de la solution ABTS est ajustée par dilution avec le méthanol,
pour avoir une absorbance de 0,700+0,020 a 734 nm.

Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 pL de solution
hydroalcoolique des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 160 pL de la solution
ABTS™. Parallélement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 40 pL de méthanol avec
160 pL de la solution ABTS™. Aprés 10 minutes d'incubation a l'obscurité et a température
ambiante, I’absorbance est mesurée a 734 nm. Le test a été effectué sur trois répétitions (les

résultats ont été exprimés comme la moyenne de trois mesures separées + écart type).
11.2.1.3. La méthode CUPRAC

Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre CUPRAC

La phosphatidyléthanolamine est le deuxieme lipide le plus abondant dans les cellules des
mammiferes (25% des lipides membranaires), et il est aussi présent a des niveaux élevés dans
le cerveau (45% des lipides membranaires) (Vance et al., 2013). Historiquement, la
phosphatidyléthanolamine n’a pas été prise en compte parmi les lipides fixant les métaux, étant
donné qu’elle ne porte pas de charge négative au pH physiologique (McLaughlin and Poo.,
1981). La phosphatidyléthanolamine contient cependant une amine primaire qui pourrait servir

de ligand pour les ions de métaux de transition.

Récemment les travaux de (Poyton et al., 2016) (Figure 56) ont révélés que le Cu (1) se lie au
fragment amine sur les lipides phosphatidyléthanolamine et peut réagir avec le peroxyde
d’hydrogéne (H20.) pour augmenter la concentration des ERO, ce qui pourrait, & son tour,

oxyder des doubles liaisons sur les queues lipidiques adjacentes a la surface de la membrane.
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Figure 56 : Représentation schéematique du rdle de Cu (I1) dans la production de radicaux (Poyton et al., 2016)

Dans ce contexte, nous avons testé la capacité antioxydante de nos molécules par réduction de
I’espéce Cu (I1) (CUPRAC). Cette Méthode consiste a utiliser le complexe Cu (I1) néocuproine
[Cu (I1)-Nc2] en tant qu'agent oxydant chromogene (Figure 57).

En effet, en présence de molécules antioxydantes et un tampon aqueux d’acétate d’ammonium
a pH 7, le complexe cuivre-néocuproine en solution méthanolique subit une réaction de

réduction, qui se traduit par un changement de coloration (virage du bleu au jaune-orangé)

— — 2+ — — +

Antioxydants

Cu(II)-Nc Cu(I)-Nc
Bleu Jaune-orangé

Figure 57 : Réduction du complexe [Cu (I1)-Nc2] par un antioxydant

La réaction est suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant I’absorbance a 450 nm
apres une incubation de 60 min a température ambiante. L expérience a été conduite dans un
milieu méthanolique a différentes concentrations (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg/mL)
sur la plante Anagallis et (0.87, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 pug/mL) sur la plante Arenaria.
Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standard de reférence, et le test a été effectué en

triplicate.
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Les Aos (la concentration indiquant 0,50 absorbance) sont déterminées graphiquement par les
régressions linéaires des graphes tracés, en valeurs d’absorbance en fonction de différentes

concentrations testées.
Préparation des solutions

La solution (S1) a été préparée par solubilisation de 1,927 g d’acétate d’ammonium (AcNHa4)
dans 25 mL d’eau distillée, la solution (S2) a été préparée par solubilisation de 0,0426 g de
(CuCly, 2H20) dans 25 mL d’cau distillée, cette solution a une coloration bleue, et la solution

(S3) a été préparée en faisant dissoudre 0,039 g de Neocupronin dans 25 mL d’éthanol.
Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, on introduit dans chaque puit 40 uL de solution méthanolique
des produits a différentes concentrations, puis on ajoute 60 uL de la solution (S1), 50 pL de la
solution (S2) et 50 pL de la solution (S3). Parallelement, un témoin négatif est préparé en
mélangeant 40 pL de méthanol avec 60 pL (S1), 50 pL (S2) et 50 pL (S3). Aprés 60 minutes
d'incubation a I'obscurité et a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 450 nm. Le test
a été effectué sur trois répétitions (les résultats ont été exprimés comme la moyenne de trois

mesures séparées + écart type).

Analyse des données

Les résultats de ’activité antioxydante des deux plantes, sont exprimés en concentration
inhibitrice médiane Clso pour les tests DPPH* et ABTS™. Pour I’évaluation de la capacité
antioxydante par réduction du cuivre Il (méthode CUPRAC), les résultats sont exprimés en

concentration indiquant 0,50 absorbance Aos (absorbance médiane).

Les données sont soumises a 1’analyse a I’aide du logiciel statistique GraphPad PRISM software
(version 8.0.2) et le test ANOVA a été réalisé pour déterminer la signification des différences
activités antioxydantes des extraits et les fractions des deux plantes. Au niveau de signification
p <0,05.
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111.1.1. Etude chimique d’Anagallis monelli ssp. linifolia L.

La plante d’Anagallis monelli en état de poudre séche (1000 g) a été extraite par une solution
hydroalcoolique a 70% MeOH (5 x24 h). L’extrait brut obtenu aprés évaporation (300 g) a subi
une extraction liquide-liquide avec EtOAc puis n-BuOH. L’extrait n-BuOH a été soumis a une
chromatographie sur colonne (CC) de résine diaion HP-20, en utilisant un gradient du systéme
H>0-MeOH ce que nous a permis d’obtenir trois fractions (A-C). Seule, la fraction C a été
exploitée. La purification de cette fraction a été effectuée par flash chromatographie C-18,
HPLC semi-preparative et HPLC preparative. Cette procédure nous a conduit a isoler vingt-
trois composés Am (1-23) (Figure 58).

Extrait BuOH Anagallis monelli (70 g)

| - fractionnement sur résine (HP-20)
|

03 100% MeOH (30 g) C
- VLCsilice normale

- CHCI3-MeOH-H20

MeOH-H O B

MeOH-H,0 A

50%-50% (6 g) 25%-75% (10g)

7 sous fractions [C1-C7]

Ca(545g) C6 (3,9 g) C7 (5,11 g)
‘- Flash chromatographie C-18

- Flash chromatographie C-18
CHsCN/H20/THF 0.1%

| | |

F22
F21 F22-24 F26-27 F16 F14

|

HPLC préparative RP-18

32 sous frTctions [F1-F32]

Les sous fractions de la Flash chromatographie en Semi-prép
phase normale

I l l

-Am 1

] SF5-6 SF4 CHsCN/H20/THF 0.1%
SF7-8 SF10-11 | |
|-CC Flash C-18
HPLC préparative RP-18
SSF4 CHsCN/H20/THF 0.1%
-Semi-prép i l
! I
-Am5 -Am 2 -Am 8 -Am 3 -Am10 -Am4 -Am 14
-Am7 -Am 6 -Am 18 -Am9 -Am12 -Am16 -Am 15
-Am 11 -Am 21 -Am 19 -Am 22 -Am13 -Am17
-Am 20
-Am 23

Figure 58 : Schéma d’extraction et de purification des composésd’Anagallis monelli L.
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111.1.2. Détermination structurale des saponosides d’Anagallis monelli

Vingt-trois saponines (Am1-23) ont été isolées a partir de 1’extrait butanolique issu de
I’extraction hydrométhanolique d’Anagallis monelli, dont treize sont de nouvelles saponines

monodesmosides (glycosilation en position 3) (Am1-13).

Nature des génines des composés Am 1- Am 23

L’étude des corrélations observées sur les spectres RMN 1D (*H et 3C) et 2D (HSQC, HMBC,
et COSY) et la comparaison avec les donneées de la littérature ont permis d’identifier les génines
d’Anagallis monelli, qui sont des triterpenoides pentacycliques. Les génines ont été identifiées
(Tableau 22, Figure 59) a la Priverogénine B (Am 1-2, 18-21), la Protoprimulagénine A (Am
14 et 15), I’Anagalligénine B et dérivés (Am 3-7, 16-17), I’Anagalligénone B (Am 8-9,
Am 22) et ’Hédéragénoaldéhyde (Am 10- 13).

Protoprimulagénine A

Hédéragénoaldéhyde

Figure 59 : Structures des génines des saponosides isolées a partir d’Anagallis monelli L.
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Tableau 22 : Nature des génines des composés Am (1-23).

Geénines Composes Références
Priverogénine B Am 1-2,18-21 (Kitagawa et al.,1972)
Protoprimulagénine A Am 14-15 (Kohda et al., 1989)
Anagalligénine B Am 3-7, 16-17 (Aliotta et al.,1992)
Anagalligénone B Am 8-9, 22 (Heitz et al.,1971)
Hédéragénoaldéhyde Am 10-13, 23 (Mahato et al., 1991)

Nature des sucres

Les analyses spectrales des données obtenues en *H-'H COSY, HSQC, TOCSY et ROESY,
complétées par celle en HMBC, plus I’évaluation des constantes de couplage et des
déplacements chimiques ont permis de caractériser chaque proton ou carbone anomerique et

d’identifier la nature des sucres.

Les configurations absolues des sucres ont été déterminées gréce a I’hydrolyse acide de la
fraction C (200 mg) suivie d’une co-chromatographie avec des témoins sur une plaque
préparative, en utilisant un systéme de gradient (MeCOEt: iso-PrOH: Me>CO: H20, 20:10: 7:2).
Les types de sucres identifiés dans la plante d’Anagallis monelli sont : I’arabinose, le glucose

et le xylose (Figure 60).

HO OH
0] o]
AN A L
HO
OH OH OH
Glucose Xylose Arabinose

Figure 60 : Structures des sucres identifiés dans les saponosides isolés

Nous allons commencer par 1’élucidation structurale des saponosides de la génine
Priverogénine B : Am 1-2, ensuite on va continuer avec les génines, Anagalligénine B : Am
3-7, Anagalligénone B: Am 8-9 et a la fin I’Hédéragénoaldéhyde : Am 10-13 et la
Protoprimulagénine A Am 14 et 15.

Les tableaux des déplacements chimiques de proton (*H) et celui du carbone (*3C) de la génine

ainsi que de la partie osidique sont repportés a la fin de chaque interprétation.
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111.1.2.1. Elucidation structurale du composé Am 1

Le spectre de masse haute résolution du composé Am 1 a été obtenu en HR-ESI-MS mode
négatif (Figure 61) et montre un pic pseudomoléculaire & m/z 1061.5537 [M-H] (calc
1061.5532) correspondant a la formule brute Cs2HgsOx2e.

>

Figure 61 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 1

- Analyse du spectre de RMN 'H du composé Am 1
L’analyse du spectre de RMN 'H (600 MHz, CD30D) de Am 1 (Figure 62), révéle la présence
d’un squelette triterpénique et une partie sucre formée de 4 unités osidiques qui est liée a la

génine en position 3, cela est mis en évidence grace aux signaux caractéristiques suivants :

- Sept singulets d’intégration 3H chacun entre o1 1.3 et 0.9 ppm (1.28, 1.17, 1.08, 1.00, 0.98,
0.92 et 0.87) correspondant a 7 methyles tertiaires angulaires. Des groupements aliphatiques
CH et CHa de la génine qui apparaissent dans la zone entre o1 0.9 et 4.35 ppm. Le proton H-3
résonne a on 3.16 ppm sous la forme d'un doublet de doublets (J=11.7, 4.3 Hz) indiquant

I’absence de substitution en position 2.

- Le proton H-16 résonne a on 4.33 ppm sous la forme d'un doublet (J= 5.0 Hz) indiquant la

présence d’un groupement hydroxyle (OH).

- Le proton H-22 résonne a én 3.74 ppm sous la forme d'un doublet de doublets (J= 11.6, 4.9
Hz) indiquant la présence d’un groupement hydroxyle (OH) et aucune substitution en position
21. Un proton résonant sous la forme d'un doublet de doublets (J=14.0, 2.5Hz) a 61 1.47 ppm
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attribuable a H-18, qui indique la présence d’une génine de type oleananeoleanane (Kitagawa
etal.,1972). Deux protons résonnants sous la forme multiplet a 8y 3.67 et 3.34 ppm attribuable

a H2-28 ce qui indique la présence d’un méthyléne oxygéné.
- la présence de quatre unités osidiques sont justifiées par les signaux caractéristiques suivants :

« Quatre protons anomériques résonants sous forme de doublets a 6w 4.71 ppm (J=7.7 Hz), dH
4.53 ppm (J=7.6 Hz), dn 4.54 ppm (J=7.8 Hz) et 61 4.41 ppm (J=6.6 Hz)

« Un ensemble de signaux dans la zone comprise entre dn 3.3 et 4.25 ppm est attribué aux
protons osidiques.

Protons osid Fues “me ‘

Prgtons anomériques | 1 o
| ,IH-iG( § ’W | \WM (W
| | | N | |
| |1 | il ‘ X AL S L k \ |
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Figure 62 : Spectre de RMN H (600 MHz, CD3OD) du composé Am 1
- Analyse du spectre de RMN 3C du composé Am 1
Le spectre de RMN 3C de Am 1 enregistré & 125 MHz (CDsOD) (Figure 63), permet de

distinguer les carbones suivants :

- Un signal a dc 86.9 ppm montre une présence d’une groupement oxygené (OR) en position
13 (C-13).
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- Des groupements aliphatiques CH, CHz, CHz et carbones quaternaires de la génine résonant

entre dc 15.3 et 55.4 ppm.

- Un ensemble de signaux se situant entre dc 60 et 90 ppm attribuables aux carbones osidiques
et aux carbones hydroxyles de 1’aglycone. Le signal a 6c 90.0 ppm est caractéristique du
carbone C-3 lié & un sucre. Les carbones anomériques résonnent a 6c 103.0, 103.4, 104.2 et
105.9 ppm.

Le composé Am 1 est constitué d’une génine pentacyclique hydroxylée et substituée par quatre
sucres. Le carbone C-3 déblindé & 6¢ 90.0 ppm par rapport au signal de la génine libre (=77

ppm) est engagé dans une liaison glycosidique. Il s’agit donc d’une saponine monodesmoside.

Y e S e L Y

Carbones anomériques

Carbones osidiques

i i

T T
75 70

Y

T
20 ppm

24425
4 10 29 23 30 25
14 0 27
> 18917 119 15 7012 2 116
21
5 2 3
¥ 4
;“3/ 2 16
28 K 2 \;1 5
22 4 6 6
4 2
3 5
1
1 13
1 3 2
1

Figure 63 : Spectre de RMN **C (150MHz, CD3OD) du composé Am 1.
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- Analyse du spectre COSY de la partie génine du composé Am 1
En examinant le spectre COSY *H-H du composé Am 1 (Figure 65) nous pouvons identifier
les positions des protons non analysables sur le spectre de RMN *H :
- le proton H-3 a &4 3.16 ppm correle avec les deux protons géminés Ha, -2 a 61 1.76 et
1.88 ppm. Et les deux protons géminés Ha, -2 correlent avec les deux protons géminés
Ha, b-1 résonant a 6x 0.98 et 1.77 ppm.
- le proton H-18 présente des corrélations avec les deux protons géminés Ha vb-19 a on
1.15 et 2.46 ppm (Figure 65).
- le méthyle situé a 6+ 0.87 ppm en position 24 corréle avec le méthyle résonant a 5y 1.08
ppm suggéré pour le CHs3-23. Le méthyle situé a 61 0.98 ppm en position 30 corréle avec

le méthyle résonant a dn 1.00 ppm suggéré pour le CH3-29.

- le proton H-16 a dn 4.33 ppm corréle avec les deux protons géminés Ha, b-15 a o1 1.28
et 2.09 ppm. Le proton H-22 a &4 3.74 ppm corréle avec les deux protons géminés Ha, v-
214 6H 1.40 et 2.20 ppm.

- le proton H-9 résonne a o1 1.28 ppm et présente des corrélations avec les deux protons
géminés Ha-11(6n 1.49) et Hp-11 (8n1.64), ce dernier corréle avec le proton Ha-12 (8n

1.31) alors que le premier corréle avec le proton Hyp-12 qui résonne a o 2.06 ppm.

Figure 64 : Corrélations COSY de la génine du composé Am 1.
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Figure 65 : Spectre COSY de la partie génine du composé Am 1

- Analyse du spectre HSQC de la partie génine du composé Am 1

L’interprétation du spectre HSQC met en évidence les couplages directs 1Jn c. Le spectre
HSQC de Am 1 (Figure 66 a, b) permet de déterminer les déplacements chimiques des carbones
portant les protons aliphatiques identifiés grace aux spectres RMN 1D et COSY. A partir des
protons identifiés par le spectre COSY, sont attribués les carbones correspondants : C-1 (6¢c
38.8), C-2 (dc 25.8) et C-3 (dc 90.0), C-9 (dc 50.0), C-11 (&c 18.5), C-12 (8¢ 32.1), C-18 (6¢c
50.7), C-19 (8¢ 37.6), C-21 (¢ 44.7) et C-22 (dc 74.2) ppm. Ainsi que les méthyles CHs-23,
CH3-24, CH3s-25, CH3-26, CH3-27, CH3-29 et CH3-30.
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H-5
Hb-21

Hb-19

6b 6a 26
57 25 24
11b 11a
2b 2a
30
23
12b 12a
29
7b 7a
15b 15a
19a
19b 1b L
21b 21a
18 2

Figure 66a : Spectre HSQC de la partie génine du composé Am 1

16 22

Figure 66b : Spectre HSQC de la partie génine du composé Am 1.
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- Analyse du spectre HMBC de la partie génine du composé Am 1
L’analyse de spectre HMBC du composé Am 1 (Figures 69a et 69b), permet d’établir les
couplages & longue distance "™1Jy-c, présentant une confirmation sur I’analyse précédente et

aussi de compléter les corrélations des carbones quaternaires avec les protons voisins.

- les correélations observées entre les protons du méthyles CHs-23 résonant a 61 1.08 ppm et les
carbones a &¢ 90.0 (C-3), 39.2 (C-4), 55.4 ppm (C-5) et le carbone p-axial plus blindé du
méthyle C-24 a 6¢ 15.3 ppm.

- des corrélations observées entre les protons du méthyles CHs-25 résonant a o4 0.92 et les
carbones & &c 38.8 (C-1), 55.4 (C-5), 50.0 (C-9) et 36.4 (C-10).

- Ce qui permet d’identifier les protons H-5 6H 0.74 ppm et H-9 6H 1.28 ppm. Puis attribuer
les protons Ha, b-6 et le proton Ha-7 dans le spectre COSY, a partir d’une corrélation entre H-

5/Ha, b-6 et le proton Ha-7 a partir de sa corrélation avec Ha-6.
25/326

,/-

RO (22

24 \_493

“__/ HMBC
\__} COSY

Figure 67 : Corrélations COSY et HMBC des noyaux A et B du composé Am 1.

- le méthyle CH3-26 a 61 1.17 ppm, au niveau duquel d’autres corrélations sont observées avec
trois carbones dont un attribué au carbone secondaire CH-7 (8¢ 33.7) et deux quaternaires Cg-
8 et Cg-14 résonant a dc 42.1 et 44.5 ppm, respectivement. Ces deux derniers correlent avec les

protons du méthyle situé a 6 1.28 ppm attribuable au CH3-27.

- Deux autre corrélations sont observées a partir des protons du méthyle CH3-27 avec le carbone
quaternaire C-13 a 6¢ 86.9 ppm, et le carbone secondaire résonant a ¢ 35.5 ppm attribuable au
carbone C-15.

- Les corrélations avec les protons des deux méthyles CH3-29 et CH3-30 dont les signaux
apparaissant a 6H 1.00 et o 0.98 ppm permettent de confirmer les attributions des carbones C-

19 et C-21et d’assigner le signal a 32.5 ppm a C-20.
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- les corrélations observées entre les protons en position 28 a dn 3.67 ppm (H2-28) et le signal
du carbone quaternaire qui porte un oxygene a d. 86.9 ppm sur le spectre HMBC, attribué a C-
13 et les corrélations avec C18 situés a dc 50.7 ppm respectivemt, permet de présenter le
groupement hydroxyle en position 28. Les protons CH»-28 corrélés a C-13 dans le méme

spectre, implique une cyclisation du groupement hydroxyle de CH>-28 en C-13 (Figure 68).

Figure 68 : Corrélations HMBC de la partie génine du composé Am 1.

H-23/C-24
H-29/C-30  H-30/C-19
H-29/C-19 O

20/C.20 H-30/C-29
H-29/c-20 H-30/ H-24/C-23

T

-27/C-15

-27/C-8 H-26/C-8 O OO

H
H-27/C-14 < H-25/C-9
" H-26/C-9 -
H-26/C-14 H-25/C-5 H-24/C-5
H-23/C-5
H-27/C-13 : O
H-23/C-3 H-24/C-3

Figure 69a : Spectre HMBC de la partie génine étalée de 0.75 a 1.45 ppm du composé Am 1
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H—leC—14
8 H-16/C-17

H-16/C-18

O

H-28/C-13

Figure 69b : Spectre HMBC de la partie génine étalée de 3.50 a 4.60 ppm du composé Am 1

- Analyse du spectre ROESY de la partie génine du composéAm 1

L’analyse des corrélations observées sur le spectre ROESY (Figure 71) montre une corrélation
H-23/H-3, H-23/H-5, H-16/ Heq -15, H-24/ Hax-2, H-25/ H-26 et H-27/ Hax-9. En revanche,
H-22 permet d’observer une corrélation avec H-18 et H-30 B-axial, alors que H-18 correle avec

Heg-12 et H- 30 (Lehbili et al., 2018), indiquant que I’hydroxyle en position 22 est équatoriale.

Figure 70 : Corrélations ROESY de la partie génine du compose Am 1
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o \ - -
'oH ‘\H 5/H-23
“ — H-5/H-9
OH H-18/H-30
H-18/H-12
H-2/H-24
H-28/H-15

H-16/H-15
\ H-16/H-27
4

Figure 71 : Spectre ROESY de la partie génine du composé Am 1

- Analyse du spectre RMN *H de la partie osidique du composé Am 1

Le spectre de RMN *H (Figure 62) montre quatre signaux de protons anomériques a oy 4.71
ppm (d, J=7.7 Hz), 4.54 ppm (d, J= 7.8 Hz), 4.53 ppm (d, J= 7.6 Hz) et 4.41 ppm (d, J =6.6
Hz), qui corrélent sur le spectre HSQC avec quatre carbones a 6¢ 103.0, 103.4, 105.9 et 104.2
ppm, respectivement (Figure 72). L’analyse des spectres COSY, HSQC et HMBC, permet
d’identifier les quatre sucres comme suit :

— un a-L-arabinopyranosyle dont le proton anomérique résonne a o1 4.41 ppm (d, J =
6.6 Hz, Ara)

— deux B-D-glucopyranosyles dont les protons anomériques résonnent a 61 4.71 ppm (d,
J=7.7Hz, Glc-I) et 61 4.54 ppm (d, J = 7.8 Hz, Glc-II).

— un B-D-xylopyranosyle dont le proton anomeérique résonne a 6n 4.53 ppm (d, J =7.6
Hz, Xyl).
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Figure 72 : Spectre HSQC des protons anomeriques du composé Am 1.

- Analyse du spectre COSY de la partie osidique du composé Am 1

L’analyse des corrélations observées sur le spectre COSY (Figure 73) a partir du doublet
anomerique H-1' (61 4.41) nous indique la présence d’un hexose dont le proton H-2' résonne
sous forme d’un multiplet & dn 3.82 ppm qui corréle avec le proton H-3' a én 3.81 ppm sous
forme d’un multiplet. Ce dernier présente une corrélation avec le proton H-4' résonant a 6+ 3.90
ppm sous forme d’un multiplet et enfin le proton H-4' corréle avec un des protons Hy-5' (SH
4.23) qui correlent entre eux Hyp-5'/Ha-5" (61 3.55).

Au spectre COSY (Figure 73), le proton H-1' couple avec le proton H-2’ avec une constante de

couplage 3J= 6.6 Hz indique que les 2 protons sont axiaux. Les petites taches de corrélation de
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H-3'/H-4' et H-4'/Hb-5'" avec une constante de couplage J H-4'/Hp-5' = 3.8 Hz indiquent que le
proton H-4' est équatorial. Ces données permettent de suggérer la présence d’un a-L-
arabinopyranosyle (Ara). La comparaison des déplacements chimiques (3c) des carbones
correspondants a ces protons avec ceux dans la littérature confirme la présence d’un a-L-
arabinopyranosyle (Alabdul Magid at al., 2005). Les valeurs des déplacements chimiques de
ses carbones, attribués aprés analyse du spectre HSQC montrent un déblindage de C-2' et C-4'

suggeérant une substitution en positions 2' et 4' de cet arabinose.

Dans le spectre COSY (Figure 73) le proton anomérique H-1" a on 4.71 ppm est corrélé avec le
proton H-2" qui résonne sous la forme d’un doublet de doublets a 6x 3.21 ppm (J=8.9,7.7 Hz),
lui-méme corrélé avec le proton H-3" situé a on 3.39 (t, J=9.3 Hz). Le proton H-4" a 1 3.19
ppm (t, J=9.2 Hz) est corrélé avec le proton H-3 et un proton H-5" qui résonne a o1 3.29 ppm
(m). Ce dernier corréle avec les deux protons géminés Ha-6" (6n 3.62, dd, J= 12.0, 6.7 Hz) et
Hb-6" (6n 3.86, dd, J=12.0, 2.0 Hz). Les constantes de couplage entre tous les protons de cette

unité osidique sont caractéristiques d’un S-D-glucopyranose (Glc-1).

Le proton anomérique H-1" a 6+ 4.54 ppm est corrélé avec le proton H-2" situé a 6n 3.41 (t, J=
7.8 Hz) (Figure 73). Ce dernier correle avec le proton H-3" situé a én 3.57 (t, J=8.9 Hz). Le
proton H-4" est localisé a dn 3.35 ppm et le proton H-5" résonne a 61 3.30 ppm. Ce dernier
correle avec les deux protons géminés Ha-6" (6w 3.69, dd, J=12.4, 6.2 Hz) et Hb-6" (dn 3.88,
d, J=12.4 Hz). Les constantes de couplage entre tous les protons de cette unité osidique sont
caractéristiques d’un S-D-glucopyranose (Glc-I1). Les valeurs des déplacements chimiques de
ses carbones, attribuées aprés analyse du spectre HSQC montrent un déblindage de C-2"

suggérant une substitution en position 2™ de ce glucose (Glc-I1) (Tableau 23).

Dans le spectre COSY (Figure 73) le proton anomérique H-1"" a on 4.53 ppm (J=7.6 Hz) est
corrélé avec le proton H-2"" situé a on 3.27 (dd, J= 8.7, 7.6 Hz). Ce dernier corréle avec le
proton H-3"" situé a dn 3.39 sous forme multiplet. Le proton H-4"° est situé a 6n 3.54 ppm
corrélé avec les deux protons géminés Ha-5"" et Hb-5"" & 6n 3.32 (m) et on 4.01 (dd, J=11.3,
5.2 Hz). Le déplacement chimique de C-1"" a 105.9 ppm et les constantes de couplage entre

tous les protons de cette unité osidique sont caractéristiques d’un S-D-xylopyranose (Xyl).
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Figure 73 : Spectre COSY de la partie osidique du composé Am 1
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- Analyse du spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 1

Tous les carbones osidiques sont attribués (Figure 75) a partir des protons déja identifiés grace
aux corrélations observées sur les spectres COSY (Figure 73). Les quatre carbones anomeériques
sont repérés a 1’aide de corrélations hétéronucléaires 1JH-C observées sur le spectre HSQC

(Figure 72). Les quatre carbones résonants entre 103-106 ppm.

Gle-l \
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3 Xyl 20

1
3Gle-1 OH

Figure 74 : L’enchainement de la partie osidique du composé Am 1.
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Figure 75 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 1.
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- Analyse du spectre HMBC de la partie osidique du composé Am 1

Les corrélations *Ju.c observées sur le spectre HMBC (Figure 76) a partir de chaque proton
anomérique permettent d’¢lucider I’enchainement des unités osidiques ainsi que le point
d’ancrage des sucres sur la génine.

- La corrélation entre le proton H-1' (61 4.41 ppm) de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 (&¢
90.0 ppm) de la Priverogénine B montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3
de la génine.

- Le proton H-1" (61 4.71 ppm) du glucose (Glc-1) corréle avec le carbone C-2' (6¢ 78.0 ppm)
de I’arabinose (Ara) lié & la génine en position 3.

- Le proton H-1"" (31 4.54 ppm) du glucose (Glc -11) corréle avec le carbone C-4' (6¢c 78.8 ppm)
de I’arabinose (Ara) lié a la génine en position 3.

- Le proton H-1"" (6n 4.53 ppm) du xylose (Xyl) corréle avec le carbone C-2" (3¢ 83.7 ppm)
du glucose (Glc -1l) 1ié a la I’arabinose en position 4.

H_lrl H_lu;H'l
H-1’
H-1"/C-2’
c-2’ H-1""/C-4'
c-4
H_l!l!l/c_zl’l
C_zl'l
Gle-ll
Ara /K
o
1
a2 e
.3 3 Xyl OH HO H-1’/C-3
3Glc-l OH'

Figure 76 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomeriques) du composé Am 1.

La structure finale du composé Am 1 est établie comme étant le 3 -O-B-D -xylopyranosyl
(1—2) B- p-glucopyranosyl-(1—4)-[B- D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L -arabinopyranoside-

13,28-époxyoléanan-3p,16a,22a-triol, un nouveau composé naturel nommeé Monelloside A.
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Tableau 23: Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside
Am 1 dans CD30D.

Position | 1 Position 1
5(; 5H 5C 6H
1 38.8 0.98 m Ara
1.77m 1 104.2 |4.41d (6.6)
2 25.8 1.76m 2’ 78.0 3.82m
1.88m
3 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 3’ 72.9 3.81m
4 39.2 - 4 78.8 3.90m
5 55.4 0.74 dd (9.4, 4.5) 5’ 78.8 3.55dd (12.5, 3.8)
4.23dd (12.5, 2.8)
6 17.4 1.47 m Glcl
1.54m 1” 103.0 |4.71d(7.7)
7 33.7 1.26t (13.4) 2" 74.6 3.21dd (8.9,7.7)
1.56m 3" 76.4 3.39t(9.3)
8 42.1 - 4" 70.6 3.19t(9.2)
9 50.0 1.28 m 5 76.7 3.29m
10 36.4 - 6" 61.9 3.62dd (12.0, 6.7)
3.86dd (12.0, 2.0)
11 18.5 149 m Glcll
1.64 dd (12.5,4.4)
12 32.1 1.31m 1" 103.4 |4.54d (7.8)
2.06 m
13 86.9 - 2" 83.7 3.41t(7.8)
14 44.5 - 3" 76.2 3.57t(8.9)
15 35.5 1.28 m 4" 69.7 3.35m
2.09m 5" 76.7 3.34m
16 69.8 4.33d (5.0) 6"’ 61.2 3.69dd (12.4, 6.2)
3.88d(12.4)
17 49.1 - Glc 1l
18 50.7 1.47 dd (14.0, 2.5) 17
19 37.6 1.15m 27"
2.46 dd (14.1, 12.3)
20 32.5 - 37
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Tableau 23 (siute): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du

saponoside Am 1 dans CD30D

21 44.7 |1.40dd(12.3,49) |4

2.20t(12.3) 5
22 742 | 3.74dd (11.6,4.9) 6"
23 270 |1.08s Xyl
24 153 |0.87s 177" 105.9 | 4.53d(7.6)
25 153 |0.92s 2" 745 |3.27dd (8.7,7.6)
26 174 | 117s 37 76,5 [3.39m
27 18.7 | 1.285 ez 69.6 |3.54m
28 76,7 |3.67m 5/ 66.0 |3.32m

4.01dd (11.3,5.2)

29 323 [1.00s
30 246 |0.98s

111.1.2.2. Elucidation structurale du composé Am 2

Le spectre de masse haute résolution du composé Am 2 a été obtenu en HR-ESI-MS mode
négatif (Figure 77) et montre un pic pseudomoléculaire a m/z 1223.6071 [M-H] (calc
1223.6061) correspondant a la formule brute CsgHgsO27.

- Analyse du spectre de RMN *H du composé Am 2
L’analyse du spectre de RMN *H (600 MHz, CDs0D) de Am 2 (Figure 78), nous suggére la

présence d’un squelette triterpénique et une partie osidique présentant une similitude avec Am
1, cela est mis en évidence par I’observation des mémes signaux, excepté certains qui sont
relatifs a la partie osidique ou on note la présence des signaux supplémentaires correspondant

a un glucose (Glc-I11) lie en position C-4 de Glc-II.

Figure 77 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 2
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Am 2

Glc-ll H-1"""" 5

21
19

Am1l

19 21

Figure 78 : Spectre de RMN *H (600 MHz, CDsOD) du composé Am 2

- Analyse du spectre de RMN 3C du composé Am 2

Le spectre de RMN *3C de Am 2 (Figure 79) présente des carbones avec des déplacements
chimiques proches de ceux identifiés sur celui du Am 1. Cependant quelques différences ont
¢été constatées dans la partie osidique dues a la présence d’un troisieme glucose (Glc-111)
(Tableau 24) repéré par l'apparition du signal du carbone anomérique lié a C-4 de (Glc-I1)

induisant le déblindage de ce dernier a 6¢ 78.5 ppm (Figure 79).
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Carbones anomériques Carbones osidiques
24+25
23 -
5 917 4 10, % 66
8 7 20 2
18 ey 149 15 27 112
C_ZIIIII
C_Slnlc_3uul / 16

C_4UMI

22 / / C_6luu

1”'”

1 1!/’ 1” 13

11

Figure 79 : Spectre de RMN *3C (150 MHz, CDs0D) du composé Am 2

- ldentification de la partie aglycone
L'analyse combinée des spectres COSY, HSQC, HMBC (Figures 80-82) de cette molécule,
montre clairement que les déplacements chimiques des protons et des carbones-13 de la partie

aglycone de Am 2 sont pratiquement identiques a ceux de Am 1 (Tableau 24).
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Figure 80 : Spectre COSY dans la partie génine du composé Am 2.
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Figure 81a : Spectre HSQC de la partie génine du composé Am 2.
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Figure 81b : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 2.
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Figure 82 : Spectre HMBC de la partie génine du composé Am 2.
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- Analyse du spectre en RMN 1D et 2D de la partie osidique du composé Am 2
Les quatre unités osidiques de Am 2 sont identifiées grace a I’analyse compléte de RMN 1D et

2D. Et elles sont identiques a celles du composé Am 1.

Les carbones de ces sucres sont attribués au moyen du spectre HSQC (Figure 84). En outre, on

observe 1’apparition de nouveaux signaux correspondant & une 5™ unité osidique.

A partir du doublet anomérique H-1' (8n 4.42, d, J = 6.3 Hz) sur le spectre COSY (Figure 83),
nous indique la présence d’un hexose dont le proton H-2' resonne sous forme d’un multiplet a
dn 3.82 ppm. Ce dernier correle avec le proton H-3' & 61 3.81 ppm sous forme d’un multiplet.
Le proton H-3' présente une corrélation avec le proton H-4' résonant a 6 3.90 ppm sous forme
d’un multiplet. A ’aide du spectre HMBC (Figure 85), le proton H-5' sont localisés a &y 3.55
ppm depuis sa corrélation avec le carbone C-1'",

Le proton H-4' couple avec les protons géminés Ha-5' (6w 3.55, dd, J =12.5, 4.2 Hz) et Hb-5'
(On 4.22, d, J =12.5Hz) sur le spectre COSY (Figure 83). La valeur élevée de constante de
couplage entre H-1'" indique que ce proton est en position axiale.

Le spectre HMBC (Figure 85) montre une corrélation entre le proton anomérique H-1' a (6n
4.42, d, J =6.3 Hz) et le carbone C-3 a 6c 90.0 ppm, nous indique la localisation d’un a-L-
arabinopyranosyle lié a la génine en position 3. La comparaison des déplacements chimiques
(8c) des carbones a des protons qui les portent avec ceux de la littérature confirme la présence

d’un a-L-arabinopyranosyle (Alabdul Magid., 2005).

Les valeurs des déplacements chimiques de ses carbones, attribuées aprés analyse du spectre
HSQC montrent un déblindage de C-2' et C-4' suggérant une substitution en position 2' et 4' de

cet arabinose.

A partir du proton anomérique H-1" a 61 4.71 ppm du spectre COSY on a identifié les protons
en position rrrH-2", H-3", H-4", H-5" et Hap-6" grace aux différentes corrélations entre eux. Le
spectre HSQC a permis d’attribuer tous les carbones reliés respectivement a ces protons. Toutes

ces données spectrales sont tres similaires a celles de Glc-1 de Am 1.

La jonction de Glc-1 de Am 2 sur I’arabinose en H-2' est confirmée par le spectre HMBC a

travers la corrélation du proton H-1" a 64 4.71 ppm en C-2' & ¢ 78.0 ppm.

Le proton anomérique H-1" a dn 4.57 ppm est correlé avec le proton H-2" situé a 6y 3.48 (t, J=
7.9 Hz). Ce dernier corréle avec le proton H-3" situé a o1 3.75 (t, J=9.0 Hz). Le proton H-4"
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est localisé & on 3.63 ppm (t, J=8.9 Hz) est couplé avec le proton H-3" d’une part et avec le
proton H-5" qui resonne a dx 3.44 ppm. D’autre part le proton H-5" corréle avec les deux
protons géminés Ha-6" (61 3.89 ppm) et Hb-6" (6+ 3.88ppm).

Les constantes de couplage entre tous les protons de cette unité osidique sont caractéristiques
d’un S-D-glucopyranose.

Les valeurs des déplacements chimiques de ses carbones attribués aprés analyse du spectre
HSQC montrent un deblindage de C-2" et C-4" suggérant une substitution en position 2" et C-
4™ de ce glucose (Glc-Il) (Tableau 24). Par ailleurs, le proton anomérique H-1" situé a ou
4.57corréle avec le carbone C-4' a 8¢ 78.8 ppm sur le spectre HMBC confirmant la liaison de

Glc-I1 au sucre a-L-arabinosyle en position C-4'.

Le proton anomérique H-1"" & 61 4.56 ppm (J=7.8 Hz) correle avec le proton H-2"" situé a on
3.26 (t, J=7.8 Hz). Ce dernier corréle avec le proton H-3"" situé a én 3.30 sous forme multiplet.
Le proton H-4"" situé a én 3.52 ppm correle avec les deux protons géminés Ha-5"" et Hb-5"" a
Sn 3.32 (M) et 81 4.01 (dd, J= 11.5, 5.7 Hz).

Le spectre HSQC de Am 2 permet d’attribuer tous les carbones de cette unité osidique, leur

déplacements chimiques sont caractéristiques d’un xylopyranose.

A I’aide du spectre HMBC, le proton anomérique H-1"" montre une corrélation avec C-2" a 6¢
83.1 ppm de (Glc-I1). Ce dernier, nous confirme la présence d’un S-D-xylopyranosyle lié avec

le sucre -D-glucopyranose (Glc-I1) en position 2™

Le proton anomérique H-1"" a dn 4.43 ppm correle avec le proton H-2"" situé a on 3.24 (t,
J=8.9 Hz). Ce dernier correle avec le proton H-3"" situé a on 3.37 ppm. Le proton H-4"" est
localisé a 61 3.32 ppm et le proton H-5"" résonne a 61 3.30 ppm. Ce dernier correle avec les
deux protons géminés Ha-6"" (6w 3.62, dd, J=10.4, 2.6 Hz) et Hb-6"" (61 3.86).

Le spectre HMBC montre une corrélation entre le proton anomérique H-1"" situé a o1 4.43 et
le carbone C-4" a oc 78.5 ppm, confirmant la présence d’un f-D-glucopyranose (Glc-I11) lie
avec le sucre S-D-glucopyranose (Glc-11) en position 4™,

Le spectre HSQC permet d’attribuer tous les carbones relatifs aux protons identifiés de cette
unité osidique et qui sont typiques d’un glucopyranose terminal (Glc-111) confirmant ainsi les

données des constantes calculées.
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Figure 83 : Spectre COSY de la partie osidique du composé Am 2
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Figure 84 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 2
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C-1'/H-3

C-1'/H-5’

Figure 85 : L’enchainement de la partie osidique du composé Am 2.
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Figure 86 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomeriques) du composé Am 2

L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit a proposer pour ce compose la

structure suivante : 3-O-B-D- glucopyranosyl-(1 — 4)[B-D-xylopyranosyl-(1 —2)]-p-D-
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glucopyranosyl-(1—4)-[p-D- glucopyranosyl-(1 —2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-
époxyoléanan-3p,16a,22a-triol , nommé Monelloside B.

Tableau 24 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside
Am 2 dans CD30D.

Position | 2 Position 2
5c SH [oJe SH
1 38.8 0.97 m Ara
1.77m 1 104.2 | 4.42d (6.3)
2 25.8 1.76 m 2’ 78.0 3.82m
1.87m
3 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 3’ 72.9 3.81m
4 39.2 - 4 78.8 3.90m
5 55.4 0.74 dd (11.3, .28) 5’ 64.3 3.55dm (12.5)
4.22d (12.5)
6 17.3 1.46 m Glc |
1.54 m 1” 102.9 |4.71d(7.3)
7 33.7 1.25m 2" 74.6 3.21dd (8.9, 7.3)
1.56 m 3" 76.4 3.39m
8 421 - 4" 70.6 3.18t(8.9)
9 49.9 1.27 m 5" 76.7 3.30m
10 36.4 - 6" 61.9 3.60dd (11.0, 4.7)
3.86d(11.0)
11 18.5 1.49m Glc
1.64 dd (12.7, 3.4)
12 32.1 1.31m 1 103.3 | 4.57d(8.8)
2.06 m
13 86.9 - 2" 83.1 3.481t(9.0)
14 44.5 - 3" 74.7 3.75t(9.0)
15 355 1.27 m 4" 78.5 3.631t(8.9)
2.08 m 5" 75.1 344 m
16 69.8 4.32brs 6"’ 60.3 33.89m
3.88m
17 49.1 - Glc I
18 49.1 1.46 dd (12.5, 2.1) 17 103.1 | 4.43.d (8.3)
19 50.7 1.15m 2" 73.5 3.24t(8.9)
2.45dd (13.9, 12.5)
20 325 - 37 76.6 3.30m
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Tableau 24 (suite): Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du
saponoside Am 2 dans CDz0D.

21 44.7 [1.39m 4 69.9 |3.32m
2.19t(11.7) 57 76.7 |3.37m

22 742 |3.72m 6" 61.0 | 3.68dd (10.4,2.6)
3.89m

23 27.0 |1.07s Xyl

24 153 | 0.865s 177" 105.9 | 4.56d (7.8)

25 153 | 0.92s 2" 746 |3.26t(7.8)

26 17.4 [ 1.17s 37 76.1 |3.37m

27 18.7 | 1.285s 4 69.6 |3.52m

28 76.7 |3.67m 5/ 66.0 |3.32m
4.01dd (11.5, 5.7)

29 323 [1.00s

30 246 |0.96s

111.1.2.3. Elucidation structurale du composé Am 3

Le spectre de masse haute résolution du composé Am 3 a été obtenu en HR-ESI-MS mode
négatif (Figure 87) et montre un pic pseudomoléculaire a m/z 1103.5629 [M-H] (calc,
1103.5638) correspondant a la formule brute Css Hg7 O23.

Figure 87 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 3

- Analyse du spectre de RMN *H du composé Am 3
Les composés des spectres de RMN *H (600 MHz, CDsOD) de Am 1 et Am 3 (Figure 88),

nous suggere la présence d’un squelette triterpénique (anagalligénine B) (Machocho et al.,
2003) pour ce dernier avec les mémes unités osidiques que ceux de Am 1, excepté certaines

différences relatives a la partie génine ou on trouve I’absence du groupement (OH) dans la
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position 22 et sa présence en position 23. La présence du groupement acétyle (OAc) lié en

position 6" du (Glc-1) est aussi détectée dans la partie osidique.

o Am 1
H 1 H_lllll

H-1" H-1’

19

o o

o o

ol

KN\%Q%\M\N\ W—*‘;ﬁf%f%///z//

Am 3
H-1"% » CHs
H H-1 ’ 16 23b
H-1 28b
| ‘ ‘
| i| \\
| 9 )
_ JJ' Jl, /i JLL f"lﬂ Jl Mll mlw IJ‘M M J\ “ o ___d'al'»‘l\w,\_f" ‘.“ju\ A J."L'lf\!fu,. ,W»\, "/ [V L« uuw-"‘ lm_kﬁ__l,JLllL\_
I \:5 410 3:5 310 215 210 1 [5 1 lo ppm

Figure 88 : Spectre de RMN *H (600 MHz, CD3;0D) du composé Am 3

- Analyse du spectre de RMN *3C du composé Am 3
Le spectre de RMN *3C de Am 3 (Figure 89) présente des carbones avec des déplacements
chimiques proches de ceux identifiés sur celui du Am 1. Cependant quelques différences ont
été constatées :
- La partie génine :
- L’absence du groupement OH en position 22 a permis d’observer un pic plus blindé a
8¢ 30.8 ppm sur le spectre °C.
- Laprésence du groupement OH en position 23 est indiqué par 1’apparition d’un pic a oc
62.9 ppm sur le spectre 13C.
- La partie osidique :
- La présence du groupement acétyle en position 6" de glucose (Glc-I) est revéleé par la

présence d’un pic & 8c 171.5 et a 6¢ 19.6 ppm sur le spectre 3C.
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. - Partie génin
o ) . Partie osidique artie genine
Ham/ Ho 4 carbones anomérique

o
Carbonyle LAY \4

30
9 14 29 20 27 26 25
18 8 10 24
5
3 28 l
1 Am 3
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Figure 89 : Spectre RMN 3C (150 MHz, CD3s0D) du composé Am 3
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- Analyse des spectres en 2D du composé Am 3
Parmi les corrélations observées sur les spectres COSY, HSQC et HMBC de Am 3 (Figures

91- 92 et 95), nous allons évoquer les plus importantes, le reste des corrélations entre les protons

et les carbones sont établie de la méme facon que celles pour la génine Am 1.

Les deux protons géminés Hap-22 a 61 1.52 ppm (td, J=13.2, 4.4 Hz) et 1.79 ppm (d, J=13.2
Hz) présentent une corrélation avec les deux protons géminés voisins Hap-21 a 64 1.15 et 2.10
ppm sous forme multiplet sur le spectre COSY, ce qui permet de confirmer 1’absence du
groupement OH sur les deux positions C-21 et C-22.

L’absence du signal de Me-23 observé dans Am 1 et la présence de 2 signaux correspondant
aux deux protons géminés Hap-23 situés a 61 3.21 ppm (d, J=11.2 Hz) et 3.79 ppm (d, J=11.2
Hz) et qui présentent une corrélation entre eux sur le spectre COSY, indiquent la présence du

groupement OH en position 23 de la génine.

Les deux protons géminés Hap-28 a o 3.14 ppm (d, J=7.6Hz) et 3.52 ppm (d, J=7.6 Hz)
présentent une corrélation entre eux sur le spectre COSY et le déblindage de ces 2 doublets

indique la proximité du méthylene (CH2) -28 a un oxygene.

Au niveau du proton H-16 situé a 6+ 3.90 ppm sous forme d’un doublet avec une constante de
couplage de 4.7 Hz, et corrélant avec Hp-15 a 61 2.13 ppm sur le spectre COSY, permet de

localiser un groupement OH sur la position 16 de la génine.

Figure 90 : Corrélations COSY de la génine du composé Am 3
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O
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~ /

H-18/Hb-19
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O‘\H b-23/Hb-23
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Figure 91 : Spectre COSY de la partie génine du composé Am 3

- Analyse du spectre HSQC du composé Am 3

Le spectre HSQC (Figures 92-93) montre des corrélations de six signaux de méthyles tertiaires
résonant a o 0.68, 0.93, 0.93, 0.97, 1.17 and 1.27 ppm avec six signaux de carbones
respectivement a 5¢c 11.9 (C-24), 15.8 (C-25), 23.5 (C-30), 32.5 (C-29), 17.4 (C-26) et 18.5 (C-
27) ppm.
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Figure 92 : Spectre HSQC de la partie génine du composé Am 3
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Figure 93 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 3.
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Figure 94 : Spectre TOCSY de la partie osidique du composé Am 3.
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- Analyse de spectres HMBC du composé Am 3
Le spectre HMBC (Figure 95) montre les corrélations principales du composé Am 3

H-29/C-30
H-29/C-22
H-29/C-21 \ } -30/C-22
H-30/C-29
4/
H- 26/C 7 A/H -30/C-21
H-27/C-15
H-26/C- H-30/C-19 H-24/C-4

H-27/c-8 >

H-26/C-14
H-24/C-5
H-26/C-9 H-25/C-9

H-27/C-14

H-29/C-19
1
H-24/C-23
“'OH
HO g
24 p3 H-24/C-3

H-27/C-13

Ha-28/C-22

Ha-28/C-17
H-16/C-17
Hb-28/C-18
H-16/C-18
Hb-28/C-16
H-28/C-16
H-23/C-3 \
C > H-23/C-3

Figure 95 : Spectre HMBC de la partie aglycone du composé Am 3
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Le spectre HMBC (Figure 96) de la partie osidique du composé Am 3 montre :

-Une correélation entre le proton anomérique H-1' (3w 4.43) de 1’arabinose (Ara) et le

carbone en position 3 (5. 81.9) de la génine.

-Une corrélation entre le proton anomérique H-1" (dn 4.71) du glucose (Glc-1) et le

carbone en position 2' (8¢ 79.9) de I’arabinose.

-Une corrélation entre le proton anomérique H-1" (dn 4.56) du glucose (Glc-I1) et le

carbone en position 4' (3¢ 78.7) de I’arabinose.

-Une corrélation entre le proton anomerique H-1"" (61 4.55) du xylose (Xyl) et le carbone
en position 2" (6¢ 83.6) du glucose (Glc-I1).

-Une corrélation observeée sur le spectre HMBC entre le proton Ha-6 a 6+ 4.20 ppm avec
un carbonyle a 6c171.5 ppm. Ce dernier présente une corrélation avec le signal singulet
d’un méthyle a o1 2.08 ppm. Ces données nous permettent de situer un groupement
acetyle (OAc) sur la position 6" du glucose (Glc-1).

H-1""/ C-&'

H-1"/ C-2’

H-1'/C-3

Cq de carbonyle/C-6” Cq de carbonyle/CHs

H_lrur/ c-2""

Figure 96 : Spectre HMBC de la partie osidique du composé Am 3.

L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit @ proposer pour ce compose la
structure suivante : 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[6-acetyl-p-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3f,16a,22a-triol, nomme
Monelloside C.
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Tableau 25: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside

Am 3 dans CD30OD
Position | 3 Position 3
5c SH &¢ SH
1 38.5 0.95m Ara
1.75m 1 103.7 | 4.43d (6.8)
2 25.3 1.77 t (12.5) 2’ 79.9 3.73dd (8.2, 6.8)
1.88 m
3 81.9 3.58 dd (11.9, 4.7) 3 73.3 3.79d(9.0)
4 42.9 - 4 78.7 3.92m
5 46.4 1.19m 5’ 64.5 3.53d(12.5)
4.19dd (11.9, 5.4)
6 16.8 1.41m Glc |
1.45m 1” 103.4 |4.71d(7.6)
7 33.2 1.19m 2" 74.6 3.25t(7.6)
1.67 td (13.2, 3.8) 3" 76.4 3.41t(9.0)
8 41.8 - 4" 69.8 3.35t(9.5)
9 49.9 1.32m 5" 73.8 3.46m
10 36.2 - 6" 63.5 4.20dd (11.5, 2.5)
4.34 dd (11.5, 1.98)
11 18.5 1.49 m Glcll
1.64 m
12 31.9 1.29m 1 103.2 |4.56d(7.2)
2.07m
13 87.0 - 2" 83.6 3.44dd (9.0, 7.2)
14 44.0 - 3" 76.2 3.56t(9.0)
15 35.6 1.23 d (15.7) 4" 69.6 3.37t(9.0)
2.13 m 5" 76.5 3.28m
16 76.7 3.90d (4.7) 6"’ 61.1 3.68dd (12.2,5.4)
3.87d(12.2,2.2)
17 43.9 - Glc 1l
18 51.0 1.52 dd (14.0, 4.7) 17
19 38.4 2.40dd (14.0, 12.2) 2"
1.21d (12.6)
20 31.0 - 37
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Tableau 25 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 3 dans CD30D

21 360 |1.15m 4
2.10 m 5
22 30.8 | 1.52td (13.2,4.4) 6"
1.79.d (13.2)
23 629 |[3.21d(11.2) Xyl
3.79d (11.2)
24 119 |0.68s 177" 105.9 | 4.55d (6.8)
25 15.8 |0.93s 2" 745 |3.27dd (9.0, 6.8)
26 174 | 1.17s 3 76.3 |3.36t(9.0)
27 185 |1.27s ez 69.5 |3.52m
28 77,3 |3.14d(7.6) 5/ 66.0 |3.30m
3.52d (7.6) 3.99dd (11.5, 5.4)
29 325 [0.97s OAc 1715 | -
30 23.5 [0.93s CHs 19.6 |2.08S

111.1.2.4. Elucidation structurale des composés Am 4 et Am 5

Les spectres de masse haute résolution des composés Am 4 et Am 5 ont été obtenus en HR-
ESI-MS en mode négatif (Figures 97-98) et montrent un pic pseudomoléculaire a
m/z 1253.6169 [M-H] (calc, 1253.6166) correspondant a la formule brute Cse Hg7 Oz et a
m/z 1091.5646 [M-H]" (calc, 1091. 5638) correspondant a la formule brute Cs3Hg7O2s,

respectivement.

Figure 97 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 4

Figure 98 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 5
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- Analyse des spectres de RMN *H et 13C des composés Am 4 et Am 5

L’analyse des spectres de RMN *H (600 MHz, CD3OD) de Am 4 et Am 5 (Figure 99), nous
suggere la présence d’un squelette triterpénique (Anagalligénine B) (Machocho et al., 2003)
avec la méme génine que Am 3 et les mémes unités osidiques que celles de Am 2 et Am 1,
respectivement. Excepté, la présence d’un singulet d’intégration 1H a oJn 4.19 ppm
correspondant a H-28 et un singulet d’intégration 3H a on 3.33 ppm dd au groupement

méthoxy en position 28 dans la partie génine de Am 4 et Am 5.

Partie génine

24
25
o 2726 30
Partie osidique de 5 sucres 29
1,,, 1’/’/ 28 16
1[’ ¥ 1’ 1lllll
5, 5””
2726 25
Partie osidique de 4 sucres 30 24
1,,, 1'7'7
1/[
\’¢/ 28 -
1/

5, 51/1/

Figure 99 : Spectres RMN H (600 MHz, CD30D) des composés Am 4 et Am 5

Les spectres de RMN 3C (Figures 100-102) de Am 4 et Am 5 sont identiques au niveau de la
partie génine et présentent des carbones similaires avec des déplacements chimiques proches a
ceux de la partie génine de Am 3.

- Dans la partie genine :
Les spectres de RMN *3C de Am 4 et Am 5 indiquent la présence du groupement méthoxy (RO-
CH3) a 6c 53.9 ppm en position 28 sur le squelette triterpénique (Figures 100-101).

- Dans la partie osidique :

-le composé Am 4 exhibe les mémes signaux que ceux des unités osidiques de Am 2.

-le composé Am 5 exhibe les mémes signaux que ceux des unités osidiques de Am 1.
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Am 4
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HO HO
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Figure 100 : Spectre RMN 3C (150 MHz, CD3OD) des composés avec les différents

étalements Am 4 et Am 5.
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Figure 101 : Spectres RMN *3C (150 MHz, CD30D) des composés avec les différents
étalements Am 4 et Am 5.
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Figure 102 : Spectre RMN 3C (150 MHz, CDsOD) des composeés avec les différents

étalements Am 4 et Am 5.

- Analyse des spectres en 2D des composés Am 4 et Am 5
Les expériences RMN-HSQC et HMBC (Figures 103-104) permettent d’attribuer les
corrélations hétéeronucleaires Ju-H, Juc et "Juc, observées sur les spectres d’apreés les

déplacements chimiques des carbones, portant les protons ou groupements correspondant.

- Analyse de spectres HSQC des composés Am 4 et Am 5
Un signal intégrant pour 3 protons a én 3.33 ppm est corrélé a un signal qui apparait a 53.9 ppm
sur les spectres HSQC des composés Am 4 et Am 5 indiquant la présence d’un méthoxy sur les

deux composes (Figure 103).

CH3
28

Figure 103 : Spectre HSQC de la partie génine (position 28) du composé Am 4
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- Analyse de spectres HMBC des composés Am 4 et Am 5
Le proton H-28 a dn 4.19 ppm sous forme singulet, présente une corrélation avec le carbone de
méthyle situé a ¢ 53.9 ppm sur les spectres HMBC des composes Am 4 et Am 5, et permet de

positionner le groupement méthoxy sur le carbone C-28 pour les deux composés (Figure 105).

H-28

H-28-C18

\ H-28-C17

H-28-CH3

H-28-C-16

H-28-C-13

Figure 104 : Spectre HMBC de la partie génine des composés Am 4 et 5
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O~CHj

Figure 105 : Corrélations HMBC de la partie genine (noyaux D et E) du composé Am 4.

- Analyse des spectres HMBC de la partie osidique du composés Am 4 et Am 5

Les corrélations observées sur les spectres HMBC (Figures 106-107) de Am 4 et Am 5 a partir
de chaque proton anomérique permettent d’identifier les mémes enchainements des unités
osidiques des composés Am 2 et Am 1, respectivement.

Le composé Am 4

- La corrélation entre le proton H-1' (6+ 4.46 ppm) de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 (dc
82.5 ppm) de I’Anagalligénine B montre que ce sucre est attaché a 1’hydroxyle en position 3
de la génine.

- Le proton H-1" (61 4.73 ppm) du glucose (Glc-I) corréle avec le carbone C-2' (3¢ 78.3 ppm)
de I’arabinose (Ara) lié a la génine.

- Le proton H-1" (dn 4.58 ppm) du glucose (Glc-I11) corréle avec le carbone C-4' (5¢c 78.8 ppm)
de I’arabinose (Ara) lié & la génine.

- Le proton H-1"" (&1 4.56 ppm) du xylose (Xyl) correle avec le carbone C-2" (6¢c 83.1 ppm)
du glucose (Glc-I1) lié a I’arabinose en position C-4'.

- Le proton H-1"" (61 4.43 ppm) du glucose (Glc- Ill) corréle avec le carbone C-4" (3¢ 78.5
ppm) du glucose (Glc- Il) lié a I’arabinose en position C-4'.

Le composé Am 5

- Le proton H-1" du glucose (Glc-1) corréle avec le carbone C-2' de I’arabinose (Ara) lié a la
génine en position 3.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-Il) corréle avec le carbone C-4' de 1’arabinose (Ara) lié a la
génine en position 3.
- Le proton H-1" du Xylose (Xyl) corréle avec le carbone C-2" du glucose (Glc-Il) lié a

I’arabinose en position C-4".
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H-1"/C-2
/ w1

H-1""/C-4

H-1/C-3
H1 jC2

Figure 106 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du composé
Am 4

H-1"/C-2’
H-1""/C-4’

H-1/C-3

H-1""/C-2""

Figure 107 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du composé Am 5.
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L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit & proposer pour ceS COMpPOoseés les

structures suivantes (Tableau 26-27) :

Am 4: 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-28-
méthoxyoléanan-3p,16a,23a-triol, nommé Monelloside D.

Amb5 : 3-0-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-
(1—-2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-28-méthoxyoléanan-33,16a,23a-triol,  nommé
Monelloside E.

Am5
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Tableau 26: Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside
Am 4 dans CD30D.

Position 4 Position 4
O¢c Y 6¢c On
1 38.6 0.96m Ara
1.77m 1 103.3 | 4.46d (6.3)
2 25.2 1.80m 2’ 78.3 3.79m
1.89m
3 82.5 3.62m 3’ 73.1 3.80m
4 42.9 - 4 78.8 391m
5 46.8 1.17 dd (9.9, 2.7) 5’ 64.4 3.55dm (12.6)
4.22 dd (12.6, 2.9)
6 16.9 1.42m Glc |
1.46 m 1” 1029 | 4.73d(7.7)
7 33.2 1.19m 2" 74.6 3.24t(9.4,7.7)
1.69m 3” 76.4 3.39t(9.2)
8 41.9 - 4" 70.4 3.20t(9.3)
9 50.0 1.29m 5" 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.7 3.62dd (12.1,6.7)
3.87dd (12.1, 2.1)
11 18.6 1.47 m Glcll
1.69m
12 32.3 1.32m 1 103.2 | 4.58d(7.8)
2.01m
13 87.6 - 2 83.1 3.48 dd (9.0, 7.8)
14 42.7 - 3" 74.6 3.75t(9.1)
15 35.7 1.22d(15.2) 4" 78.5 3.631(9.2)
2.01m 5" 75.1 3.44 dt (9.6, 3.6)
16 75.8 3.83d(5.2) 6" 60.3 3.88m
3.88m
17 47.9 - Glc 1l
18 46.7 1.71m 17" 103.1 | 4.43d(7.9)
19 384 1.17m 2" 73.5 3.23dd (9.0, 7.9)
2.30dd (14.5,12.0)
20 31.0 - 3" 76.4 3.37t(9.0)
21 36.0 1.15m 4" 69.9 3.32m
2.06 t(13.3) 5 76.7 3.35m
22 25.1 1.98 m 6"’ 61.0 3.68dd (11.7,5.2)
1.42dm (12.4) 3.89dd (11.7,1.9)
23 63.2 3.30d (11.5) Xyl
3.73d(11.5)
24 11.7 0.73s 1 106. 4.56d (7.5)
25 15.8 0.96s 2" 74.6 3.26dd (8.2,7.5)
26 17.5 1.20s 37 76.1 3.37m
27 18.4 1.25s 4" 69.6 3.52m
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Tableau 26 (suite): Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du
saponoside Am 4 dans CD30D

28 105.5 | 4.19s 57 66.0 3.32m
4.00 dd (11.4, 5.2)
29 32.5 0.94s
30 23.5 0.90s
OAc 1715 | -
CH3 53.9 3.335s

Tableau 27: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside
Am 5 dans CD30D

Position 5 Position 5
5¢ SH &¢ SH
1 38.6 0.96m Ara
1.77m 1 103.3 | 4.46d (5.8)
2 25.2 1.80m 2’ 78.3 3.79dd (8.7, 5.8)
1.89m
3 82.5 3.62m 3 73.0 3.80dd (5.8, 3.3)
4 42.9 - 4 78.7 391m
5 46.8 1.17 dd (9.9, 2.7) 5’ 64.4 3.55dd (12.7, 1.2)
4.24 dd (12.7, 2.5)
6 16.9 1.42m Glc |
1.46 m 1” 1029 | 4.73d(7.8)
7 33.2 1.19m 2" 74.6 3.22t(9.1,7.8)
1.69m 3” 76.4 3.40t(9.1)
8 41.9 - 4" 70.4 3.21t(9.1)
9 50.0 1.29m 5” 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.7 3.62dd (11.9, 6.6)
3.86dd (11.9. 4.3)
11 18.6 1.47 m Glcll
1.69m
12 32.3 1.32m 1" 103.3 | 4.54d (7.8)
2.01m
13 87.6 - 2 83.7 3.40t(8.5)
14 42.7 - 3" 76.2 3.55t(9.3)
15 35.7 1.22d(15.2) 4" 69.7 3.35t(9.4)
201lm 5" 76.5 3.30m
16 75.8 3.83d(5.2) 6" 61.1 3.68dd (11.9, 5.6)
3.87dd (11.9, 4.1)
17 47.9 - Glc Il
18 46.7 1.71m 17"
19 384 1.17m 2"
2.30dd (14.5,12.0)
20 31.0 - 3"
21 36.0 1.15m 4"
2.06t(13.3) 5"
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Tableau 27 (suite): Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du
saponoside Am 5 dans CD30D

22 251 |1.98m 6"

1.42 dm (12.4)
23 63.2 |3.30d(11.5) Xyl

3.73d (11.5)
24 11.7 | 0.73s 17" 105.9 | 4.53d(7.8)
25 158 | 0.96s 2 745 |3.27dd(9.2,7.8)
26 175 | 1.20s 3 762 |3.37t(9.2)
27 18.4 | 1.25s 4 69.6 |3.53m
28 105.5 | 4.19s 5/ 66.0 |3.31m

4.00 dd (11.4, 5.4))

29 325 | 0.94s
30 235 |0.90s
OAc 1715 | -
CH3 53.9 | 3.33s

111.1.2.5. Elucidation structurale des composés Am 6 et Am 7

Les spectres de masse haute résolution des composés Am 6 et Am 7 (Figures 107-108) ont été
obtenus en HR-ESI-MS en mode négatif et donnent un ion pseudomoléculaire a m/z 1295.6633
[M-H] (calc 1295.6636) correspondant a la formule brute Ce2H103028 et a m/z 1133.6107 [M-

H] (calc 1133.6108) correspondant a la formule brute CssHg3023, respectivement.

Figure 108 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 6

Figure 109 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 7
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Analyse des spectres de RMN *H et $3C des composés Am 6 et Am 7

L analyse des spectres de RMN 'H (600 MHz, CDs0D) de Am 6 (Figure 110) et Am 7 (Figure
111) comparativement a ceux de Am 4 et Am 5, nous montrent la présence d’un squelette
triterpénique avec leur enchainement d’unités osidiques de Am 4 et Am 5, respectivement.
Excepté, la présence du groupement butoxy a la place du groupement méthoxy sur la position

28 des composés Am 6 et Am 7.

Partie osidique Am 6 Partie génine

5 protons anomériques

CHab

19

Am 4

Figure 110 : Spectres de RMN *H (600 MHz, CD3;0D) des composés Am 6 et Am 4
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) \ Am 7 Partie génine
4 protones anomériques
| |
;I \\ 1 \M CH2b| ! 1
511/1 | \
‘vrwuft“h‘*ﬁl.mﬁtr')‘lL-l"”‘.u,WmW ) g J‘"[MLJM“U'U'UU"JL L | w_
L e
4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm
Am 5
19

Figure 111 : Spectre de RMN H (600 MHz, CD30D) des composés Am 7 et Am 5

Les spectres de RMN 13C (Figures 113-114) de Am 6 et Am 7 présentent pour la partie osidique
des déplacements chimiques des carbones identiques comparativement a ceux de Am 4 et Am
5, respectivement. Cependant, pour les parties aglycones de Am 6 et Am 7. Le déplacement
chimique du carbone en C-28 est tres déblindé comparativement a celui des composés Am 4 et
Am 5. En outre les spectres de RMN *C de Am 6 et Am 7 contiennent chacun 5 pics

supplémentaires par rapport a ceux de Am 4 et Am 5.

- Dans la partie génine :
La présence de signaux d’un groupement butoxy (OR-CHaza-CH2,-CHa2c-CH3) en position 28 de
Am 6 et Am 7 (Figure 112) sont observés sur les spectres RMN 3C a 6¢ 66.5, 31.7, 19.1 et
12.8 ppm, respectivement (Tableau 28-29).

Figure 112 : Structure de la partie génine des composés Am 6 et Am 7
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Am 6
CHac CHs
CHZa CHZb ‘
3 3 \< r/
Am 7
. U' " L‘.MJJU
' WJ‘v | ¥ M
1!‘35 1(‘)0 9‘5 9’0 EIS SID 7[5 710 GI!'i 6’0 5‘5 5‘0 4[5 430 3‘5 3‘0 2‘5 2’0 1]5 pprrll
Figure 113 : Spectres de RMN C (150 MHz, CD30D) des composés Am 6 et Am 7
/ Am4 \
Am 6 ! !
1 1 28 . 1
28 1
11 !
1 Am 7 1 Am5
28 28 11
11
Figures 114 : Spectre de RMN 3C (CD3;0D) des composés Am 6 et Am 7
HO— Gle-ll \ HO— Glel \
HO o ana \ HO o) 0 o 2 Aa \
" 1 m/o N i HO 1 O 07\
O Ho 3 HO 0 Ho
01 Gle-PH 0
HIO-|O 1,/ HO o Am 7 H(|2|O 1/ HO o Am 6
Xyl OH HO 1 Xyl OH HO /
Gle-1 OH Gle-1 OH

Figure 115 : Structures de la partie osidique des composés Am 6 et Am 7
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- Analyse de spectres COSY des composés Am 6 et Am 7
Les déplacements chimiques des protons de la partie génine sur les spectres COSY (Figure 116)
des composés Am 6 et Am 7 sont identiques sur lequel on peut observer :

- Deux protons géminés deblindés Hap- CH2a & dH 3.33 et 3.70 ppm indiquant que le
méthyléne est lié un oxygene, ils présentent une corrélation avec les deux protons
voisins CH2y, qui résonnent a 6+ 1.56 sous forme d’un quintuplet avec une constante de
couplage de 6.5 Hz. De cette corrélation, on en déduit la présence d’une liaison (RO-
CHaa- CHap).

- Deux protons du CHaz, a 84 1.56 ppm présentent une corrélation avec les deux protons
voisins du CHaxc a 61 1.42 ppm, on en déduit alors une liaison (CHap - CHac).

- Les deux protons du CHaxca 6n 1.42 ppm présentent une corrélation avec le méthyle situé
a 61 0.95 ppm sous forme d’un triplet avec une constante de couplage de 6.9 Hz révéle

la présence d’une liaison (CH2c-CHa) (Figure 117).

\' X

‘.ll\_J.‘"-J"MJ'U‘x\,J..’d:t‘.lﬂ"\l.‘J’“lq\u m‘l\‘ ‘ ) Jm

I
LI J | I \
W . i ___A_Jh""'k Lum"f"njk JI*U_J’JI‘\ LAWY Y ppm

0.5

-

' Ha- CHayHa- CHae Ha- CHas/Hb- CHac

— o
— A7 H-18/Ha-19 %
Ha-21/Hb-22  Hb- CHa/ H- CHs
‘
¢ 3.0
Ha- CHab/Hb- CHzs
—_— Ha- 23/Hb-23 ©
= woHa- CHab/Ha- CHza 33
= H- 16/ébf!5 ®)
= T T T T T T T T T
4.0 R i X : i E 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 ppm

Figure 116 : Spectre COSY de la partie génine des composés Am 6 et 7
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Figure 117 : Corrélations COSY de la partie génine (noyaux D et E) des composés

Am6et7

- Analyse des spectres HSQC des composés Am 6 et Am 7

Les corrélations observées sur les spectres HSQC (Figures 118-120) de Am 6 et Am 7,

permettent d’identifier la liaison entre chaque carbone et son proton sur 1’enchainement du

groupement buthoxy lié en C-28 des composés Am 6 et Am 7.

11b
2b 2b 2a
CHap
12b b
15b
21b
19b 1b
18

11a

CHZc

22a

12a

26

27

7a
15a
21a
19a

CHs 24

25

30

29

1la

Figure 118a : Spectre HSQC de la partie génine des composés Am 6 et 7
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29, 30 b

O\/\/CH3
a (o}

Figure 118b : La partie génine des composés Am 6 et 7

Am 6
6a+6b”"’
6b" 6a 6allll
6b;ul 23b - 23a
5b’ 5b” 53" 5a”
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4 411111
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A AN
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3 Xyl OH Ha
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Figure 119 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 6
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Am 7
6b”’ 6a/r/
6b”’ 23b 6a” 23a
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51[1[ 5/III
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Figure 120 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 7

- Analyse des spectres HMBC des composés Am 6 et Am 7

Les déplacements chimiques des protons de la partie génine sur les spectres HMBC (Figures
121-124) des composés Am 6 et Am 7 sont identiques.

Le proton H-28 a 61 4.28 ppm présentent une corrélation avec le carbone Ca du groupement
butoxy situé a dc 66.5 ppm sur les spectres HMBC des composés Am 6 et Am 7, confirmant la

présence du groupement butoxy sur la position C-28.
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H-CHa<C-CHac
H-26-C-7 I—b
H-29é30

H-27-C-15 -30-C-20
\ H-29-C-2W Ry
H-27-C-8 H-CH3-C-CH; “

H-30-C-21
ehiivishisiNe ‘el

H-27-C-14 4 H-30-C-19
H-29-C-19
H-25-C-5 _2a-
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O H- 24-C-5
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H-27-C-13 ®)
H- 24-C-3
O

Figure 121 : Spectre HMBC de la partie génine des composés Am 6 et 7

Figure 122 : Correélations HMBC de la partie genine (noyaux D et E) des composés
Amob6et7.

- Analyse des spectres HMBC de la partie osidique des composés Am 6 et Am 7
Les correélations observées sur les spectres HMBC de Am 6 (Figure 123) et Am 7 (Figure 124)

a partir de chaque proton anomérique permettent d’identifier les mémes enchainements des
unités osidiques que les composés Am 4 et Am 5, respectivement.
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6 Gle-ll

HO, 0y 2 o A /
HO&/ / 0 s\ H-28/C-18
GIcIIIOH 5 S <
2yl OH Ho&&/ H- 28/C-17
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H- 28/C-CHaza
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H-1""-c-2’”  H-1'-C-3 H-28/C-13

Figure 123 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du composé Am 6

Glell L H-28/C-18
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Figure 124 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du composé Am 7.
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L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit & proposer pour ceS COMpPOoseés les

structures suivantes :

Am 6: 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-28-butoxyoléanan-

3pB,16a,23a-triol, nommé Monelloside F.

Am 7: 3-O-B-d-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-
(1—-2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-28-butoxyoléanan-3,16a,23a-triol, nommé
Monelloside G.

Am7

129



Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1: Identification des produits isolés d’4nagallis monelli L.

Tableau 28: Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside
Am 6 dans CD30D

Position | 6 Position 6
5c SH [oJe OH
1 38.6 0.95m Ara
1.77 m 1 103.3 | 4.46d (6.3)
2 25.2 1.81m 2’ 78.3 3.79m
1.89m
3 82.5 3.62m 3’ 73.1 3.80m
4 42.9 - 4 78.8 391m
5 46.8 1.17 m 5’ 64.4 3.55dd (11.9, 1.5)
4.22d(11.9)
6 16.9 1.42m Glc |
1.46m 1” 102.9 | 4.73d(7.7)
7 33.2 1.18 m 2" 73.5 3.21t(9.2,7.7)
1.68 m 3” 76.4 3.39m
8 41.9 - 4" 70.4 3.21m
9 50.0 1.28 m 5" 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.7 3.62dd (11,9, 4.5)
3.86dd (11,9, 2.3)
11 18.6 1.47 m Glcll
1.68 m
12 324 1.31m 1 103.2 |4.58d(7.7)
2.02m
13 87.4 - 2 83.1 3.48dd (8.9, 7.7)
14 42.7 - 3" 74.6 3.74m
15 35.7 1.22m 4" 78.5 3.621t(9.2)
2.01m 5 75.1 344 m
16 75.9 3.82d (4.6) 6"’ 60.3 3.87m
3.89m
17 48.0 - Glclll
18 46.7 1.76 m 17 103.1 | 4.43d(8.6)
19 38.5 1.17 m 2" 74.6 3.24m
2.281(12.8)
20 31.1 - 3" 76.4 3.381(8.9)
21 36.1 1.16 m 4" 69.9 3.33m
2.04 m 5/ 76.6 3.34m
22 25.2 1.41m 6" 61.0 3.67dd (11.6, 3.4)
2.04m 3.88 m
23 63.2 3.30m Xyl
3.72m
24 11.7 0.73s 17 106.0 | 4.56d(7.9)
25 15.9 0.95s 27 74.6 3.26dd (8.9, 7.9)
26 17.5 1.20s 3! 76.1 3.37m
27 18.3 1.24s 4" 69.6 3.53m
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Tableau 28 (suite): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du
saponoside Am 6 dans CD30D

28 104.1 | 4.28 brs 5/ 66.0 |3.32t(11.0)
4.00 dd (11.0, 5.5)

29 32.5 0.95s
30 234 | 091s
CH2 66.5 |3.33m

3.70 m
CH2 31.7 | 1.56qt(6.5)
CH2 19.1 | 1.42m
CH3 128 | 0.95t(6.9)

Tableau 29 : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du saponoside
Am 7 dans CD30D

Position | 7 Position 7
5(; 5H 5C 6H
1 38.6 0.95m Ara
1.77 m 1 103.3 | 4.46d (5.4)
2 25.2 1.82t(12.9) 2’ 78.3 3.79m
1.90m
3 82.5 3.63m 3’ 73.1 3.80m
4 42.9 - 4 78.7 391 m
5 46.8 1.18 m 5’ 64.4 3.54m
4.24dd (12.7, 3.3)
6 16.9 1.42m Glc |
1.43m 1” 102.9 |4.73d(7.6)
7 33.2 1.19m 2" 74.6 3.22dd (8.8, 7.6)
1.68 m 3" 76.4 3.39t(9.2)
8 41.9 - 4" 70.4 3.21t(9.1)
9 499 1.28 m 5 76.7 3.30m
10 36.2 - 6" 61.7 3.63m
3.86dd (11.9, 4.8)
11 18.6 1.47 m Glcll
1.68m
12 324 1.31t(13.6) 1" 103.3 | 4.54d(7.8)
201 m
13 78.4 - 2 83.8 3.401t(8.7)
14 42.7 - 3" 76.1 3.56 m
15 35.7 1.22m 4" 69.7 3.35m
2.01m 5" 76.5 3.34m
16 75.9 3.82m 6"’ 60.1 3.69dd (11.9, 5.7)
3.87d(11.9, 4.8)
17 444 - Glc 1l
18 46.7 1.77 m 17
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Tableau 29 (suite): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du
saponoside Am 7 dans CD30D

19 38.5 1.18 m 27"

2.29dd (14.2,12.6)
20 31.0 - 37
21 36.1 1.17m 4"

2.05m
24 11.7 0.73s 57"
25 15.9 0.96s 27 74.5 3.27t(7.9)
26 17.5 1.20s 37 76.2 3.35m
27 18.3 1.25s 4" 69.5 3.52m
28 104.1 | 4.28 brs 57 66.0 3.31m

4.00dd (11.3,5.4)
29 32.3 0.94 s
30 23.5 0.91s
CH2 66.5 3.3dm
3.71m

CH2 31.7 1.56 gt (6.7)
CH2 19.1 1.42 m
CH3 12.8 0.951t(6.9)

111.1.2.6. Elucidation structurale des composés Am 8 Am 9

Les spectres de masse haute résolution des composés Am 8 et Am 9 (Figures 125-126) ont été
obtenus en HR-ESI-MS en mode négatif. Ils montrent un pic pseudomoléculaire a m/z
1221.5913 [M-H] (calc 1221.5904) correspondant a la formule brute CsgHg3O27 et a m/z
1059.5370 [M-H]" (calc 1059.5376) correspondant a la formule brute Cs2Hg3O022,

respectivement.

Figure 125 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 8
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Figure 126 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 9

- Analyse des spectres de RMN H et 3C des composés Am 8 et Am 9

L’analyse des spectres de RMN *H (600 MHz, CD3OD) de Am 8 et Am 9 (Figure 127) montre
la présence d’un squelette triterpénique (Anagalligénone B), avec une séquence
d’enchainement d’unités osidiques semblable & celle de Am 4 pour le composé Am 8.

Cependant il manque le glucose (Glc-I) de cette séquence osidique dans le composé Am 9.

- Dans la partie génine :
Les spectres RMN 3C (Figures 128 et 129) des composés Am 8 et Am 9 indiguent un nouveau
pic a dc 214.3 ppm di a un groupement carbonyle avec 1’absence des signaux du carbone

hydroxylé en C-16 comparativement aux spectres RMN 3C et RMN 'H de Am 3.
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Figure 127 : Spectres RMN 'H (600 MHz, CD30D) des composés Am 8 et 9
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- Dans la partie osidique :
-le composé Am 8 (Figure 130) possede la méme séquence d’unités osidiques que Am 4.

-pour le composé Am 9 (Figure 130), les signaux relatifs au glucose (Glc-1) de la séquence

osidique de Am 4 ont disparu.

OH

Figure 128 : Spectres RMN 3C (150MHz, CDsOD) de la partie génine des composés

Am 8 et 9.
Am 8
30 24
17 18 914 4 L 10, 27
o 19 7 2 22 11 6
12
Am?9

Figure 129 : Spectres RMN C (150 MHz, CD3;0D) de la partie génine des composés
Am 8 et 9.
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1 Am 8 -
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\ 1 13 2 ?3
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Figure 130 : Spectres RMN *C (CDsOD) de la partie osidique des composés Am 8 et 9.

- Analyse de spectres COSY des composés Am 8 et Am 9

Les déplacements chimiques des protons de la partie la génine sur le spectre COSY (Figure
132) des composes Am 8 et Am 9 sont identiques. La majorité des corrélations produites par
les protons des cycles A, B, C des saponines Am 8 et Am 9 sont observées aux mémes positions
que dans le cas de Am 3.

A cause de I’absence du signal du proton porté par le carbone C-16, les signaux attribués aux
protons géminés en C-15 apparaissent sous forme de doublet dont I’un est trés déblindé a on
2.80 ppm et I’autre a 61 1.81 ppm avec une constante de couplage géminée de J= 15.8 Hz. Cela

peut indiquer que le carbonyle mentionné est localisé en C-16 (Figure 131).

Figure 131 : Corrélations COSY de la partie génine des composés Am 8 et 9.
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Figure 132 : Spectre COSY de la partie génine des composés Am 8 et 9.

- Analyse des spectres HSQC des composés Am 8 et Am 9
A I’aide des spectres HSQC (Figures 133-134) de Am 8 et Am 9 sont attribués les carbones

suivants correspondants aux protons attribués apres analyse des spectres COSY : C-1 (8¢ 38.5),
C-2 (8¢ 25.2) et C-3 (8¢ 82.3) du cycle A, C-9 (¢ 49.8), C-11 (dc 18.3), C-12 (6c 31.1) du cycle
C, C-18 (6¢c 54.5). Ainsi pour le cycle E, le carbone C-19 situé a ¢ 39.6 ppm. Les méthyles

CH3-29 et CH3-30 sont également localisés a ¢ 32.4 et 22.4 ppm, respectivement.

L attribution des carbones des unités osidiques du composé Am 8 (Figure 134) confirment que

ce composé possede les mémes unités osidiques que Am 4.

L’attribution des carbones des unités osidiques du composé Am 9 (Figure 135), montre

I’absence des signaux relatifs au glucose (Glc-1).
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Figure 133 : Spectre HSQC de la partie génine des composés Am 8 et 9.
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Figure 134 : Spectre HSQC de la partie osidique du compose Am 8
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Figure 135 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 9

- Analyse de spectres HMBC des composés Am 8 et Am 9

Les deux protons géminés H>-15 présentent une corrélation avec un pic & dc 214.3 ppm sur le

spectre HMBC (Figure 137) confirmant la position du carbonyle en C-16. Ce méme pic attribué

au carbonyle est corrélé aux 2 protons H2-28 du cycle pyranique (Figure 136).

Figure 136 : Correlations HMBC de la partie génine des composés Am 8 et 9.
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Figure 137 : Spectre HMBC de la partie génine des composés Am 8 et 9.

- Analyse du spectre HMBC de la partie osidique des composés Am 8 et Am 9

Les corrélations observées sur les spectres HMBC (Figure 138) de Am 8 et Am 9 a partir de
chaque proton anomérique permet d’identifier 1’enchainement de 4 unités osidiques pour le
composé Am 9 et 5 unités osidiques le composé Am 8. Cette séquence a été observée dans le
composé Am 2. Cependant, on la trouve sans le glucose (Glc-1) dans le composé Am 9.
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Le composé Am 9

- La corrélation entre le proton H-1' de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 de I’ Anagalligénone
B montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3 de la génine.

- Le proton H-1" du glucose (Glc-I1) corréle avec le carbone C-4' de I’arabinose (Ara).

- Le proton H-1"" du xylose (Xyl) corréle avec le carbone C-2" du glucose (Glc-11) lié a la

[’arabinose.

- Le proton H-1"" du glucose (Glc- 111) correle avec le carbone C-4" du glucose (Glc-I1) lié a

[’arabinose.
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Figure 138 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du composé Am 9.

L’ensemble des données spectroscopiques a conduit a proposer pour ces composés les
structures suivantes :

Am 8: 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinoside-13,28-époxy-3p,23a-dihydroxyoléanan-
16-one, nommé Monelloside H.
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Am 9: 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-3p,23a-dihydroxyoléanan-16-one, nommé

Monelloside I.

OH 0 HO
(0]
A
OH
Am 9

Tableau 30: Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et 3C (150 MHz) des
saponosides Am 8 dans CD30OD

Position | 8 Position 8
&c SH (oo OH
1 38.5 0.97 m Ara
1.78 m 1’ 103.3 |4.46d(6.1)
2 25.2 1.81m 2’ 78.3 3.79m
1.90 m
3 82.3 3.63d (8.9) 3’ 73.1 3.80m
4 42.9 - q 78.7 391m
5 46.6 1.18 dd (10.2, 2.9) 5’ 64.4 3.556m
4.22 dd (12.7, 2.8)
6 16.7 1.47 m Glc |
1.49m 1” 102.9 | 4.72d(7.7)
7 32.7 1.11dt (12.7,3.2) 2" 74.6 3.21t(8.9)
1.62m 3” 76.4 3.39t(9.4)
8 42.5 - 4" 70.4 3.20t(9.4)
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Tableau 30 (suite): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du

saponoside Am 8 dans CDz0D.

9 49.8 1.26 m 5" 76.7 3.29m
10 36.1 - 6" 61.7 3.61dd (11,9, 6.6)
3.86dd (11,9, 2.0)
11 18.3 1.57 m Glcll
1.74 m
12 31.1 1.51m 1" 103.2 | 4.58d(7.7)
2.05m
13 86.2 - 2 83.1 3.49dd (8.9,7.7)
14 49.7 - 3" 74.6 3.74t(9.1)
15 45.0 1.81 d (15.8) 4" 78.5 3.63t(9.4)
2.80d (15.8) 5 75.1 3.44m
16 2143 | - 6"’ 60.3 3.87m
3.89m
17 55.8 - Glc Il
18 54.5 2.02dd (12.1, 2.7) 17 103.1 |4.43d(7.9)
19 39.6 1.36t(13.8) 27" 73.5 3.24dd (8.8, 7.9)
1.48 m
20 31.1 - 3" 76.1 3.37m
21 35.0 1.23 m 4" 69.9 3.33m
1.57 m 57" 76.7 3.43m
22 24.2 1.25m 6" 60.9 3.68dd (11.9, 5.6)
2.11d(11.7) 3.89m
23 63.1 3.29m Xyl
3,73d(11.3)
24 11.7 0.74s 1 105.9 |4.52d(7.6)
25 15.5 0.96s 27" 74.5 3.27t(7.9)
26 17.8 1.28s 3" 76.2 3.35m
27 20.8 1.08 s 4" 69.5 3.52m
28 74.7 3.48 d (8.4) 57 66.0 3.31m
3.93d(8.4) 4.00dd (11.3,5.4)
29 32.4 0.95s
30 22.4 091s

Tableau 31 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside

Am 9 dans CD30D

Position | 9 Position 9
Oc On Oc On

1 38.5 0.95m Ara

1.76 m 1 105.1 | 4.28d(7.2)
2 25.1 1.77 m 2’ 72.7 343 m

1.90m
3 81.7 3.63dd (12.0, 4.8) 3’ 73.2 3.47dd (9.2,4.0)
4 42.7 - q 80.0 3.85dm (2.8)
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Tableau 31 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du

saponoside Am 9 dans CD30D

5 46.7 1.19dd (9.5, 5.3) 5’ 65.5 3.56d (12.8)
4.20dd (12.8, 2.0)
6 16.7 147 m Glc |
1.49m 1”
7 32.8 1.11dt (12.7, 3.2) 2"
1.60 m 3”
8 42.5 - 4"
9 49.8 1.26m 5"
10 36.1 - 6"
11 18.3 1.57m Glcll
1.74 m
12 31.1 1.51m 1 103.7 | 4.56d (8.0)
2.05m
13 86.2 - 2 84.1 3.50dd (9.0, 8.0)
14 49.7 - 3" 74.5 3.74 1t (9.0)
15 45.0 1.81d (15.8) 4" 78.3 3.661t(9.2)
2.80d (15.8) 5 75.0 443 m
16 2143 | - 6"’ 60.3 3.87m
3.89m
17 55.8 - Glc 1l
18 54.5 2.01dd (13.8, 3.2) 17 103.1 |4.44d(7.6)
19 39.6 1.36t(13.8) 27" 73.5 3.24 1 (8.8)
1.48 m
20 31.1 - 37 76.4 3.37t(9.7)
21 35.0 1.23 m 4" 69.9 3.32m
1.57m 5" 76.6 3.30m
22 24.2 1.25m 6" 61.0 3.68dd (12.0, 5.6)
2.11dt(12.7,2.1) 3.89dd (12.0, 2.0)
23 63.1 3.31m Xyl
3,65d(11.1)
24 11.7 0.75s 1 106.6 | 4.56d (7.6)
25 15.6 0.96 s 27 74.8 3.25t(8.1)
26 17.8 1.28 s 3" 76.2 3.37m
27 20.8 1.08 s 4" 69.4 3.52m
28 74.7 3.48 d (8.5) 5 65.7 3.32m
3.93d (8.5) 4.00dd (11.4,5.4)
29 324 0.95s
30 22.4 0.91s
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111.1.2.7. Elucidation structurale du composé Am 10

Le spectre de masse haute résolution du composé Am 10 (Figure 139) a été obtenu en HR-ESI-
MS mode négatif et montre un pic pseudomoléculaire a m/z 1221.5911 [M-H]" (calc 1221.5904)

correspondant a la formule brute CsgHgz027.

Figure 139 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé Am 10

- Analyse du spectre de RMN *H du composé Am 10
L’analyse du spectre de RMN *H (600 MHz, CDs0D) de Am 10 (Figure 140), nous suggére la
présence d’un squelette triterpénique avec la partie osidique du composé Am 4 :
- six singulets d’intégration 3H chacun entre o1 0.70 et 1.45 ppm (0.75, 0.76, 0.93, 0.98,
1.00 et 1.41) correspondant a six méthyles tertiaires angulaires.
- des groupements aliphatiques CH et CH: de la génine apparaissent dans la zone entre on
1.00 et 9.3 ppm.
- le proton H-3 résonne a o 3.63 ppm sous la forme d'un multiplet.
- un proton oléfinique résonant a 61 5.41 ppm sous forme de triplet (J=3.6 Hz), correspond
au proton H-12 caractéristique de 1’insaturation A213,
- un proton résonant sous la forme d'un doublet de doublets (J=14.5, 3.9 Hz) a 61 2.68 ppm
attribuable a H-18, qui pourrait indiquer une génine de type oléanane.
- la présence d’un signal sous forme d’un triplet a én 4.29 ppm (J=3.6 Hz) correspondant
a un methine hydroxyle (CHOH), attribué au proton H-16.
- la présence d’un signal sous forme d’un singulet & 61 9.23 ppm indique la présence d’un
aldéhyde (CHO), attribué au proton H-28.
- cing protons anomériques résonant sous forme d’un doublet a 1 4.46 ppm (J=6.4Hz), 6H
4.73 ppm (J=7.7 Hz), 61 4.59 ppm (J=7.7 Hz), 61 4.43 ppm (J=7.9 Hz) et 61 4.56 ppm
(J=7.9 Hz)

144



Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1: Identification des produits isolés d’4nagallis monelli L.

- un ensemble de signaux dans la zone compris entre oH 3.2 et 4.8 ppm qui sont des

groupements méthines et méthylenes hydroxylés des sucres.
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Figure 140 : Spectre de RMN H (600 MHz, CD30D) du composé Am 10 avec

agrandissements des parties osidiques de Am 10 et Am 4
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- Analyse du spectre de RMN *3C du composé Am 10
Le spectre de RMN 3C (Figure 141) enregistré a 150 MHz a permis de distinguer les carbones
suivants :
- Un carbonyle a 6c 205.6 ppm attribué au carbonyle en position 28 (C-28).
- Deux signaux & dc 123.0 et 142.9 correspondants aux carbones de la double liaison A?13,
- Des groupements aliphatiques CH, CH2, CHs et carbones quaternaires de la génine
résonant entre dc 17.9 et 82.4 ppm.
- Un ensemble de carbones dont les déplacements chimiques se situent entre 6c 60 et 86
ppm attribuables aux carbones osidiques.
- Des carbones anomériques a o¢c 103.0, 103.1, 103.2, 103.3 et 106.0 ppm.
Ce premier constat permet de déduire que le composé Am 10 est constitué d’une génine du type

oléanene triterpénique di-hydroxylée et substituee par cing hexoses. Le signal du carbone C-28
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observé a d¢ 205.6 ppm, permet de confirmer la présence d’un aldéhyde. Le signal du carbone
C-23 observé a dc 63.2 ppm permet d’indiquer la présence du groupement OH sur le carbone
23. Le carbone C-3 déblindé a d¢c 82.4 ppm par rapport au signal de celui de la génine libre (=75

ppm) est engagée dans une liaison glycosidique.

Am 10

Carbones Partie osidique Partie genine

anomériques

OH 0 Ho S
28 T e
Mo
o 13 12
Am 10
11+30
12
29
20 %25 2
10
17 s 14 .8
5+9 18 15217 6
19 1 2
Am 10
/ 242 i
3
5 53 5
2 4 4 6
3 2 16 6
23
4 3 5
Am 10
1 1
1

11

Figure 141 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD3;0D) du composé Am10.
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- Analyse du spectre COSY de la partie génine du composé Am 10
En examinant le spectre COSY (Figures 142a, b) du composé Am 10 nous pouvons identifier
les protons non analysables sur le spectre de RMN ‘H (Figure 143) :
- le proton H-18 présente des corrélations avec les deux protons géminés Hap-19 a o4 1.14
et 2.27 ppm, ce dernier donne une faible corrélation avec le méthyle situé a 5y 0.98 ppm.
- le méthyle situé a 61 0.98 ppm attribuable a celui en position 30 qui a son tour correle
avec le méthyle résonant a 61 0.93 ppm qui est forcément celui du CHz-29.
- les deux protons géminés Hap-2 sont localisés a o4 1.80 et 1.89 ppm corrélent avec les
deux protons géminés Hap-1 résonant a ox 1.00 et 1.65 ppm.
- Au niveau du proton oléfinique H-12, nous observons une corrélation avec H-11 a on
1.93-1.94 ppm qui donne lui-méme une corrélation avec le proton H-9 situé a 64 1.69 ppm.

24 Z Hb-6/Hb-7 Ha-6/H-5
2 b-6/Hb 3
Ha-2/Hb-1 () Ha-21/H-22
)
O Ha-6/Ha-7
Hb-11/H-9 — (O<«—— Hb-15/Ha-15
Hb-21/H-22 Hb-21/Ha-21
Hb-2/Ha-1
Hb-19/Ha-19
H-18/Hb-19 Ha-19/H-18

Figure 142a : Spectre COSY de la partie génine du composé Am 10.
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Figure 143 : Corrélations COSY de la partie génine du composé Am 10.
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- Analyse du spectre HSQC du composé Am 10

A I’aide du spectre HSQC de Am 10 (Figures 144-145), la majorité des carbones protonés sont
déterminés selon les données obtenues depuis les spectres RMN 1D (Figures 140-141) et COSY
(Figure 1423, b).

- Pour la génine, sont attribués sur le spectre HSQC (Figure 144) les carbones correspondants :
C-1 (8¢ 38.2), C-2 (8¢ 25.0) et C-3 (6¢ 82.5), C-9 (6¢c 46.7), C-11 (8¢ 23.1), C-12 (3¢ 123.0), C-
18 (8¢ 39.4) ; aussi, le carbone C-16 situé a oc 72.5 et C-23 a dc 63.3 ppm. Les méthyles CHs-

29 et CH3-30 sont également localisés a ¢ 32.0 et 23.1 ppm, respectivement.

24
25
26
6b 6a
11 30
22 27
2b 2a
7b 7a 29
21b 21a
15b 15a
1b 1la
18
19b 19a
9 5
12

Figure 144 : Spectre HSQC de la partie génine du composé Am 10.
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- Pour la partie osidique, sont attribués sur le spectre HSQC (Figure 145) les carbones

correspondants aux 5 unités osiques comme pour le composé Am 4.

6ab”
6b’"”’ 6a""
b 6bll 6all
5 ’
23p  ° 23a
5bllll 5a'”
4'”' 4;1111
4
16 )
3 Q1
5”' 22717
3!” 3 2[7[7 17
3”51111 9
4’ 2’ 4/’/
3
2’/’
o HO—6 Glel \
1 1 0 Ara /K
1 HO ’ / 50 o
HO HO 3
OH
Gle-lll 5 -0 O 1
“"Ho 1/ HO ’
HO 5 0

OH HO
L HO 1
3Glc-1 OH

Figure 145 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 10.

- Analyse du spectre HMBC de la partie génine de Am 10
L’expérience HMBC (Figure 147) fournit une confirmation sur les données précédentes, permet
également de compléter la structure et de corréler les carbones quaternaires avec les protons
Voisins.
Parmi les corrélations observées sur le spectre HMBC du composé Am 10 (Figure 147), nous
avons choisi les plus importantes pour élucider la structure finale de la génine :
- A partir du carbone C-3 a d¢c 82.5 ppm, les protons CHz-24 sont localisés a o1 0.74 ppm.
Les valeurs de leurs déplacements chimiques permettent de localiser I’hydroxylation en C-
23 (Li et al., 2007). Le spectre HSQC (Figures 144 et 145), permet d’attribuer leurs
carbones respectifs a dc 63.2 ppm et a 6¢c 11.9 ppm (Tableau 32).
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- Au niveau des protons de CH2-23 et CHs-24 nous observons trois corrélations identiques
avec le C-3 cité précédemment, C-4 a oc 42.8 et C-5 & dc 46.9 ppm en plus de leurs
corrélations mutuelles.
- Le carbone C-5 corréle avec un autre méthyle situé a 61 1.00 ppm attribuable au CHs- 25.
Ce dernier corréle avec les carbones CH-1et un carbone quaternaire situé a dc 36.2 ppm
attribuable au carbone C-10.
Apres attribution du proton H-5 a 61 1.24 ppm sur le spectre HSQC, les deux protons géminés
Ha, b-6 sont localises a 6n 1.37 et 1.52 ppm, grace aux corrélations observees avec le H-5 sur le
spectre COSY, permettant également la localisation des protons géminés Hap-7 & 61 1.31 et
1.70 ppm. Ainsi, les deux carbones CH2-6 (8¢ 17.4) et CH2-7 (8¢ 32.2) sont attribués a I’aide
du spectre HSQC.
- Deux autres corrélations sont également observées a partir des protons du méthyle CHz-27
avec le carbone quaternaire oléfinique C-13 (8¢ 142.9) et le carbone situé a dc 34.6 ppm
attribuable au carbone C-15 (.
- Le carbone C-19 présente des corrélations avec les protons des deux derniers méthyles CHs-
29 et CH3-30 situés a on 0.93 et 0.98 ppm, respectivement. Ces derniers correlent entre eux et
avec un carbone quaternaire attribué au C-20 (8¢ 29.9) et le carbone situé a ¢ 34.2 ppm. Sur le
spectre HSQC, ce dernier (6¢c 34.2) corréle avec deux protons géminés situé a o 1.20 et 1.94
ppm attribuable au CH>-21 (Figure 146).
L’analyse du spectre COSY a partir des protons CH2-21 permet de localiser les deux derniers
protons géminés CH>-22 a dn 1.55 ppm. De méme, les corrélations observées sur le méme
spectre entre les protons en position 15 a o4 1.40 (H-15a) et 1.82 (H-15b) et le signal d’un
proton porté par un carbone oxygéné a on 4.29 ppm attribué a H-16, permet de placer le

groupement hydroxyle en position 16 de la génine.

Figure 146 : Corrélations HMBC du compose Am 10.
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Figure 147 : Spectre HMBC de la partie génine du composé Am 10.
L'orientation a-axiale de OH-16 était justifiée par la valeur relativement faible de la constante
de couplage vicinal J= 3.6 Hz de H-16eq/H-15ax et H-16eq/H-15eq. En comparaison avec
celles rapportées dans la littérature, toutes ces données étaient caractéristiques pour
I’hédéragénoaldéhyde (Li et al., 2007).
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- Analyse du spectre HMBC de la partie osidique du composé Am 10
Les corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 148) de Am 10 a partir de chaque
proton anomérique permet d’identifier la séquence des unités osidiques qui est identique a celle
du composé Am 4. Ainsi sont observeés :
- La corrélation entre le proton H-1' de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 de
I’hédéragénoaldéhyde montrant que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3 de la
génine.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-1) corréle avec le carbone C-2' de I’arabinose (Ara) lié a
la génine.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-I1) corréle avec le carbone C-4' de I’arabinose (Ara).
- Le proton H-1"" du xylose (Xyl) correle avec le carbone C-2" du glucose (Glc-I1) lié a
I’arabinose.
- Le proton H-1"" du glucose (Glc-I11) correle avec le carbone C-4" du glucose (Glc-11) lié

a ’arabinose.

HO.—$ 0o
w % W’K

GIcIIIOH 5 <
H o
3 Xyl OH HOO

5Glc-l OH'

H1/C2 ;
H-1/C-4 H-1/C-4
H-1/C-3
H-1/C-2

Figure 148 : Spectre HMBC de la partie osidique (protons anomériques) du compose
Am 10.
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Chapitre 1: Identification des produits isolés d’4nagallis monelli L.

L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit a proposer pour ce compose la

structure suivante :

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-

glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-3

nommé Monelloside J.

Tableau 32 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du saponoside

Am 10 dans CD3OD.

OH

B,160,23a-trinydroxyoléan-12-én-28-al,

Position | 10 Position 10
5c 5H 6C 6H
1 38.2 1.00 m Ara
1.65m 1 103.3 | 4.46d (6.4)
2 25.0 1.80t (14.3) 2’ 78.3 3.79m
1.89m
3 82.5 3.63m 3’ 73.1 3.80m
4 42.8 - 4 78.8 391 m
5 46.9 1.24d (11.7) 5’ 64.4 3.55d(12.6)
4.21dd (12.6, 2.6)
6 17.4 1.37m Glc |
1.52m 1” 103.0 | 4.73d(7.7)
7 32.3 1.31m 2" 74.6 3.21dd (9.2,7.7)
1.69 m 3” 76.5 3.401t(9.2)
8 394 - 4" 70.4 3.20t(9.2)
9 46.7 1.691t(8.5) 5 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.8 3.62dd (12.0, 6.6)
3.87dd (12.0, 1.6)
11 23.1 1.93m Glcll
1.94m
12 123.0 | 5.42t(3.6) 1" 103.2 |4.59d(7.7)
13 1429 | - 2 83.1 3.42dd (9.2,7.7)
14 41.4 - 3" 74.6 3.75t(9.2)
15 34.6 1.40m 4" 78.5 3.641t(9.5)
1.82 dd (14.7, 4.0) 5 75.1 343 m
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Tableau32 (suite): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du
saponoside Am 10 dans CDsOD.

16 72.5 | 4.29t(3.6) 6" 60.3 |3.87d(12.4)
3.89m
17 50.8 |- Gle Il
18 40.4 |2.68dd(14.5,3.9) 1" 103.1 | 4.43d(7.9)
19 46.1 |1.14dd(13.3,4.9) 2" 73.5 |[3.24t(8.2)
2.271(13.3)
20 299 |- 37 76.5 |3.39t(8.9)
21 342 [1.20m 4 69.9 [3.33m
1.94 m
27 259 |1.41s 57 76.7 |3.36m
28 205.6 | 9.23s 5/ 66.0 |3.32m
4.01dd (11.3, 5.3)
29 320 |0.93s
30 23.1 | 0985

111.1.2.8. Elucidation structurale des composés Am 11, Am 12 et Am 13

Les spectres de masse haute résolution du composé Am 11, Am 12 et Am 13 ont été obtenus
en HR-ESI-MS mode négatif.

[Is montrent un pic pseudomoléculaire a m/z: 1059.5367 [M-H] (calc 1059.5376)
correspondant a la formule brute Cs2Hg3022, 1089.5490 [M-H]™ (calc 1089.5482) correspondant
a la formule brute CssHgs023 et 927.4966 [M-H] (calc 927.4953) correspondant a la formule

brute C47H7502g, respectivement.

- Analyse des spectres de RMN *H et 3C des composés Am 11, Am 12 et Am 13
L’analyse des spectres de RMN-1D (600. 150 MHz, CDsOD) de Am 11, Am 12 et Am 13
(Figures 149-151), montrent la présence d’un squelette triterpénique du type

hédéragénoaldéhyde avec un enchainement d’unités osidiques.

Cet enchainement est semblable a celui de Am 5 dans le cas de Am 11. En revanche, on observe
pour les composés Am 12 et Am 13 respectivement une absence du xylose ou une absence
simultanée du xylose et glucose (Glc-III) de I’enchainement osidique du composé Am 4 (Figure
152)
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Partie I11. Résultats et discussion
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Figure 149 : Spectres RMN 'H (CD30D) avec agrandissement de la zone des protons

anomérique des composés Am 11, 12 et 13.
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Figure 150 : Spectres RMN H (600 MHz, CD3;0D) avec agrandissement de la zone des

protons anomeériques des composes Am 11, 12 et 13.
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Figure 151 : Spectres RMN *C (150 MHz, CD30D) des composés Am 11, 12 et 13.
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Figure 152 : Strucrures des chaines osidiques des composés Am 11, 12 et 13.

- Analyse de spectres COSY des composés Am 11, Am 12 et Am 13

Les déplacements chimiques des protons de la partie la génine sur le spectre COSY (Figures
153-154) des composes Am 11, Am 12 et Am 13 sont identiques avec ceux de composé Am
10 (Figure 155).
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Figure 153 : Spectre COSY de la partie génine du composé Am 11.
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Figure 155 : Corrélations COSY du composé Am 11.

- Analyse des spectres HSQC des composés Am 11, Am 12 et Am 13
A T’aide des spectres HSQC (Figure 156), nous avons constaté que les déplacements chimiques

des protons et carbones de la génine des composés Am 11, Am 12 et Am 13 sont identiques
avec ceux du composé Am 10 (Tableau 32)
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Figure 156 : Spectre HSQC de la partie génine des composés Am 11, Am 12, Am 13
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A T’aide des spectres HSQC (Figures 157-159), les carbones des sucres ont été attribués

(Tableau 33-35) et confirment que I’enchainement de Am 11 est semblable a celui de Am 5 et

que I’on observe 1’absence du xylose dans Am 12 et une absence simultanée du xylose et
glucose (Glc-111) dans Am 13 (Figure 152).

Am 11

1/1

6b" 6aru
6a/r 23b 6bu 23a
5b’ 53’
5b”’ 58""
Q""" 2
4"
16
3’
27
37 3 2
’ 3"
Y 2 545/
3
27
Gle-Il
1111 1' O Ara \
AV
HO g
3 O
1/'/' Hcl)_|o s O HO
3 OH1 HO J O
Xyl HO
“Gle-1 91

Figure 157 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 11.
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Figure 158 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 12.
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Figure 159 : Spectre HSQC de la partie osidique du composé Am 13.

- Analyse des spectres HMBC des composés Am 11, Am 12 et Am 13

Les déplacements chimiques des protons de la partie la génine sur le spectre HMBC (Figure

160) des composés Am 11, Am 12 et Am 13 sont identiques avec ceux de compose Am 10.
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Figure 160 : Spectre HMBC de la partie génine du composé Am 11.

164



Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1: Identification des produits isolés d’4nagallis monelli L.

Figure 161 : Corrélations HMBC du composé Am 11.

- Analyse du spectre HMBC de la partie osidique des composés Am 11, Am 12 et Am 13

Le composé Am 11

- La corrélation entre le proton H-1' de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 de
I’hédéragénoaldéhyde montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3 de la génine.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-I) correle avec le carbone C-2' de 1’arabinose (Ara) lié & la
génine.

- Le proton H-1" du glucose (Glc-I1) corréle avec le carbone C-4' de I’arabinose (Ara).

- Le proton H-1"" du xylose (Xyl) corréle avec le carbone C-2" du glucose (Glc-11).

- Le proton H-1"" du glucose (Glc-I11) correle avec le carbone C-4" du glucose (Glc-IlI).

Le composé Am 12

- La corrélation entre le proton H-1' de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 de
1I’hédéragénoaldéhyde montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3 de la génine.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-I) correle avec le carbone C-2' de I’arabinose (Ara).

- Le proton H-1" du glucose (Glc-I1) corréle avec le carbone C-4' de I’arabinose (Ara).

- Le proton H-1"" du glucose (Glc-I11) correle avec le carbone C-4" du glucose (Glc-IlI).

Le composé Am 13

- La corrélation entre le proton H-1' de I’arabinose (Ara) et le carbone C-3 de
I’hédéragénoaldéhyde montre que ce sucre est attaché a I’hydroxyle en position 3 de la génine.
- Le proton H-1" du glucose (Glc-I) correle avec le carbone C-2' de I’arabinose (Ara).

- Le proton H-1"" du glucose (Glc-11) corréle avec le carbone C-4' de I’arabinose (Ara) (Figure
162).
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Figure 162 : Spectres HMBC de la partie osidigue (protons anomériques) des composés
Am 11, 12 et 13.

L’ensemble des données spectroscopiques nous ont conduit & proposer pour ceS COMpPOoseés les

structures suivantes :

Am 11: 3-O-B-d-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-
(1—>2)]-a-L-arabinopyranoside-3$,160,23  a-trihydroxyoléan ~ -12-en-28-al,  nommeée
Monelloside K.

Am 12: 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-glucopyranosyl-
(1—>2)]-a-L-arabinopyranoside-3p,160,23  a-trihydroxyolean ~ -12-en-28-al,  nommee
Monelloside L.
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Am 13 : 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-glucopyranosyl(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-
3pB,160,23a-trihydroxyoléan-12-en-28-al, nommée Monelloside M.

Am 11

Am 12

Am 13
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Tableau 33: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) de la partie
génine du saponoside Am 11 dans CD3OD.

Position | 11 Position 11
Oc Ou O¢c On
1 38.2 1.00 m Ara
1.66 m 1 103.3 | 4.46d(5.1)
2 25.0 1.80t(12.9) 2’ 78.2 3.79m
1.89m
3 82.4 3.64dd (11.7,4.3) 3’ 73.1 3.80m
4 42.7 - 4 78.8 3.90m
5 46.8 1.24d(11.7) 5’ 64.5 3.55m
4.24 dd (12.8, 3.3)
6 17.4 1.38 m Glc |
1.52m 1” 1029 | 4.73d(7.6)
7 32.2 131m 2" 74.5 3.21dd (8.9,7.6)
1.70m 3” 76.5 3.39t(8.9)
8 394 - 4" 70.4 3.19t(9.5)
9 46.6 1.69m 5” 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.8 3.60dd (12.0, 4.9)
3.87dd (12.0, 4.6)
11 23.1 1.93m Glcll
1.94m
12 123.0 | 5.42 brs 1" 103.4 | 4.54d(7.8)
13 1429 | - 2 83.8 3.40m
14 41.4 - 3" 76.2 3.56t(9.2)
15 34.5 1.40 m 4" 69.6 3.34m
1.82d(12.9) 5" 76.5 3.29m
16 72.4 4.29 brs 6"’ 61.1 3.68dd (11.7,5.2)
3.88m
17 50.8 - Glc Il
18 40.4 - 17
19 46.0 1.13d(13.8) 2"
2.27t(13.8)
20 29.9 - 3"
21 34.2 1.21m 4"
1.94m 5"
22 25.9 1.55m 6"’
23 63.2 3.30m Xyl
3.73d(11.4)
24 11.9 0.74 s 17 105,9 | 4.52d(8.2)
25 15.1 1.00s 2" 74.5 3.26dd (9.5, 8.2))
26 16.5 0.75s 37 76.2 3.37td (9.5))
27 25.9 1.41s 4" 69.5 3.52m
28 205.6 | 9.23s 5 66.0 3.32m
4.00dd (11.4,4.9)
29 32.0 092s
30 23.1 0.98s
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Tableau 34: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) de la partie
génine du saponoside Am 12 dans CD3OD.

Position | 12 Position 12
Oc Ou O¢c On
1 38.2 1.00 m Ara
1.66 dt (13.3, 3.6) 1 1029 | 4.56d (6.2)
2 24.9 1.79m 2’ 77.5 3.89t(7.7)
1.89m
3 82.4 3.63m 3’ 72.2 3.87dd (8.2, 2.3)
4 42.7 - 4 77.3 3.98 dd (6.6, 2.7)
5 46.8 1.24d(11.7) 5’ 63.4 3.57dd (12.4,1.9)
4.15dd (12.4, 4.3)
6 17.3 1.37m Glc |
1.51m 1” 103.1 | 4.73d(7.6)
7 32.2 131m 2" 74.4 3.21dd (8.9,7.6)
1.69m 3” 76.6 3.39t(8.9)
8 394 - 4" 70.4 3.19t(9.5)
9 46.6 1.69m 5” 76.8 3.29m
10 36.2 - 6" 61.6 3.60dd (12.0, 4.9)
3.87dd (12.0, 4.6)
11 23.1 1.93m Glcll
1.94m
12 123.0 | 5.42 brs 1" 104.1 | 4.53d(7.8)
13 1429 | - 2 73.8 3.33m
14 41.4 - 3" 74.8 3.51t(8.9)
15 34.5 1.40dd (14.2, 2.7) 4" 79.0 3.591t(8.9)
1.82 dd (14.2, 3.6) 5" 75.1 342m
16 72.4 4.29t(3.5) 6"’ 60.4 3.87dm (12.5)
3.91d(12.5, 2.6)
17 50.9 - Glc Il
18 40.4 2.68dd (14.2, 4.4) 17 103.2 | 4.42d(7.8)
19 46.0 1.14 dd (12.7, 3.6) 2" 73.5 3.23dd (8.6, 7.7)
2.27t(14.2)
20 29.9 - 3" 76.4 3.38t(8.6)
21 34.2 1.20m 4" 69.9 3.32m
1.93m 5" 76.6 3.35m
22 25.9 1.54m 6"’ 61.0 3.68dd (11.8, 5.5)
3.89dd (11.8, 2.3)
23 63.2 3.30m Xyl
3.70d (11.4)
24 11.9 0.73s 17
25 15.1 1.00s 2"
26 16.5 0.76 s 37
27 25.9 1.41s 4"
28 205.6 | 9.23s 5
29 32.0 092s
30 23.1 0.98s
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Tableau 35: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) de la partie
génine du saponoside Am 13 dans CD3OD.

Position | 13 Position 13
Oc Ou O¢c On
1 38.2 1.00 m Ara
1.66 dt (13.3, 3.6) 1 102.9 | 4.55d(5.3)
2 24.9 1.79m 2’ 77.6 3.89m
1.89m
3 82.4 3.63m 3’ 72.3 3.87m
4 42.7 - 4 77.2 3.99m
5 46.8 1.24d(11.7) 5’ 63.5 3.57dd (12.4,1.9)
4.15dd (12.4, 4.2)
6 17.3 1.37m Glc |
1.51m 1” 103.0 | 4.65d(7.7)
7 32.2 131m 2" 74.4 3.22dd (9.1, 7.7)
1.69m 3” 76.6 3.37t(9.0)
8 394 - 4" 70.4 3.22t(9.5)
9 46.6 1.69m 5” 76.9 3.29m
10 36.2 - 6" 61.6 3.63dd (11.8, 6.6)
3.87 dd (11.8, 2.4)
11 23.1 1.93m Glcll
1.94m
12 123.0 | 5.42 brs 1" 104.3 | 4.53d(7.7)
13 1429 | - 2 74.0 3.27dd (8.9,7.7)
14 41.4 - 3" 76.5 3.35m
15 34.5 1.40dd (14.2, 2.7) 4" 70.1 3.29m
1.82 dd (14.2, 3.6) 5" 76.7 3.29m
16 72.4 4.29t(3.5) 6"’ 61.3 3.67d(11.8,5.5)
3.88d (11.8, 2.4)
17 50.9 - Glc Il
18 40.4 2.68dd (14.2, 4.4) 17
19 46.0 1.14 dd (12.7, 3.6) 2"
2.27t(14.2)
20 29.9 - 3"
21 34.2 1.20m 4"
1.93m 5"
22 25.9 1.54m 6"’
23 63.2 3.30m Xyl
3.70d (11.4)
24 11.9 0.73s 1
25 15.1 1.00s 2"
26 16.5 0.76 s 37
27 25.9 1.41s 4"
28 205.6 | 9.23s 5
29 32.0 092s
30 23.1 0.98s
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111.1.3. Détermination structurale des composés Am 14-Am 23

L’identification structurale des composés Am 14-Am 23 a été réalisé par analyse des spectres
RMN 1D (1H et 13C) et 2D (COSY, HSQC, et HMBC) et par la comparaison des déplacements
chimiques de leurs protons et carbones a ceux de la littérature. Ces derniers, révelent que ces

saponosides sont des structures connues.
111.1.3.1. Détermination structurale des composés Am 14-Am 15

Les signaux des parties osidiques dans les spectres RMN *H (600 MHz, CDsOD) et 3C du
composé Am 14 (Figures 163-164) et Am 15 (Figures 168-169) sont similaires a ceux des
composés Am 1 et Am 2, respectivement. Alors que ceux des parties aglycone sont identiques
et ne different de ceux de Am 1 et Am 2 que par I’absence des signaux de I’hydroxyle en C-22
cette différence a été mis en évidence par les spectres COSY, HSQC et HMBC.

- Analyse des spectres de RMN H et *C du composé Am 14

Sur les spectres RMN *H et *C du composé Am 14 (Figures 163-164), nous retrouvons tous
les signaux du composé Am 1, exception d’une disparition d’un signal correspondant au

carbone oxygéné C-22 a d¢c 77.2 ppm du composé Am 1.
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Figure 163 : Spectre RMN *H (600 MHz, CD30D) avec agrandissment de la zone des
nrotons anomérique du composé Am 14
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Figure 164 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Am 14
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- Analyse de spectre COSY du composé Am 14

Le spectre COSY (Figure 165) du composé Am14 montre les mémes corrélations que le
compose Am1 avec une seule différence qui est I’absence de la corrélation entre le proton
hydroxyle H-22 et les protons géminés H-21. Ce qui confirme 1’absence du groupement

hydroxyle a cette position dans Am14.
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Figure 165 : Spectre de COSY du composé Am 14
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- Analyse de spectre HSQC du composé Am 14

Le spectre HSQC (Figure 166) montre les corrélations entre les carbones et leurs protons du
composé Am14 et qui présente les mémes corrélations du composé Am1, sauf I’absence du

groupement hydroxyle sur le carbone 22.
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Figure 166 : Spectre HSQC du composé Am 14
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- Analyse de spectre HMBC du composé Am 14

L’analyse du spectre HMBC (Figure 167) du produit Am214 montre les mémes corrélations que
celui du composé Am1, sauf certaines indiquent ’absence d’un groupement hydroxyle en

position C-22 telle que la corrélation observée entre le proton 21 et C-22 (6¢c 30.8 ppm) ce qui

‘ ]|||U

| ‘IIL\J_A“JL_J@M;“]'JLMH'J l‘ lL‘IL'\. - MM’\JM"“WJ\F WU‘J u_ﬂ\.. —_— ppm

explique son déplacement chimique blindé.
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Figure 167 : Spectre HMBC du composé Am 14
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L’analyse conjointe des spectres de RMN 1D et 2D permet I’attribution compléte des carbones
et protons de ce composé (Tableau 36). Le composé Aml4 est identifié a 3-O-B-D-
xylopyranosyl- (1—2)-B-D- glucopyranosyl -(1—4)-[B-D- glucopyranosyl- (1—2)-]a-L
arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3p,16a-diol (deglucocyclamine), isolé précédemment

de I’exsudat de la plante Cylamen repandum (Dall’Acqua et al., 2010).

Tableau 36: Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside
Am 14 dans CD30D.

Position | 14 Position 14
5(; 5H 6C 6H
1 38.8 0.93m Ara
1.70m 1’ 104.2 |4.41d (6.6)
2 25.6 1.66t(12.5) 2’ 78.0 3.82m
1.80m
3 90.2 3.18 m 3’ 72.9 3.81m
4 40.1 - 4 78.8 3.90m
5 55.4 0.69 m 5’ 64.4 3.55dd (12.5, 3.8)
4.23dd (12.5, 2.8)
6 16.8 1.63m Glc
1.36m 1” 103.0 | 4.71d(7.7)
7 32.2 1.57m 2" 74.6 3.21dd (8.9,7.7)
1.29m 3" 76.4 3.39t(9.3)
8 41.8 - 4" 70.6 3.19t(9.2)
9 49.9 1.27 m 5 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.9 3.62dd (12.0, 6.7)
3.86dd (12.0, 2.0)
11 18.5 1.55m Glc
1.51m
12 31.9 2.10m 1" 103.4 | 4.54d (7.8)
1.30m
13 87.0 - 2 83.7 3.41t(7.8)
14 44.0 - 3" 76.2 3.57t(8.9)
15 35.6 1.24 d (15.7) 4" 69.7 3.35m
2.13m 5" 76.7 3.34m
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Tableau 36 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 14 dans CDsOD.

16 76.7 |3.90d (4.7) 6" 61.2 |3.69dd(12.4,6.2)
3.88d (12.4)
17 439 |- Gle Il
18 51.0 |1.56dd (13.9,4.5) 1"
19 38.4 |2.40dd(13.9,12.2) |27
1.22.d (11.6)
20 310 |- 3
21 360 |1.15m 4
2.30m 5/
22 30.8 [1.57m 6"
1.79.d (13.2)
23 26.8 |1.09s Xyl
24 15.3 |0.89s 177" 105.9 | 4.53d (7.6)
25 15.8 |0.92s 2" 745 |3.27dd (8.7,7.6)
26 17.4 | 1175 37 76,5 [3.39m
27 185 |1.25s Iz 69.6 |3.54m
28 77,3 |3.14d(7.6) 5/ 66.0 |3.32m
3.52d (7.6) 4.01dd (11.3,5.2)
29 325 |0.97s
30 235 [0.93s

- Analyse des spectres de RMN *H et 3C du composé Am 15

Les spectres RMN 'H (600 MHz, CD3;0D) et *C (150 MHz, CDsOD) du composé Am15

(Figures 168-169) montrent des signaux identiques a celui du composé Am2, sauffa disparition

d’un signal correspondant au groupe hydroxyle en C-22 a ¢ 74.2 ppm du composé Am 2.
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Figure 168 : Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 15
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22

Figure 169 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD30D) du composé Am 15

- Analyse de spectre COSY du composé Am 15

Le composé Am15 montre sur le spectre COSY (Figure 170) les mémes corrélations du
composé Am2 avec une seule différence. La disparition de la corrélation entre le proton
hydroxyle H-22 et les protons géminés H-21 du composé Am2. Ce qui confirme 1’absence du

groupement hydroxyle a cette position dans Am15.
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Figure 170 : Spectre COSY du composé Am 15
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- Analyse de spectre HSQC du compose Am 15

Le spectre HSQC du composé Am15 (Figure 171) présente les mémes corrélations du compose

Amz2, sauf I’absence du groupement hydroxyle sur le carbone 22.
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Figure 171 : Spectre HSQC du composé Am 15
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 15

L’analyse du spectre HMBC (Figure 172) du composé Am15 montre les mémes corrélations
que celui du composé Am2, sauf 1’absence d’un groupement hydroxyle en position C-22 et

I’apparition une corrélation ente le proton H-21 et C-22 a (8¢ 30.8 ppm) qui est blinde.
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Figure 172 : Spectre de HMBC du composé Am 15

L’ensemble des informations précédemment citées plus les données obtenues par les analyses
des spectres de RMN-2D du composé Am15 confirment qu’il s’agit d’une structure connue
identifiée a 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[p-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)-[B-D-glucopyranosyl(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanana-3p,16a-diol
(repandoside), isolé précédemment de I’exsudat de la plante Cylamen repandum (Dall’ Acqua
etal., 2010).
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Tableau 37 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du saponoside
Am 15 dans CD30D.

Position | 15 Position 15
5c SH &¢ SH
1 38.8 0.93m Ara
1.70 m 1 104.2 |4.41d(6.2)
2 25.6 1.66t(12.5) p 78.0 3.81m
1.80m
3 90.2 3.18 m 3’ 72.9 3.79m
4 40.1 - 4 78.8 3.90m
5 55.4 0.69m 5’ 64.3 3.55dd (12.5)
4.22d(12.5)
6 16.8 1.63m Glc |
1.36m 1” 103.1 | 4.43d(8.3)
7 32.2 1.57 m 2" 73.5 3.24t(8.9)
1.29m 3" 76.6 3.30m
8 41.8 - 4" 69.9 3.32m
9 49.9 1.27 m 5" 76.7 3.30m
10 36.2 - 6" 61.0 3.68dd (10.4, 2.6)
3.89m
11 18.5 1.55m Glcll
1.51m
12 31.9 2.10 m 1 103.3 | 4.57d(8.8)
1.30m
13 87.0 - 2 83.1 3.48t(9.0)
14 44.0 - 3" 74.7 3.75t(9.0)
15 35.6 1.24 d (15.7) 4" 78.5 3.631t(8.9)
213 m 5" 75.1 4.30m
16 76.7 3.90d (4.7) 6"’ 60.3 3.89m
3.88m
17 43.9 - Glc 1l
18 51.0 1.56 dd (13.9, 4.5) 17 102.9 |4.71d(7.3)
19 38.4 2.40dd (13.9,12.2) 2" 74.6 3.10dd (8.9, 7.3)
1.22 d (11.6)
20 31.0 - 3" 76.4 3.39m
21 36.0 1.15m 4" 70.6 3.18t(8.9)
2.30m
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Tableau 37 (suite): Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du
saponoside Am 15 dans CD3OD.

23 26.8 |1.095s Xyl
24 153 |0.89s 177" 105.9 | 4.56d (7.8)
25 15.8 |0.92s 2" 746 |3.26t(7.8)
26 17.4 | 1.17s 3 76.1 [337m
27 185 |1.25s ez 69.6 |3.52m
28 77,3 |3.14d(7.6) 5/ 66.0 |3.32m
3.52d (7.6) 4.01dd (11.5, 5.7)
29 325 [0.97s
30 23.5 [0.93s

111.1.3.2. Détermination structurale des composées Am 16-Am 17

Les signaux des parties osiques dans les spectres RMN 'H (600 MHz, CD3OD) et RMN C
(150 MHz, CD30D) des composés Am16 et Am17 sont similaires a ceux des composés Am14
et Am15, respectivement, alors que ceux des parties aglycones sont identiques et ne difféerent
de ceux de Am14 et Am15 que par la présence des signaux de I’hydroxyle en C-23 cette
différence a été mise en évidence par les spectres COSY, HSQC et HMBC.

- Analyse des spectres de RMN H et 3C du composé Am 16
Les spectres RMN *H et 3C du composé Am16 (Figures 173-174) montrent des signaux

identiques a celui du composé Am14, sauf I’apparition d’un signal corrggpondant au groupe
hydroxyle en position C-23 a 6¢c 62.9 ppm dans le composé Am 16.
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Figure 173 : Spectre RMN H (600 MHz, CDsOD) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 16
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Figure 174 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Am 16

- Analyse de spectre COSY du composé Am 16

Le spectre COSY (Figure 175) du composé Am16 montre les mémes corrélations que le
compose Am14, sauf I’apparition d’une corrélation entre les protons géminés Ha,b-23 a 6n 3.30
et 3.74 ppm du composé Am16. Ce qui confirme la présence du groupement hydroxyle sur le

carbone 23 dans le composé Am16.
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Figure 175 : Spectre de COSY du composé Am 16
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- Analyse de spectre HSQC du compose Am 16
L’analyse de spectre HSQC (Figure 176) permet d’attribuer les déplacements chimiques des

carbones portant les protons précédemment identifies.
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Figure 176 : Spectre HSQC du composé Am 16
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 16

Les corrélations observées dans I’analyse du spectre HMBC (Figure 177) nous permettent de
confirmer les informations précédentes sur les spectres COSY (Figure 175) et HSQC (Figure

176) concernant les positions des substituants.
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Figure 177 : Spectre HMBC du compose Am 16

L’analyse conjointe des spectres de RMN 1D et 2D permet ’attribution compléte des carbones

et protons de ce composé (Tableau 38). Le composé Am16 est identifié a 3-O-B-D-
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xylopyranosyl-(1—2)
arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan- 3p,16a,23a-triol (desgluconagalloside B), isolé de

-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-

[B-D-glucopyranosyl-(1—2)-]a-L-

I’exsudat de la plante Anagallis arvensis (Shoji et al., 1994b).

Tableau 38 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du saponoside
Am 16 dans CD3OD.

HO

HO

Ho/&/o

RO o) E&/O

H
HO

o HO&&/

HO

OH

Position | 16 Position 16
5(; 5H 5C 6H
1 38.5 0.98 m Ara
1.77m 1 103.3 | 4.46d (5.4)
2 25.3 1.80m p 78.3 3.79m
1.90m
3 81.9 3.62 dd (11.0, 4.9) 3’ 73.1 3.80m
4 42.9 - 4 78.7 3.90 m
5 46.4 1.18 m 5’ 64.4 3.54m
4.24dd (12.7,3.3)
6 16.8 1.44m Glc |
1.47 m 1” 102.9 |4.73d(7.6)
7 33.2 1.26 m 2" 74.6 3.22dd (8.8, 7.6)
1.56m 3" 76.4 3.39t(9.2)
8 41.8 - 4" 70.4 3.21t(9.1)
9 499 1.32m 5 76.7 3.30m
10 36.2 - 6" 61.7 3.63m
3.86dd (11.9, 4.8)
11 18.5 1.49m Glcll
1.64m
12 31.9 1.29m 1" 103.4 | 4.54d (7.8)
2.07m
13 87.0 - 2 83.7 3.401t(8.7)
14 44.0 - 3" 76.2 3.56 m
15 35.6 1.24m 4" 69.7 3.35m
2.13m 5" 76.7 3.30m
16 76.7 4.91d (6.3) 6"’ 61.2 3.65dd (11.9, 5.7)
3.85d(11.9, 4.8)
17 43.9 - Glc 1l
18 51.0 1.47 dd (14.0, 2.5) 17
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Tableau 38 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 16 dans CDsOD.

19 384 [1.15m 27"
2.45 dd (14.0, 2.5)
20 310 |- 37
21 360 |1.17m 4
2.11m 5
22 30.8 |152m 6"
1.79 d (12.5)
23 629 |3.30d(10.2) Xyl
3.74 d (10.2)
24 119 |0.74s 177" 105.9 | 4.52d (7.6)
25 15.8 | 0.93s 2" 745 |3.27t(7.9)
26 17.4 | 1.17s 3 76,5 [3.35m
27 185 |1.27s Iz 69.6 |3.52m
28 77,3 |3.14d(7.5) 5/ 66.0 |3.31m
3.50d (7.5) 4.00 dd (11.3, 5.4)
29 325 |0.98s
30 23.5 |0.95s

- Analyse des spectres de RMN *H et *3C du composé Am 17

Les spectres RMN 'H (600 MHz, CD3s0D) et *C (150 MHz, CD30OD) du composé Am 17
(Figures 178-179) montrent des signaux identiques a celui du composé Am 16 dans la partie
aglycone (Figures 173-174). En revanche, dans la partie glycoside le composé Am 17 montre

des signaux identiques a celui du composé Am 15 (Figures 168-169).

le-lIl lc- Ib
%W &/mo |
© Ho My M . VA Y | |
Ho OH HOM T T T ] T T T T T T
Xly HO 24 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 X

OH

Gle-l

Glc- I|I

Gle-l &'V Gle-liAra
| / 'f )
‘wf’“tx S ‘ ___,'fJ"IL N AV )P’W *
T T T T T T T f J ‘ Ml,m It ) !ll
47 46 45 44 43 4.2 4 1 ppm A l Vl_J‘J 1 N _;}'LJV.L»"J \'J L l‘U\ o
T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figure 178 : Spectre RMN *H (600 MHz, CD3s0D) avec agrandissement de la zone des
protons anomérique du composé Am 17
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Figure 179 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Am 17

- Analyse de spectre COSY du composé Am 17

Le spectre COSY (Figure 179) montre les différentes corrélations entre les protons voisins
présentés dans le composé Am17.

Ha21/Ha22

Hb11/Ha12

o B
H % \
Ho Hb12/H11a

/

N

Hb19/H18 Hb19/Ha19

—
N/

H16/H15

Hb21/Hb22 |

H3/H2

Figure 180 : Spectre de COSY du composé Am 17
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- Analyse de spectre HSQC du compose Am 17

L’analyse des corrélations observées sur le spectre HSQC (Figure 181) nous a permis

d’attribuer les carbones a partir des protons correspondants identifiés grace a I’analyse du

spectre RMN *H et COSY.
{ }l
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Figure 181 : Spectre HSQC du compose Am 17
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 17

Les résultats obtenus a ce stade sont confirmés par I’analyse des corrélations observées sur le
spectre HMBC, I’analyse du spectre HMBC (Figure 182) du composé Am17 permet de
confirmer et compléter les informations décrites précédemment sur les spectres COSY (Figure
180) et HSQC (Figure 181).
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Figure 182 : Spectre HMBC du compose Am 17

L’ensemble des données (Tableau 39) obtenues par les analyses des spectres de RMN-1D et

RMN-2D du composé Am17 confirment qu’il s’agit d’une structure connue en comparant avec

la littérature, est identifiée comme le 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-

(1—2)]-p-D-glucopyranosyl-  (1—4)[p-D-glucopyranosyl-

13,28-époxyoléanan-3p,16a,23a-triol (anagalloside B) (Glombitza et al., 1987b).

(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-
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Tableau 39 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside
Am 17 dans CD30D.

Position | 17 Position 17
5c SH [o)e SH
1 38.5 0.98 m Ara
1.77 m 1 103.3 | 4.45d (6.3)
2 25.3 1.80m p 78.3 3.78 m
1.90m
3 81.9 3.62dd (11.0, 4.9) 3’ 73.1 3.81m
4 42.9 - 4 78.8 3.92m
5 46.4 1.18 m 5’ 64.4 3.56m
4.22 dd (12.7, 2.8)
6 16.8 1.44m Glcl
1.47 m 1” 103.0 | 4.73d(7.7)
7 33.2 1.26m 2" 74.6 3.21dd (9.2,7.7)
1.56m 3" 76.5 3.401t(9.2)
8 41.8 - 4" 70.4 3.20t(9.2)
9 499 1.32m 5 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.8 3.62dd (12.0, 6.6)
3.87dd (12.0, 1.6)
11 18.5 1.49m Glcll
1.64m
12 31.9 1.29m 1" 103.3 | 4.59d(7.7)
2.07m
13 87.0 - 2 83.1 3.50dd (9.2, 7.7)
14 44.0 - 3" 74.7 3.75t(9.2)
15 35.6 1.24m 4" 78.5 3.641t(9.5)
2.13m 5" 75.1 3.43m
16 76.7 4.91d (6.3) 6"’ 60.3 3.87d(12.4)
3.89m
17 43.9 - Glc I
18 51.0 1.47 dd (14.0, 2.5) 17" 102.9 | 4.43d(7.9)
19 38.4 1.15m 27" 74.6 3.24t(8.2)
2.45 dd (14.0, 2.5)
20 31.0 - 3" 76.4 3.39t(8.9)
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Tableau 39 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du

saponoside Am 17 dans CDsOD.

21 360 |1.17m 4 70.6 [3.33m
2.11m 5 76.7 |336m
22 30.8 |152m 6" 61.9 |3.68dd(11.8,5.5)
1.79 d (12.5) 3.89m
23 629 |3.30d(10.2) Xyl
3.74 d (10.2)
24 119 |0.74s 177" 105.9 | 4.56d (7.9)
25 15.8 |0.93s 2" 74.6 |3.27dd(9.2,7.7)
26 174 | 1.17s 3 76.1 |[3.37t(9.2)
27 185 |1.27s ez 69.6 |3.53m
28 77,3 |3.14d(7.5) 5/ 66.0 |3.32m
3.50d (7.5) 4.01dd (11.3,5.3)
29 325 [0.98s
30 235 [095s

111.1.3.3. Détermination structurale du composé Am 18

- Analyse des spectres de RMN H et *C du composé Am 18

Les spectres RMN *H (600 MHz, CDsOD) et *C (150 MHz, CD3OD) du composé Am 18

(Figures 183-184) montrent des signaux identiques a celui du compose Am 15, sauf I’apparition

d’un signal correspondant au groupe acétyle sur le carbone C-22 a éc 76.7 ppm du composé

Am 18.
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Figure 183 : Spectre RMN H (600 MHz, CDs0D) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 18
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Figure 184 : Spectre de RMN 3C (150 MHz, CD30D) du composé Am 18.
- Analyse de spectre COSY du composé Am 18
L’analyse du spectre COSY (Figure 185) nous a montré une correlation entre le proton H-22 a
on 4.93 et les deux protons géminés Hap-21 a on 1.43 et a 61 2.33 ppm, respectivement. Ce
déplacement chimique vers le champ faible nous confirme la présence un groupement acétyle

en cette position.

Hb12/Hall .,

o S oA 5
OH Ho
HO o \

H-3/Hb-2
H-16/H-15

H-22/Hb-21 H-22/Ha-21

Figure 185 : Spectre de COSY du composé Am 18
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- Analyse de spectre HSQC du compose Am 18

Apreés I’analyse du spectre HSQC du composé Am 18 (Figure 186) et I’avoir compare avec

celui de Am 15, nous avons observeé la présence d’un méthyle deblindé avec un déplacement

)

I

chimique a 6n 2.05 ppm corrélé au carbone a d¢c 19.5 ppm.

|
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Figure 186 : Spectre HSQC du composé Am 18.
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 18

L’analyse des corrélations observées sur le spectre HMBC (Figure 187) a permis d’attribuer le
carbone quaternaire de I’acétyle a partir des protons correspondants identifiés grace a 1’analyse
du spectre HSQC et COSY.
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Figure 187 : Spectre HMBC du composé Am 18.

L’ensemble de toutes les données de RMN (Tableau 40) nous permet d’identifier le compose

Aml18 comme étant le 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-p-D-
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glucopyranosyl-(1—4)-[B-D- glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-22-acétyl-13,28-
époxyoléanan- 3B,16a,22a-triol (Anagalloside C) (Glombitza et al., 1987b).

Tableau 40 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside
Am 18 dans CD30

Position | 18 Position 18
5c SH [oJe SH
1 38.8 0.97 m Ara
1.77 m 1 103.3 | 4.46d (6.3)
2 25.8 1.76 m 2’ 78.3 3.79m
1.87m
3 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 3 73.1 3.80m
4 39.2 - 4 78.8 391m
5 55.4 0.74 dd (11.5, 1.9) 5’ 64.4 3.55dm (12.6)
4.22 dd (12.6, 2.9)
6 17.3 1.46m Glc |
1.53m 1” 102.9 | 4.73d(7.7)
7 32.7 1.25m 2" 74.6 3.24t(9.4,7.7)
1.56m 3” 76.4 3.39t(9.2)
8 421 - 4" 70.4 3.20t(9.3)
9 49.9 1.28 m 5" 76.7 3.29m
10 36.4 - 6" 61.7 3.62dd (12.1, 6.7)
3.87dd (12.1, 2.1)
11 18.5 1.49m Glcll
1.64m
12 32.1 1.31m 1 103.2 | 4.58d(7.8)
2.06 m
13 86.9 - 2 83.1 3.48dd (9.0, 7.8)
14 44.5 - 3" 74.6 3.75t(9.1)
15 355 1.27 m 4" 78.5 3.63t(9.2)
2.08 dt (14.3,5.5) 5" 75.1 3.44 dt (9.6, 3.6)
16 70.2 4.22 brs 6"’ 60.3 3.88 m
3.88 m
17 48.1 - Glc 1l
18 50.7 1.59dd (13.9, 1.6) 17 103.1 |4.43d(7.9)
19 37.6 1.20m 2" 73.5 3.23dd (9.0,7.9)
2.49dd (13.9, 12.5)
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Tableau 40 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 18 dans CDs0

20 32.5 - 37 76.4 3.37t(9.0)
21 44.1 1.43 m 4" 69.9 3.32m
2.33dd (11.9,4.9) | 5" 76.7 3.35m
22 76.7 493 m 6" 61.0 3.68dd (11.7,5.2)
3.89dd (11.7,1.9)
23 27.0 1.07 s Xyl
24 15.3 0.86s 1 106.0 | 4.56d (7.5)
25 15.3 092s 27" 74.6 3.26dd (8.2, 7.5)
26 17.4 1.17 s 3" 76.1 3.37m
27 18.7 1.28s 4" 69.6 3.52m
28 76,2 3.36m 57 66.0 3.32m
3.52m 4.00dd (11.4,5.2)
29 32.1 1.00s
30 24.3 0.96s
OAc 1715 | -
CHs 19.5 2.05s

111.1.3.4. Détermination structurale du composé Am 19

- Analyse des spectres de RMN *H et 3C du composé Am 19

Sur les spectres de RMN H (600 MHz, CDsOD) (Figure 188) et *C (150 MHz, CD30D)
(Figure 169), nous retrouvons les signaux des protons et des carbones (Tableau 41)

caractéristiques du précédent composé Am 18, sauf pour la présence d’un groupement

hydroxyle sur le carbone 23.
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Figure 188 : Spectre RMN H (600 MHz, CDsOD) avec agrandissement de la zone des

protons anomériques du composé Am 19
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figure 189 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD30D) du composé Am 19.

- Analyse de spectre COSY du composé Am 19

L’analyse du spectre de COSY (Figure 190) nous permet d’observer la corrélation entre les
deux protons Ha, »-23 a 61 3.30 et 3.74 ppm, ce qui nous confirme que la position 23 est
hydroxylée.
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Figure 190 : Spectre de COSY du composé Am 19.
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- Analyse de spectre HSQC du compose Am 19

L’analyse du spectre HSQC (Figure 191) permet d’attribuer le déplacement chimique du
carbone portant le proton a 6+ 4.93 ppm avec sa corrélation au signal a dc 76.7 ppm et qui

correspond a une acétylation en position 22.
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Figure 191 : Spectre HSQC du composé Am 19.
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 19
Le signal du carbone a 6c 171.5 ppm suggére la présence d’une fonction acétate, dont les
corrélations HMBC observées avec le proton H-22 et le méthyle situé a on 2.05 ppm

respectivement, permettent de situer 1’acétyle en position 22.
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Figure 192 : Spectre HMBC du composé Am 19.
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L’ensemble des informations précédemment citées par les analyses des spectres de RMN-1D
et RMN-2D du composé Am19 confirme qu’il s’agit d’une structure connue, est identifiée
comme le 3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-
(1—4)- [B-D-glucopyranosyl-(1—2)] -a-L-arabinopyranoside-22-acétyl-13,28- époxyoléanan
3B,160,22a,23a-tétraol, (Anagallosaponin 1X) (Shoji et al., 1994a).

Tableau 41 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du saponoside
Am 19 dans CD30OD

Position | 19 Position 19
Oc On Oc OH
1 38.8 0.97 m Ara
1.77 m 1 103.3 | 4.46d (6.3)
2 25.8 1.76 m 2’ 78.3 3.79m
1.87m
3 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 3 73.1 3.80m
4 39.2 - 4 78.8 391m
5 55.4 0.74 dd (11.5, 1.9) 5’ 64.4 3.55dm (12.6)
4.22 dd (12.6, 2.9)
6 17.3 1.46 m Glc |
1.53 m 1” 102.9 |4.73d(7.7)
7 32.7 1.25m 2" 74.6 3.24t(9.4,7.7)
1.56 m 3” 76.4 3.39t(9.2)
8 42.1 - 4" 70.4 3.20t(9.3)
9 49.9 1.28 m 5" 76.7 3.29m
10 36.4 - 6" 61.7 3.62dd (12.1, 6.7)
3.87dd (12.1, 2.1)
11 18.5 1.49 m Glcll
1.64 m
12 32.1 1.31m 1 103.2 | 4.58d(7.8)
2.06 m
13 86.9 - 2 83.1 3.48 dd (9.0, 7.8)
14 44,5 - 3" 74.6 3.75t(9.1)
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Tableau 41 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 19 dans CDsOD

15 355 |1.27m e 785 [3.63t(9.2)
2.08 dt (14.3, 5.5)
16 70.2 | 4.22brs 5 75.1 | 3.44dt(9.6,3.6)
17 481 |- Gle Il
18 50.7 | 1.59dd (13.9, 1.6) 17" 103.1 | 4.43d(7.9)
19 376 |1.20m 2" 73.5 |[3.23dd(9.0,7.9)
2.49 dd (13.9, 12.5)
20 325 |- 37 76.4 |3.37t(9.0)
21 441 |143m 4 69.9 [3.32m
2.33dd (11.9,4.9) |57 76.7 |3.35m
22 76.7 |4.93m 6" 61.0 |3.68dd(11.7,5.2)
3.89dd (11.7, 1.9)
23 62.9 |3.30d(10.2) Xyl
3.74d (10.2)
24 15.3 | 0.86s 177" 106.0 | 4.56d (7.5)
25 153 [0.92s 2" 74.6 |3.26dd(8.2,7.5)
26 174 | 1.17s 37 761 [3.37m
27 18.7 |1.28s Iz 69.6 |3.52m
28 76,2 |3.36m 5/ 66.0 |3.32m
3.52m 4.00 dd (11.4, 5.2)
29 321 |1.00s
30 243 [ 0.96s
OAc 1715 | -
CHs 19.5 |2.05s

111.1.3.5. Détermination structurale des composés Am 20-Am 21
Les signaux des chaines osidiques dans les spectres RMN 'H (600 MHz, CD3OD) et RMN 3C

(150 MHz, CD30D) des composés Am 20 et Am 21 sont similaires a ceux des composés Am
1 et Am 2 respectivement, alors que ceux des parties aglycones sont identiques et ne différent
de ceux de Am 1 et Am 2 que par la présence des signaux de I’hydroxyle en C-28 cette
difference a été mis en évidence par les spectres COSY, HSQC et HMBC.

- Analyse des spectres de RMN *H des composés Am 20 et Am 21

L’analyse des spectres de RMN H des composés Am 20 (Figure 193) et Am 21 (Figure 194)
indiquent les mémes signaux observés pour les composés Am1 et Am2 respectivement, sauf la
présence d’un signal déblindé sous forme singulet & 4.79 ppm qui correspond au proton en
position 28 dans les composés Am 20 et Am 21.
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Figure 193 : Spectre RMN H (600 MHz, CD30D) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 20
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Figure 194 : Spectre RMN H (600 MHz, CD30D) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 21

- Analyse des spectres de RMN %3C des composés Am 20 et Am 21
Sur les spectres RMN3C des composés Am 20 (Figure 195) et Am 21 (Figure 196) on retrouve

tous les signaux caractéristiques des composés Am 1 et Am 2 respectivement, a 1’exception de
I’apparition d’un signal correspondant au carbone oxygéné C-28 déblindé a dc 98.7 ppm dans

les composés Am 20 et Am 21.
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Figure 195 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Am 20

Figure 196 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD30D) du composé Am 21

- Analyse des spectres COSY des composés Am 20 et Am 21

Les spectres COSY des composés Am 20 (Figure 197) et Am 21 (Figure 198) montrent
respectivement les mémes corrélations que les composés Am 1 et Am 2 avec une seule
différence qui est I’absence d’une corrélation liée aux protons géminés H-28. Ce qui confirme

la présence du groupement OH a cette position dans Am 20 et Am 21.
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Figure 197 : Spectre de COSY du composé Am 20
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Figure 198 : Spectre de COSY du composé Am 21
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- Analyse des spectres HSQC des composés Am 20 et Am 21

L’analyse des corrélations observées sur les spectres HSQC des composés Am 20 (Figure 199)

et Am 21 (Figure 200) nous a permis d’attribuer les carbones a partir des protons

correspondants identifiés grace a I’analyse du spectre RMN-1D et COSY.

UM u__gm,w@w»l-]&ﬂﬂ%_" ppm

(|M{|1L¢Jl Ll

|

w

o W

J

|

1

1l

25\ ]4 - 10
- - 20
30
HO 2 [
HO .
12 .
\» 2.9 F %0
19&»
=" - 40
e .
. .
6-Gle-Il 9 o0
6-Glc-I ;
28 ! '-/ 5-Ara - 60
_—
22- I t— 5-Xyl
16 B - 70
Glc-I . ”- -
Gle-ll F 80
Ara
Xyl

3 - 90
=100
r110

T T S L L A A NN N B N BRI MR IR
8.0 15 7.0 \ 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figure 199 : Spectre HSQC du composé Am 20
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Figure 200 : Spectre HSQC du composé Am 21
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- Analyse des spectres HMBC des composés Am 20 et Am 21

Les résultats obtenus a ce stade sont confirmés par I’analyse des corrélations observées sur les

spectres HMBC Am 20 (Figure 201) et Am 21 (Figure 202).
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Figure 201 : Spectre HMBC du composé Am 20
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Figure 202 : Spectre HMBC du composé Am 21

L’analyse des spectres de RMN 1H, 13C J-modulé (Tableau 42-43), HSQC, COSY et HMBC
des composés Am 20 et Am 21 sont en accord avec ceux trouvés dans la littérature pour le
capilliposide A et 1’Anagallosaponine 11, respectivement isolés de 1’espéce Lysimachia
capillipes (Tian et al., 2006) et Anagallis arvensis (Shoji et al., 19942).
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O ’/
H%WM Am 20
o o

Tableau 42 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 13C (150 MHz) du saponoside
Am 20 dans CDs0OD

Position | 20 Position 20
5(; 5H 5C 6H
1 39.5 0.97m Ara
1.77m
1.75m 1 103.7 | 4.43d (6.8)
2 25.8 1.76 m p 79.9 3.73dd (8.2, 6.8)
1.87 m
3 89.4 3.16 dd (11.7, 4.3) 3’ 73.3 3.79d (9.0)
4 39.9 - 4 78.7 3.92m
5 55.9 0.74 dd (11.3, 2.8) 5’ 64.5 3.53d(12.5)
4.19dd (11.9, 5.4)
6 18.3 1.46m Glc
1.54m 1” 103.4 |4.71d(7.6)
7 34.7 1.25m 2" 74.6 3.25t(7.6)
1.56m 3" 76.4 3.41t(9.0)
8 43.1 - 4" 69.8 3.35t(9.5)
9 499 1.27 m 5 73.8 3.46 m
10 37.4 - 6" 63.5 4.20dd (11.5, 2.5)
4.34 dd (11.5, 1.98)
11 19.5 1.49m Glcll
1.64 dd (12.7, 3.4)
12 33.1 1.31m 1" 103.2 |4.56d(7.2)
2.06 m
13 87.9 - 2 83.6 3.44dd (9.0, 7.2)
14 44.5 - 3" 76.2 3.56t(9.0)
15 36.5 1.27 m 4" 69.6 3.37t(9.0)
2.08 m 5" 76.5 3.28 m
16 69.8 432 brs 6"’ 61.1 3.68dd (12.2, 5.4)
3.87d(12.2,2.2)
17 53.1 - Glc 1l
18 47.7 1.46 dd (12.5, 2.1) 17
19 38.6 1.15m 2"
2.45dd (13.9, 12.5)
20 33.5 - 3"
21 46.7 1.39m 4"
2.19t(11.7) 57
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Tableau 42 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du

saponoside Am 21 dans CDsOD

22 682 |3.72m 6"
23 280 |1.07s Xyl
24 163 | 0.865s 17" 105.9 | 4.55d (6.8)
25 153 | 0.92s 2" 745 |3.27dd (9.0, 6.8)
26 184 |117s 3 763 | 3.36t(9.0)
27 19.7 |1.285 4 69.5 |3.52m
28 98.7 |4.79s R 66.0 |3.30m
3.99 dd (11.5, 5.4)
29 343 [1.00s -
30 266 |0.96s

Tableau 43 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside
Am 21 dans CD30OD

Position | 21 Position 21
5(; 5H 5C 6H
1 39.5 0.97m Ara
1.75m 1 104.2 |4.42d (6.3)
2 25.8 1.76 m 2’ 78.0 3.82m
1.87m
3 89.4 3.16 dd (11.7, 4.3) 3’ 72.9 3.81m
4 39.9 - 4 78.8 3.90m
5 55.9 0.74 dd (11.3, 2.8) 5’ 64.3 3.55dd (12.5)
4.22d (12.5)
6 18.3 1.46m Glc |
1.54m 1” 103.1 | 3.71d(8.3)
7 34.7 1.25m 2" 73.5 3.24t(8.9)
3” 76.6 3.30m
8 43.1 - 4" 69.9 3.32m
9 49.9 1.27 m 5 76.7 3.30m
10 37.4 - 6" 61.0 3.68 dd (10.4, 2.6)
3.89m
11 19.5 1.49m Glc
1.64 dd (12.7, 3.4)
12 33.1 1.31m 1" 103.3 | 4.57d(8.8)
2.06 m
13 87.9 - 2 83.1 3.48t(9.0)
14 44.5 - 3" 74.7 3.75t(9.0)
15 36.5 1.27 m 4" 78.5 3.631t(8.9)
2.08 m 5" 75.1 4.30m
16 69.8 432 brs 6"’ 60.3 3.89m
3.88 m
17 53.1 - Glc I
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Tableau 43 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 21 dans CDsOD

18 47.7 | 1.46dd(12.5,2.1) 17" 102.9 | 4.43d(7.3)
19 386 |1.15m 27" 74.6 |3.10dd (8.9, 7.3)
2.45 dd (13.9, 12.5)
20 335 |- 37 764 [339m
21 46.7 |139m 4 70.6 |3.18t(8.9)
2.19t(11.7) 57 76.7 [3.30m
22 682 [3.72m 6" 61.9 |3.60dd (11.0,4.7)
3.86d (11.0)
23 28.0 |1.07s Xyl
24 16.3 | 0.86s 177" 105.9 | 4.56d (7.8)
25 15.3 |0.92s 2" 74.6 |3.26t(7.8)
26 184 |1.17s 3 76,1 [3.37m
27 19.7 | 1.28s ez 69.6 |3.52m
28 98,7 |4.79s 5/ 66.0 |3.32m
4.01dd (11.5, 5.7
29 343 |1.00s -
30 26.6 |0.965

111.1.3.6. Détermination structurale du composé Am 22
- Analyse des spectres de RMN *H et C du composé Am 22
Les spectres RMN H (600 MHz, CDsOD) et C (150 MHz, CD30OD) du composé Am22

(Figures 203-204), ont réveélé les mémes signaux que ceux d’une part de la partie génine de

Am8, et d’autre part de la partie osidique de Am1.
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Figure 203 : Spectre RMN H (600 MHz, CDs0D) avec agrandissement de la zone des
protons anomérique du composé Am 22
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Figure 204 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD30D) du composé Am 22.
- Analyse du spectre COSY du composé Am 22

Sur le spectre COSY (Figure 205), une corrélation est repérée entre les protons H-15 a 1.81 et

2.80 ppm (d, J = 15.8 Hz) déblindés par la présence de la cétone en C-15 comme dans Ama.

Ha-15/Hb-15

Ha, b-2/H3

Figure 205 : Spectre de COSY du composé Am 22.
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- Analyse du spectre HSQC du composé Am 22

L’analyse des corrélations observées sur le spectre HSQC nous a permis d’attribuer les carbones

a partir des protons correspondants identifiés grace a 1’analyse des spectres RMN *H et COSY.
Leurs déplacements chimiques sont listés dans le Tableau 44.
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Figure 206 : Spectre HSQC du composé Am 22
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- Analyse de spectre HMBC du compose Am 22

Les résultats de 1’analyse du spectre HMBC (Figure 207) confirment la position du carbonyle
en C-16 par les corrélations entre ce carbone a 6c 214.3 ppm et les deux protons géminés Ha,b-

15 d’une part et les protons H2-28 du cycle pyranique d’autre part.

Hbzws\A Ha-28/c16 ~ Hb-15/C16
/ Ha-15/C16
J — /

Figure 207 : Spectre HMBC du composé Am 22.

L’ensemble des informations obtenues par RMN-1D et RMN-2D (Tableau 44) puis la
comparaison avec la littérature ont permis d’attribuer a ce composé le nom de la structure
suivante 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-
(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxy-3f,23a-dihydroxyoléanan-16-one
(Clethroidoside D) (Liang et al., 2011).
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Tableau 44 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside
Am 22 dans CD30OD

Position | 22 Position 22
5c SH [o)e SH
1 38.5 0.97 m Ara
1.78 m 1 104.2 | 4.41d (6.6)
2 25.2 1.81m p 78.0 3.82m
1.90m
3 82.3 3.63d(8.9) 3 72.9 3.81m
4 42.9 - 4 78.8 3.90m
5 46.6 1.18 dd (10.2, 2.9) 5’ 64.4 3.55dm (12.6, 3.8)
4.23 dd (12.5, 2.8)
6 16.7 1.47 m Glc |
1.49m 1” 103.0 | 4.54d (7.8)
7 32.7 1.11dt (12.7, 3.2) 2" 74.6 3.21dd (8.9,7.7)
1.62m 3" 76.4 3.39t(9.3)
8 42.5 - 4" 70.6 3.19t(9.2)
9 49.8 1.26m 5" 76.7 3.29m
10 36.1 - 6" 61.9 3.62dd (12.0, 6.7)
3.86dd (12.0, 2.0)
11 18.3 1.57m Glcll
1.74 m
12 31.1 1.51m 1 103.4 | 4.54d (7.8)
2.05m
13 86.2 - 2 83.7 3.41t(7.8)
14 49.7 - 3" 76.2 3.57t(8.9)
15 45.0 1.81d (15.8) 4" 69.7 3.35m
2.80d (15.8) 5" 76.7 3.34m
16 2143 | - 6"’ 61.2 3.69dd (12.4,6.2)
3.88 m
17 55.8 - Glc I
18 54.5 2.02dd (12.1, 2.7) 17" 103.1 | 4.43d(7.9)
19 39.6 1.36t(13.8) 2" 73.5 3.23dd (9.0, 7.9)
148 m
20 31.1 - 3" 76.4 3.37t(9.0)
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Tableau 44 (suite) : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) du
saponoside Am 22 dans CDsOD

21 350 [1.23m 4 69.9 |3.32m
1.57 m 5 76.7 |3.35m
22 242 [1.25m 6" 61.0 |3.68dd(11.7,5.2)
2.11d 3.89dd (11.7, 1.9)
23 63.1 [3.29m Xyl
3.73d (11.3)
24 11.7 |0.745 177" 105.9 | 4.53d (7.6)
25 155 |0.965 2" 74.5 |3.27dd (8.7,7.6)
26 17.8 | 1.285 3 76.5 |3.39m
27 20.8 |1.08s ez 69.6 |3.54m
28 74.7 |3.48d(8.4) 5/ 66.0 |3.32m
3.93d (8.4) 4.01dd (11.3, 5.2)
29 324 |095s
30 224 |0.95s

111.1.3.7. Détermination structurale du composé Am 23

- Analyse des spectres de RMN H et 13C du composé Am 23

L’analyse du spectre de RMN *H (600 MHz, CD30D) (Figure 208) et de RMN **C (150 MHz,
CD30D) (Figure 209) de Am 23 nous suggere la présence d’un squelette triterpénique avec
quatre unités osidiques. Le composé Am 23 ressemble au composé Am 11, la seule différence

est le remplacement de la fonction aldéhyde par la fonction alcool en C-28.
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Figure 208 : Spectre RMN H (600 MHz, CDsOD) avec agrandissement de la zone des
protons anomériques du composé Am 23
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12

Figure 209 : Spectre de RMN *C (150 MHz, CD30D) du composé Am 23.

- Analyse du spectre COSY du composé Am 23

L’examen du spectre COSY (Figure 210) du compose Am 23 permet de visualiser les
corrélations entre les protons aliphatiques des cing noyaux. Ainsi, celles des cycles A, B, C, D
et E sont identiques avec ceux du composé Am 11.

H18/Hal9

/

Hb19/H18 /' Hp19/Ha19
Hb15/Ha15

H3/Ha, b-2

Ha, b11/H12

Figure 210 : Spectre de COSY du composé Am 23

218



Partie I11. Résultats et discussion Chapitre 1: Identification des produits isolés d’4nagallis monelli L.

- Analyse du spectre HSQC du composé Am 23

Sur le spectre HSQC de Am 23 (Figure 211), nous pouvons visualiser les corrélations H-28/C-
28 de la génine, en plus de ceux caractéristiques d’un squelette oléan-12ene dihydroxylé en

positions 16 et 23 comme dans les composés Am 11 a Am 13.

25
26 \ 2 10
e \.
&/ 11 3p - 20
o o o -
° o Gle-I / .. 2 - 30
22 . .
y——————————>.
I
1 18 - 40
9 5
u‘u. )
- 50
Gle-l Glc-l Ara 2 e - 60
- TE I 5
e - 70
Xyl /.h‘ - .-
16 3 - 80
- 90
-100
~110
12 : -120
~130

75 70 65 60 65 60 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 ppm

Figure 211 : Spectre HSQC du composé Am 23
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La comparaison de I’ensemble des données de la RMN (Tableau 45) avec celles de la littérature

(Huang et al., 2009) permet d’identifier Am 23 au :

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-

arabinopyranoside-oléan-12-én-3p,160.,23a,28-tétraol, ou Hétérogénosides D.

Tableau 45 : Déplacements chimiques en RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside
Am 23 dans CD30D

Position | 23 Position 23
5(; 5H 5C 6H
1 38.5 1.00 m Ara
1.67 dt (13.1, 3.0) 1 104.2 | 4.41d (6.6)
2 25.2 1.81m p 78.0 3.82m
1.90m
3 82.5 3.63d(8.9) 3’ 72.9 3.81m
4 42.9 - 4 78.8 3.90m
5 46.9 1.26d (11.1) 5’ 64.4 3.55dd (12.5, 3.8)
4.23 dd (12.5, 2.8)
6 17.4 1.41m Glc |
1.53m 1” 103.0 |4.71d(7.7)
7 32.1 11,36 d (12.5) 2" 74.6 3.21dd (8.9,7.7)
1.74 m 3” 76.4 3.39t(9.3)
8 39.5 - 4" 70.6 3.19t(9.2)
9 46.7 1.71 dd (10.8, 6.6) 5 76.7 3.29m
10 36.2 - 6" 61.9 3.62dd (12.0, 6.7)
3.86dd (12.0, 2.0)
11 23.2 1.91m Glcll
1.93m
12 121.9 | 5.23t(3.6) 1" 103.4 | 4.54d (7.8)
13 144.0 | - 2 83.7 3.41t(7.8)
14 41.3 - 3" 76.2 3.57t(8.9)
15 33.6 1.35dd (15.5, 3.9) 4" 69.7 3.35m
1.94t (15.5,4.2) 5" 76.7 3.34m
16 73.4 - 6"’ 61.2 3.69dd (12.4, 6.2)
3.88d(12.4)
17 49.4 - Glc 1l
18 42.2 2.04m 17
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Tableau 45 (suite): Déplacements chimiques en RMN 1H (600 MHz) et *C (150 MHz) de
saponoside Am 23 dans CDsOD

19 47.4 |1.01dn(13.4) 2"
2.24t (13.4)
20 302 |- 3
21 359 |1.19m 4
1.82 td (12.5, 5.1) 5"
22 287 |1.74m 6"
2.11d (11.7)
23 633 |3.31m Xyl
3.73d (10.8)
24 119 |0.765s 1" 105.9 | 4.53d (7.6)
25 153 | 1.03s 2" 745 |3.27dd(8.7,7.6)
26 16.1 |0.98s 3 765 |3.39m
27 26.1 |1.42s 4 69.6 |3.54m
28 69,8 |3.11d(11.2) R 66.0 |3.32m
3.31m 4.01dd (11.3,5.2)
29 321 |0.89s
30 236 |0.93s

I11.1.4. Conclusion

L’étude L’étude phytochimique portée sur ’espece d’origine algérienne Anagallis monelli ssp.
Linifolia L. a mené a I’isolement et 1’élucidation structurale de vingt-trois saponines (Am 1-23)
a partir de I’extrait butanolique issu de ’extraction hydrométhanolique. La caractérisation de
ces produits a été réalisée par des analyses spectrales basées essentiellement sur les données
RMN mono et bidimensionnelles (1H ,13C, COSY, ROESY, TOCSY, HSQC et HMBC), de
spectrométrie de masse (HR-ESI-MS), et sur la comparaison avec les données de la littérature.
Il s’agit de saponines monodesmosides dont 13 ont de nouvelles structures et possédant un
squelette Priverogénine B (Am 1-2) (Semipapposide A-H), Protoprimulagénine A (Am 14-15),
Anagalligénine B (Am 3-7 et Am 16-17), Anagalligénone B (Am 8-9 et Am 22) et
hédéragénoaldéhyde (Am 10- 13).

Toutes les saponines présentent une chaine glucidique liée au C-3 de l'aglycone avec une
séquence commune Glc-11-(1 — 4)-ara- qui est ensuite glycosylée par Glc-I et/ou ara. Dans 22
des 23 saponines isolées, I'unité arabinose est substituée en son C-2’ par une autre unité de
glucose (Glc-I) pour donner le motif motif Glc-11-(1 — 4)-[Glc-1-(1 — 2)-]ara-. Dans tous les
saponines possédant le noyau oléanane ponté, a I'exception du composé Am 9, une unité xylose
est liée au C-2*” du Glc-Il, ce qui donne la séquence tétraosidique : xyl-(1 — 2)-Glc-11-(1 —
4)- [Glc-1-(1 — 2)-]ara-, et cette séquence a également été trouvée dans trois (Am 10, Am 11,
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Am 23) des cing composés présentant une ouverture de cycle du squelette 13,28-époxy-
oléanane. Environ la moitié des composes isolés de A. monelli ssp. linifolia sont substitués en
C-4" du Glc-II par une troisieme unité de glucose pour donner la sequence pentaosidique : Glc-
-(1 — 4)-[xyl-(1 — 2)-Glc-1lI-(1 — 4)-]Glc-1-(1 — 2)-]ara-, qui a été rencontrée dans les
saponines isolées de A. arvensis (Glombitza et Kurth 1987b). De méme, les séquences des
composés Am 9, Am 12 et Am 13, ont été précédemment rencontrés dans des saponines isolées
de A. arvensis (Shoji et al., 1994a ; Mahato et al., 1991).

Ces travaux ont été publiés dans Phytochemistry 202 (2022) 113305.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113305
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111.2.1. Etude chimique d’Arenaria cerastioides Poir.

La plante entiere d’Arenaria cerastioides en état de poudre seche (1000 g) a été extraite par une
solution hydroalcoolique a 70% MeOH (3x 24h). L’extrait brut obtenu aprés évaporation
(100g) a subi une extraction liquide-liquide par des solvants a polarité croissante (Chloroforme ;
Acétate d’éthyle ; n-butanol). L’extrait n-butanol obtenu etait de 15g aprés 1’évaporation a sec

(Figure 212).

- VLC en phase inverse (RP-18)

- MeOH-H,0
MeOH-H,0 60%-40% MeOH-H,0 40%-60% MeOH 100%
D E F
(0,33 g) (0,49 g) (2,50g)

CLHP préparative
MeOH-H:0 65%-35%

C 28 sous fractions (F1-F28)
rme-oH-Hz-:IJ3 709-30% 08 gl ‘
(0,66 g) ‘ ‘
MeOH-H,0 80%-20%
A F5-6 F21-24
(2,12¢g) (21,4 me) (40,4 mg)

CLHP semi-préparative

| |

-AC1 -AC3
-AC2 -AC4
-ACS

Figure 212 : Schéma d’extraction et de purification des composes d’Arenaria
cerastioides.

111.2.2. Détermination structurale des flavonoides d’Arenaria cerastioides

Trois flavonoides (Acl-3) ont été isolés a partir de la fraction butanolique issue de I’extraction
hydrométhanolique d’Arenaria cerastioides. Tous les flavonoides identifiés par les méthodes

spectroscopiques sont connus.

Nature des composés Acl- Ac3

Aprés I’observation des spectres RMN 1D (*H et 13C) et la comparaison avec les données de la
littérature, les métabolites secondaires d’Arenaria cerastioides ont été identifiés comme des

flavonoides.
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111.2.2.1. Détermination structurale du composé Ac 1
- Analyse de spectre RMN H et 13C du composé Ac 1
L’examen du spectre RMN *H (Figure 213), enregistré dans (600 MHz, CD3;OD), montre la

présence de signaux caractéristiques de la quercétine :

- Deux doublets (J = 2.1 Hz), intégrant chacun pour 1H a 6.21 ppm (H-6) et 6.41ppm (H-8).
- Un doublet a &4 7.85ppm d’intégration 1H (J= 2.2 Hz) attribuable a H-2".

- Un doublet de doublets a o 7.80 ppm d’intégration 1H (J= 8.5, 2.2 Hz) attribuable a H-6'.

- Un doublet a dH 6.90 d’intégration 1H (J =8.5 Hz) attribuable a H-5'.

- Un doublet a on 5.20 d’intégration 1H (J =7.1 Hz) attribuable au proton anomeérique H-1".

- Un signal a 6c 135.7 ppm attribuable a C-3 (Figure 214), ce qui suggére la structure d’une

flavonol substituée en position 3 par un sucre.

6 ‘ Partie osidique

|

1 hl W |
| |J ;
. N ___Mr.u-'}»lw-'z INJ«"' b

8

I B, Po N T

T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 a.5 a.0 3.5 pPPpm

Figure 213 : Spectre de RMN H (600 MHz, CDs0D) du composé Ac 1

I ..J‘A_» A TN J-JL“—} ‘JU"J"‘""NK., P

10
5 374" 6’

Figure 214 : Spectre de RMN **C (150 MHz, CD30D) du composé Ac 1
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- Analyse du spectre COSY du composé Ac 1
Trois signaux sont caractérisés par analyse du spectre COSY (Figure 215) pour la génine :
- Deux protons sous forme de doublets qui couplent (AX) entre eux en position méta (J
= 2.1 Hz) avec un déplacement chimique 61 6.21 ppm (H-6) et 6.41ppm (H-8).
- Un proton sous forme de doublet a 64 5.90 ppm (H-5") (J =8.5 Hz) fait un couplage
ortho avec H-6' a o1 7.80 ppm.
- Undoublet de doublets a 6 7.80 ppm (H-6" ; J= 8.5, 2.2 Hz) fait un couplage en position
ortho avec H-5'"a 61 5.90 ppm et un couplage en méta avec H-2"a o 7.85 ppm.

Toutes les corrélations présentées dans la partie osidique indiquent la structure du galactose.

|
| ) WN |
| |
o : i
J .L___,_L o \'14‘)‘\"\\.\4‘ k‘_JL._W__...‘__J W’ ‘I'L_/Lx__.l&w'w LL‘J ’ I"J (o ppm
OH .

4 _ _ s

U L __MM N

r55
6.0

r65

H-5"/H6" .
~ T

el !j
H-6'/H5 H-2" /ng/' G T7s

j‘nu v
=

2 = ‘
H-6'/H2’ Lo

H-1"/H"-2
r85

9.0

9.0 85 8.0 15 1.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 ppm

Figure 215 : Spectre COSY du composé Ac 1
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- Analyse du spectre HSQC du composé Ac 1

L'analyse du spectre HSQC J-modulé (Figure 216) de cette molécule, nous a conduit a identifier
tous les carbones a partir des protons de la partie osidique et de I’aglycone (Tableau 46). C-2"
résonne a 6¢ 73.1 ppm, C -3" résonne a 6¢ 75.0 ppm, C -4" résonne a é¢ 70.1 ppm, C - 5" résonne
a oc 77.2 ppm, H-6a" résonne a 6H 3.61 (multiplet) et H-6b" résonne a 6H 3.65 (dd, 11.2, 6.0

Hz) correlent avec C-6’’a d¢c 61.9 ppm.

Figure 216 : Spectre HSQC du composé Ac 1
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- Analyse du spectre HMBC du composé Ac 1

Au niveau du proton anomérigue du galactose H-1" a 61 5.20 ppm, nous observons une corrélation avec

le carbone C-3 (8¢ 135.7 ppm) sur le spectre HMBC (Figure 217), indiquant que le sucre est lié en

position 3 de la quercétine dans le composé Ac 1.

H-6/C-8
H-8/C-6 \ /

He/cl0

H-6'/C-4" \ ;
H-5'/C-6'et C-1’ H-17/C-3

H-6/C-5
A//////

H-6/C-10

Figure 217 : Spectre HMBC du composé Ac 1

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de Ac 1 (Tableau 46) en comparaison

avec les données de la littérature indiquent que le composeé Ac 1 est la quercétine 3-O-B-D-

galactopyranoside ou Hyperoside (Piao et al., 2008).
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Tableau 46 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du composé
Acl dans CD3OD

Position | Acl Position Acl

Oc OH Oc On
2 158.7 | - Gal
3 135.7 | - 1” 105.3 |5.20d(7.1)
4 1795 | - 2" 73.1 3.80dd (9.5, 7.5)
5 163.0 | - 3” 75.06 | 3.58 dd (9.5, 3.4)
6 99.85 | 6.21d(2.1) 4" 70.1 3.87d(3.4)
7 166.0 | - 5" 77.18 | 3.50m
8 94.7 6.41d(2.1) 6" 61.9 3.61m

3.65dd (11.2, 6.0)

9 158.4 | -
10 105.6 | -
1 1229 | -
P 117.5 | 7.85d (2.2)
3 145.8 | -
q 158.5 | -
5’ 116.1 | 6.90d (8.5)
6' 122.9 | 7.80dd (8.5, 2.2)

111.2.2.2. Détermination structurale du composé Ac 2

- Analyse des spectres RMN 'H et *C du composé Ac 2

Le spectre RMN !H (600 MHz, CDsOD) (Figure 218) montre la présence des signaux
caractéristiques d’un dérivé de la myricétine :

- Deux doublets (J = 1.9 Hz), intégrant chacun pour 1H a 6.20 ppm (H-6) et 6.38 ppm (H-8).

- Un singulet a 61 7.38 ppm d’intégration 2H attribuable a H-2' et H-6".

- Un doublet (J = 7.1 Hz) a 61 5.20 ppm d’intégration 1H correspondant au proton anomérique
H-1".
Le spectre RMN C (Figure 219) montre un signal a §c 136.0 ppm attribuable a C-3, ce qui

confirme une substitution en position 3 par un sucre.
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OH O 1” Galactose ~OH

Prtie osidique

Figure 218 : Spectre de RMN *H (600 MHz, CD3OD) du composé Ac 2

345’ 10413 5 2 6
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Figure 219 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Ac 2

- Analyse du spectre COSY du composé Ac 2

L’expérience COSY (Figure 220) permet de retrouver toutes les corrélations bien
caractéristiques du galactose par leurs déplacements chimiques et constantes de couplage en

comparaison avec le composé Ac 1.
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H3"/H2"
H-4" /H-5"
H-3"/H-4"
H-1"/H-2" \ /

H-6/H-8

Figure 220 : Spectre de COSY du composé Ac 2

- Analyse du spectre HSQC du composé Ac 2

Les corrélations C-H observées sur le spectre HSQC J-modulé (Figure 221) permettent
d’attribuer les déplacements chimiques des carbones correspondants aux protons déja idntifiés.

Les carbones osidigues sont en accords avec ceux d’un S-D-galactopyranose.
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Figure 221 : Spectre de HSQC du composé Ac 2

- Analyse du spectre HMBC du composé Ac 2

A T’aide du spectre HMBC (Figure 222) la structure compléte est établie car les corrélations

observées permettent d’identifier les carbones quaternaires et de relier toutes les parties de la

structure.
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* Le proton H-6 présente des corrélations avec les carbones C-5, C-7, C-8 et C-10.

* Des corrélations a partir du proton H-8 sont observées avec les carbones C-6, C-9 et C-10.

« D’autres taches de corrélations sont observées entre les protons H-6' et H-2' et les carbones
C-1',C-2', C-6', C-3' C-5', et C-4'.

* La tache de corrélation entre H-1" du galactose et C-3 indique que le sucre est attaché en
position 3 de la génine.

H-6/C-8
H-8/C-6 /
H-6'/C-2' / -
H-6/C-10
Hee/c1 H-8/C-10
H-6'/C-4'
H-17/C-3
H-2'/C-3
H-8/C-9
H-6/C-5
H-6/C-7

Figure 222 : Spectre de HMBC du composé Ac 2
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L’ensemble de ces éléments sont en accord avec ceux de la littérature (Compos et al., 2013), ce
qui permet d’identifier le composé Ac 2 comme étant la myricetine 3-O-f-D-galactopyranoside
(Tableau 47).

OH

OH

oo A
OH
O | OH o4
ML

OH O OH

Tableau 47 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du composé
Ac 2 dans CDsOD

Position | Ac2 Position Ac2

5(; 5H 5C 6H
2 158.7 | - Gal
3 136.0 | - 1” 105.3 |5.20d(7.1)
4 179.3 | - 2" 73.1 3.80dd (9.3, 7.4)
5 163.0 | - 3” 75.06 | 3.58dd (9.3, 3.4)
6 100.0 | 6.20d (1.9) 4" 70.1 3.87d(3.4)
7 166.3 | - 5" 77.18 | 3.50m
8 94.7 6.38 d (1.9) 6" 61.9 3.61m

3.65dd (11.2, 6.0)

9 1584 | -
10 105.6 | -
1 121.8 | -
P 1099 | 7.38s
3 146.3 | -
4 1384 | -
5’ 146.3 | -
6' 109.9 | 7.38s

111.2.2.3. Détermination structurale du composé Ac 3
- Analyse des spectres RMN H et 13C du composé Ac 3

Les spectres de RMN *H et 1*C(600 ,150 MHz, CDs0D) J-modulé du composé Ac 3 (Figures
223-224) montrent la présence des signaux du composé Ac 1 avec la disparition des signaux du

galactose remplacés par ceux de I’arabinose.
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Figure 223 : Spectre de RMN *H (600 MHz, CDsOD) du composé Ac 3
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Figure 224 : Spectre de RMN C (150 MHz, CD30D) du composé Ac 3

- Analyse du spectre COSY du composé Ac 3

L’examen du spectre COSY (Figure 225) permet d’attribuer tous les signaux de I’arabinose du
composé Ac 3, les principales corrélations sont citées ci-dessous :

« une correélation entre H-1" (6w 5.20) et H-2" sous forme doublet de doublet (J=8.5, 7.0 Hz) a
On 3.90 ppm.

« une corrélation entre H-2" et H-3" sous forme doublet de doublet (J=8.5, 3.0 Hz) a 61 3.65

ppm.
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« une corrélation entre H-3" et H-4" sous forme triplet (J=3.5 Hz) a on 3.82 ppm.
« une corrélation entre H-4" et Ha, b-5" sous forme doublet de doublet (J=13.0, 3.0) & 6n 3.45
ppm et 3.85 ppm.

H-4" /H-3"

H-2"/H-3"
H-1"/H-2"

H-6/H-8

H-6"/H-5

H-6'/H-2'

Figure 225 : Spectre de COSY du composé Ac 3

Les déplacements chimiques des protons et carbones de I’unité osidique sont attribués a un

arabinose par comparaison a ceux de la littérature.

- Analyse du spectre HMBC du composé Ac 3

Les corrélations C-H observees sur le spectre HMBC (Figure 226) permettent d’attribuer les
déplacements chimiques des carbones de la partie genine (Tableau 48) qui sont en accords avec

ceux du quercétol comme pour le composé Ac 1.

235



Partie I11. Résultats et discussion ~ Chapitre 2 : Identification des produits isolés d ’Arenaria cerastioides Poir.

1

50

O
T
I

60

70

80

H—.6/ Cc-8 90

H-8/C-6

=100

H-6/C-10
- -

—110
- -120

~130

H-1"/C-3

~140

H-5'/C-3

H-6'/C-& E 150

e -160

15 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4,0 35 ppm

Figure 226 : Spectre HMBC du composé Ac 3

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de Ac 3 (Tableau 48) en comparaison
avec les données de la littérature indiquent que le composé Ac 3 est la quercétine 3-O-a-L-
arabinopyranoside (Kim et al., 2018).
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O OH
HO o) oH
| OH
HO
o o)

OH O

Tableau 48 : Déplacements chimiques en RMN *H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du composé
Ac 3 dans CDs0OD

Position | Ac3 Position Ac3
5c SH &¢ SH

2 157.3 | - Ara

3 134.4 |- 1” 103.2 | 5.20d(7.0)

4 178.1 - 2" 71.6 3.90dd (8.5, 7.0)

5 161.6 - 3” 72.7 3.65dd (8.5, 3.0)

6 98.5 6.25d (2.1) 4" 67.7 3.82t(3.5)

7 165.0 |- 5” 65.5 3.45 dd (13.0, 3.0)
3.85dd (13.0, 3.0)

8 93.3 6.45d (2.1)

9 157.0 -

10 104.2 | -

1’ 121.5 -

2’ 118.0 7.75d(2.2)

3’ 146.0 -

4 148.9 -

5’ 114.8 6.90d (2.5)

6' 121.6 7.60dd (8.5, 2.2)

111.2.3. Conclusion

Trois flavonoides (Acl-3) de structure connue ont été isolés a partir de la fraction butanolique

issue de I’extraction hydrométhanolique d’Arenaria cerastioides Poir.
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111.3.1. Evaluation de P’activité antioxydante d’Arenaria cerastioides

Dans notre étude, nous avons testé la capacité antiradicalaire de 1’extrait brut (hydroalcoolique
(Far/M)) issu de la plante entiere et des fractions obtenues par extraction liquide-liquide avec
deux solvants de polarité différente (1’acétate d’éthyle (Far/A) et le n-butanol (Far/B)). Les
absorbances obtenues sont transformées en pourcentage d’inhibition permettant de faire un
diagramme du pourcentage d’inhibition de chaque échantillon en fonction de sa concentration.
La capacité antioxydante est rapportée a des antioxydants de référence le Butylhydroxyanisole
(BHA) et le Butylhydroxytoluene (BHT).

111.3.1.1. Piégeage du radical DPPH®

Nous présentons ci-dessous (Figure 227), les résultats des différentes capacités antioxydantes
par leurs pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations de 1’extrait Far/M et des

fractions Far/A et Far/B.
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0.78 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50
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Figure 227 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" par les extraits de la

plante A. cerastioides

La Clsp est inversement liée a la capacité antioxydante d’un extrait, car elle exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre DPPH* de 50 %.

Les valeurs plus faibles de la Clsp indiquent I'efficacité de 1’extrait et ainsi un pouvoir
antioxydant plus fort. Des valeurs des Clso permettent de classer la capacité de piégeage du
radical DPPH* par les extraits testés entre elles et par rapport aux standards. A la suite des
calculs de la Clso réalisés, les résultats indiquent (Figure 228) que les extraits Far/M (Clso
3.5940.10 pg/mL), Far/A (Clsp 3.50+0.03 pg/mL) et Far/B (Clso 3.89+£0.14 pg/mL) possédent
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une excellente activité antiradicalaire meilleure que celle des standards BHT (6.82+0.49
pg/mL) et BHA (6.48+0.31 pg/mL). Il n’y a pas de différence significative entre eux.

I
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6'82 * %k %
T 6.48
6=
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€
o 3.89
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Far/M  Far/A Far/B BHA BHT
* par rapport a Far/M  + par rapport a Far/A  # par rapport a Far/B

Figure 228 : Valeurs des Clso des différents extraits de A. cerastioides testés pour le DPPH.
Les symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0.05)

111.3.1.2. Piégeage du radical ABTS™

Selon le graphe ci-dessous (Figure 229), I’évolution des pourcentages d’inhibition des extraits

est proportionnelle a 1’évolution de leur concentration.

ABTS
100
g 80 =@=—Far/M
§ 60 Far/A
x
s 40 Far/B
€
= 20 BHT
0
0.78 1.562 3,12 6,25 12,5 25 50 =®=BHA

Concentration pug/mL

Figure 229 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS"" par les extraits de la

plante A. cerastioides.

Les valeurs des Clsg (Figure 230) montrent que 1’extrait Far/M (Clso 3.39£0.23 pg/mL) et les
fractions Far/A (Clso 2.05+0.01 pg/mL) et Far/B (Clso 2.09+£0.71 pg/mL) possédent
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d’excellentes activités réductrices du radical ABTS™ et dont les dernieres sont proches a 2
pg/mL et représentent environ le double de celle du standard BHT (Clsg 1.03+0.61 pg/mL).

5
3.39
4=
|
E 3-
o3} *
2 . 2.09
D 2.05 e
(®]
d - T
1.03
1=
0 T T
Far/M Far/A Far/B BHA BHT

* par rapport a Far/M  + par rapport a Far/A  # par rapport a Far/B

Figure 230 : Valeurs des Clso des différents extraits de A. cerastioides testés pour le ABTS.
Les symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0.05)

111.3.1.3. Méthode de réduction CUPRAC
L’analyse de 1’absorbance des extraits par la méthode CUPRAC (Figure 231), montre une
augmentation en fonction de la concentration, avec la fraction Far/A mais qui restent inférieurs

au BHA. L’extrait Far/M présente 1’absorbance le plus basse a partir de 25ug/mL.

CUPRAC
3
£ 25 = =@ Far/M
2
§ Far/A
c 1,5
=
o 1 Far/B
S 0,5
< ’o P — — BHT
0,78 1.562 3.12 6.25 12.5 25 50 BHA

Concentration pg/mL

Figure 231 : Courbes de pourcentage d’absorbance par les extraits de la plante

A.cerastioides.
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Les résultats montrent que la fraction Far/A possede le pouvoir le plus réeducteur du CUPRAC
(Ao55,73+£1.06 pug/mL) suivie de I’extrait Far/B puis la fraction Far/M qui ont des capacités
réductrices proches.

15=
-l
E 9.62
% 10+ 1
n 7.63 7.61
o
<
i .
57 3.54
0 1 1

Far/M Far/A Far/B BHA BHT
* par rapport a Far/M  + par rapport a Far/A  # par rapport a Far/B

Figure 232 : Valeurs des Ao s des différents extraits de A. cerastioides testés pour le
CUPRAC. Les symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits

(p<0.05)

Apreés notre étude sur les tests antioxydants DPPH, ABTS et CUPRAC nous avons confirmeé
nos résultats par la comparaison avec des études effectuées sur des plantes du méme genre
riches en polyphénols (Chang et Gong, 2005).

La plante A. montana a présenté des activités antioxydantes (Pereira et al., 2014). L’extrait
méthanolique de la plante entiére a montré des activités antiradicalaires trés intéressantes vis a
vis des radicaux DPPH" et ABTS"* avec des valeurs respectives des Clsg (0.90+ 0.01 pg/mL et
de 0.93+ 0.02 ug/mL). En revanche I’extrait aqueux posséde une activité inhibitrice de ABTS™
relativement 2 fois plus forte que celle de I’extrait méthanolique avec une Clso de 0.93+£0.20

pug/mL.
111.3.2. Evaluation du pouvoir antioxydant d’Anagallis monelli

La méme procédure a été suivie pour tester l’activité antioxydante de 1’extrait brut
hydroalcoolique d’Anagallis monelli Fan/M et les fractions provenant des extractions liquide-
liquide Fan/A et Fan/B.
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111.3.2.1. Piégeage du radical DPPH®

Selon les résultats d’activité réductrice du DPPH (Figure 233), les taux d’inhibition les plus
importants sont observés par le BHA et BHT, suivis par la fraction Fan/A et I’extrait Fan/M,

et enfin la fraction Fan/B avec les taux les plus faibles. L’évolution des pourcentages

d’inhibition reste proportionnelle a la concentration.

DPPH
100

— ® % =®—Fan/M
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c Fan/A
o
E 30 Fan/B
< BHT

0 e=@=BHA

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200

Concentration pg/mL

Figure 233 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical DPPH" par les extraits de la
plante A. monelli

D’aprés les Clso calculées (Figure 234), il ressort qu’effectivement 1’extrait Fan/B (Clso =
98.81+0.82 pug/mL) possede le pouvoir antioxydant le plus faible compare a celui du BHT (Clsg
6.48+0.49 pg/mL) et du BHA (Clso =6.82+0.31 pg/mL) et il est inférieur a celui du I’extrait

Fan/M (Clsg 60.35+£1.45 pg/ml) et encore inférieur a celui de la fraction Fan/A (Clso =
40.35%0.74 pg/ml).
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Figure 234 : Valeurs des Clso des différents extraits de A. monelli testés pour le DPPH. Les
symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0.05)
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111.3.2.2. Piégeage du radical ABTS™

Les résultats d’activité inhibitrice de I’ABTS (Figure 235) sont exprimeés par les pourcentages
d’inhibitions de I’extrait Fan/M et les fractions Fan/A et Fan/B que I’on compare aux standards
BHA et BHT. Les courbes présentées (Figure 235) montrent que les pourcentages d’inhibition
de I’extrait brut (Fan/M) et les fractions (Fan/A, Fan/B) sont nettement inférieurs a ceux des

standards. En Particulier la fraction Fan/B a enregistré le plus faible taux d’inhibition.

100 ABTS
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Figure 235 : Courbes de pourcentage d’inhibition du radical ABTS"" par I’extraits et les
fractions de la plante.A. monelli

Ces performances exprimées avec les Clsp montrent que I’extrait Fan/M (Clso 18.4+1.20
pg/mL) et la fraction Fan/A (Clso 11.21+0.54 pg/mL) possédent une activité réductrice de
I’ABTS supérieure a celle de la fraction Fan/B (Clso 21.32+0.84 pg/mL). Les Clso du BHA et
BHT sont 1.59 et 1.03 ug/mL, respectivement (Figure 236).
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Figure 236 : Valeurs des Clso de 1’extraits et des différentes fractions de A. monelli testés
pour I’ABTS. Les symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits
(p<0.05)
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111.3.2.3. Méthode de réduction CUPRAC

Comme il est présenté dans la Figure 237 I’extrait Fan/A a donné les absorbances plus fort que
Fan/B.

CUPRAC

Absorbance (%)
=
(92

3.12 6.25 12.5 25 50 100 200
concentration pg/mL

Figure 237 : Courbes de pourcentage d’absorbance par les extraits de la plante A. monelli

La fraction Fan/A (Aos 16.24+0.22 pg/mL) a le pouvoir réducteur le plus élevé par
comparaison avec celui du Fan/B (Aos 22.98+£1.75 pg/mL) et de Fan/M (Aos 20.32+0,22

pg/mL) (Figure 238). Cependant, la fraction Fan/A a montré une activité plus faible que celle
du BHT (Aos3.54+0.47 pg/mL).
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Figure 238 : Valeurs des Ags des différents extraits de A. monelli testés pour le CUPRAC.
Les symboles (*; + ; #) indiquent une différence significative entre les extraits (p<0.05)

Des etudes récentes sur la plante Anagallis arvensis ont montré des activités antioxydantes par

le piégeage du radical DPPH?" et le pouvoir réducteur par la méthode du CUPRAC (Saxena, et
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al., 2021). Ces résultats indiquent le pouvoir antiradicalaire des polyphénols qui sont séparés
de ce genre (Saleem et al., 2021 et Saqib et al., 2021).

Dans I’évaluation de 1’activité antioxydante de la plante A. arvensis par le test DPPH, la Clso
obtenue pour I’extrait hydrométhanolique, dans les travaux de (Saxena, et al., 2021), est de
Clso 65.06 £1.87 pug/mL. Elle est proche de celle de I’extrait Fan/M (Clsp 60.35+0.14 pg/mL).
Alors que I’activité de 1’extrait hydrométhanolique de la plante A. arvensis (Aos 73.82 £ 1.21
ug/mL) est environ 3 fois plus faible que celle de I’extrait Fan/M (Aos 20.32+0.22) dans le test
du CUPRAC.

111.3.3. Discussion

» Le piégeage du radical DPPH*
Les résultats obtenus (Figure 239) montrent que :

Les extraits Far/M, Far/A et Far/B de la plante A. cerastioides avec des Clso de 3.59+0.10
pg/mL, 3.50+0.03 pg/mL et 3.89+0.14 pg/mL respectivement, présentent une tres forte activité
antioxydante comparés aux extraits Fan/M, Fan/A et Fan/B de la plante A. monelli qui
possédent une activité inhibitrice de DPPH" relativement plus faible avec des Clso de
60.35+1.45 pg/mL, 40.23+0.74 pg/mL et 98.21+0.82 pg/ml, respectivement.
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Figure 239 : Histogramme comparatif des valeurs des Clso des différents extraits de A.
monelli et A. cerastioides testés pour le DPPH.
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» Le piégeage du radical ABTS™*
Les résultats obtenus (Figure 240) montrent que :

Le meilleur pouvoir réducteur de I’ABTS a été obtenu également avec les extraits Far/M,
Far/A et Far/B de la plante A. cerastioides avec une Clso = 2.39£0.29ug/mL, 2.05+0.01 et
pug/mL et 2.09+0.71 pg/mL, respectivement, qui est environ de 5 a 10 fois plus fort
comparativement au pouvoir des extraits Fan/M, Fan/A et Fan/B de la plante A. monelli avec
des Clsode 18.4+1.20 pg/mL, 11.21+0.54 pg/mL et 21.321+0.84 pg/ml, respectivement.
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Figure 240 : Histogramme comparatif des valeurs des Clsg des différents extraits de A.
monelli et A. cerastioides testés pour le ABTS.

» La méthode CUPRAC
Les résultats obtenus (figure 241) montrent que :

Le pouvoir réducteur le plus élevé de la plante A. cerastioides est observé dans I’extrait Far/A
exprimant une valeur d’Aos de I’ordre de 5.73+1.06 pg/mL, suivi par celui des fractions Far/M
et Far/B (Aos 7.63.50% 0.50 et Aos 7.61+ 0.76 pg/ml).

D’une autre part, I’extrait Fan/M et les fractions Fan/A et Fan/B de la plante A. monelli
montrent des pouvoirs reducteurs moyens et inférieurs a ceux de la plante A. cerastioides avec
des valeurs d’Aos de I’ordre 20.32 £ 0.22, 16.24 +1.47 et 22.98+ 1.75 pg/mL, respectivement.
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CUPRAC
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Figure 241 : Histogramme comparatif des valeurs des Aos des différents extraits de A.
monelli et A. cerastioides testés pour le CUPRAC.

111.3.4. Conclusion

Les extraits Far/M, Far/A et Far/B de la plante Arenaria cerastioides et les extraits Fan/M,
Fan/A et Fan/B de la plante Anagallis monelli, ont été soumis a un criblage systématique pour
déterminer leurs activités antioxydantes par l'utilisation de trois méthodes : DPPH, ABTS et
CUPRAC. Apres les traitements des résultats de chaque extrait nous avons constaté que la
fraction Far/A de la plante Arenaria cerastioides possede 1’activité antioxydante la plus élevée
par rapport aux standards BHA et BHT seulement dans la methode du DPPH, et de ce fait

révele la présence des substances naturelles antiradicalaire.
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Au cours de ces travaux nous avons présenté une étude phytochimique menée sur les deux
éspéces Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) de la famille Primulaceae et Arenaria cerastioides
(Poir.) de la famille Caryophyllaceae. 26 composes ont été isolés de ces deux especes dont 13
ont des structures nouvelles. La caractérisation de ces produits a été réalisée par des analyses
spectrales basées essentiellement sur les données RMN mono et bidimensionnelles (*H ,**C,
COSY, ROESY, TOCSY, HSQC et HMBC), de la spectrométrie de masse (HR-ESI-MS),

mesure du pouvoir rotatoire et sur la comparaison avec les données de la littérature.

L’étude phytochimique portée sur I’espece d’origine algérienne Anagallis monelli a mené a
I’isolement et 1’élucidation de 23 structures de saponines monodesmosides dont 13 nouvelles
possédant un squelette Priverogénine B (Am 1-2,18), Anagalligénine B (Am 3-7, 16 et 17),
Anagalligénone B (Am 8-9, 22) Protoprimulagénine A (Am 14 et 15), et
Hédéragénoaldehyde (Am 10-13). Les parties osidiques de ses saponosides sont en accord
avec ceux rencontrés dans les saponines des genres Anagallis, Cyclamen ou Lysimachia. La
présence de dix-huit saponines triterpéniques de type I (13f,28-époxy) et une de type Il (A**-
17-CH,OH), sont un critéere chimiotaxonomique important. Les composés de type | sont
considérés comme trés rares et se trouvent presque exclusivement dans les familles
Myrsinaceae et Primulaceae (Foubert et al., 2008 ; Podolack et al., 2013). Il est intéressant
d'observer que les composés connus 14-23 ont été rapportés précédemment dans diverses

especes appartenant aux genres Anagallis, Lysimachia et Cyclamen.

L’investigation phytochimique de la plante entiére Arenaria cerastioides nous a conduit a

I’isolement et a la détermination structurale de 3 flavonoides (Ac 1-3).

L’évaluation de la capacité antioxydante des extraits obtenus a partir de la plante entiére
d’Arenaria cerastioides, a montré une forte activité en particulier la fraction Far/A qui a
présenté une excellente activité dans tous les tests (DPPH ; 3.50+0.03 pg/mL, ABTS ;
2.05£0.29 pg/mL, CUPRAC ; 16.24+0.75 ng/mL). Alors que les deux autres extraits Far/M et
Far/B ont réagi d’une maniére trés proche et ont montré une activité antioxydante relativement

plus faible que celle de Far/A.

Pour I’espéce Anagallis monelli, les fractions ont manifesté une activité antioxydante
intéressante dans les trois tests DPPH, ABTS et CUPRAC sur I’extrait Fan/A avec des Clso de
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40.35+£0.95, 11.21+0,56 et 16.24+0,37 pg/mL cela pourrait étre di a la présence aux
polyphénols et en partiulier au contenu en flavonoides.

En conclusion, ce travail nous a permis de contribuer & la connaissance chimique de deux
especes mais elles demeurent partiellement exploitées et il serait trés intéressant de poursuivre
I’investigation phytochimique et biologique. Pour cela plusieurs perspectives peuvent étre
envisagées :
- Il serait tres intéressant d’évaluer la cytotoxicité, I’activité antimicrobienne et le pouvoir
hémolytique des nouvelles saponines isolées ainsi que pour les fractions étudiées.
- Aussi de compléter cette investigation par une étude phytochimique des fractions et
sous-fractions qui n’ont pas été purifiées.
- A cause des résultats prometteurs obtenus dans 1’étude de I’effet antioxydant par les
extraits de I’espéce Arenaria cerastioides, il est intéressant de continuer la purification

des fractions ainsi que la réalisation d’une étude phytochimique sur sa partie souterraine.
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Annexes

Caractéristiques des composés isolésComposés isolés d’Anagallis monelli
Saponoside Am 1

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2) B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-o-L-
arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3p,16a,22a-triol

(Monelloside A)

Formule brute : Cs2HgsO22

[a]®°p : -9.5 (c 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1061.5537 [M-H] -

RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 1 dans CD3OD (Tableau 23, page 86).

Saponoside Am 2

3-O-B-D- glucopyranosyl-(1 — 4)[B-D-xylopyranosyl-(1 —2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ -
D- glucopyranosyl-(1 —2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3f,16a,22a-triol

(Monelloside B)

Formule brute : CsgHgs027
[a]®b : -3.0 (¢ 0.1, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1223.6071 [M-H] -

RMN *H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 2 dans CD3OD (Tableau 24, page 98).
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Saponoside Am 3

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[6-acétyl-B-D- glucopyranosyl-
(1-2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3p,16a,22a-triol

(Monelloside C)

Formule brute : Cs4Hg7023

[a]?°b : -0.9 (c 0.2, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1103.5629 [M-H] -

RMN H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 3 dans CDsOD (Tableau 25,
page 108).

Saponoside Am 4

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-epoxy-28-méthoxyoléanan-3p,16a0,23a-
triol

(Monelloside D)

Formule brute : CsgHg702s

[0] : 3.21 (c 0.28, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 1253.6169 [M-H] -
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RMN H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 4 dans CD3OD (Tableau 26,
page 117).

%

Saponoside Am 5
3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-
arabinopyranoside-13,28-époxy-28-méthoxyoléanan-3f,160.,23a-triol

(Monelloside E)

Formule brute : Cs3Hg7O23

[0] : 12.8 (c 0.25, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1091.5646 [M-H]

RMN H (600 MHz) et *3C (150 MHz) du saponoside Am 5 dans CDsOD Tableau 27,
page 118).

Saponoside Am 6

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-epoxy-28-butoxyoléanan-3f,16a,23a-
triol

(Monelloside F)

Formule brute : Ce2H103028
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[]® : 1.3 (c 0.15, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 1133.6107 [M-H]-

RMN H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 6 dans CD3OD (Tableau 28,
page 130).

%

Saponoside Am 7
3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-o-L-
arabinopyranoside-13,28-époxy-28-butoxyoléanan-3p,16a,23a-triol

(Monelloside G)

Formule brute : CsgHgsO23

[]2 : 10.0 (¢ 0.11, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1133.6107 [M-H] -

RMN H (600 MHz) et **C (150 MHz) du saponoside Am 7 dans CD3OD (Tableau 29,
page 131).

Saponoside Am 8

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinoside-13,28-epoxy-3p,23a-dihydroxyoléanan-16-one
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(Monelloside H)

Formule brute : CsgHg3027

[] : -9.28 (c 0.14, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 1221.5913 [M-H]

RMN H (600 MHz) et 3C (150 MHz) du saponoside Am 8 dans CD3;OD (Tableau 30,
page 141).

Saponoside Am 9

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-o-L-
arabinopyranoside-13,28-époxy-3p,23a-dihydroxyoléanan-16-one

(Monelloside I)

Formule brute : Cs2Hg3022

[a]®p : -5.45 (¢ 0.11, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1059.5370 [M-H] -

RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside Am 9 dans CD3OD (Tableau 31,
page 142).

o)
OH o)
HO
How 7
HO
OH HO
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Saponoside Am 10
3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-3f,16a,23a-trinydroxyoléan-12-en-28-al
(Monelloside J)

Formule brute : CsgHg3027

[]® : 15.71 (c 0.14, MeOH)

HR-ESI-MS : m/z 1221.5911 [M-H]-

RMN !H (600 MHz) et *C (150 MHz) du saponoside Am 10 dans CDsOD (Tableau 32,
page 154).

Saponoside Am 11

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-
arabinopyranoside-3,16a,23a-trihydroxyoléan-12-én-28-al

(Monelloside K)

Formule brute : CsyHg302
[a]®p : -1.2 (¢ 0.25, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1059.5367 [M-H]

RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 11 dans CDsOD (Tableau 33,
pages 169).
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OH

Saponoside Am 12

3-0-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-o-L-
arabinopyranoside-3p,16a,23a-trinydroxyolean-12-en-28-al

(Monelloside L)

Formule brute : Cs3zHgsO23
[a]®p : -1.66 (¢ 0.12, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1089.5490 [M-H]

RMN H (600 MHz) et **C (150 MHz) de saponoside Am 12 dans CD3;OD (Tableau 34,
pages 169).

HO 5
HO
HO
OH

Saponoside Am 13

3-O- B - D-glucopyranosyl- (1—4) [B-D-glucopyranosyl(1—2)]-a- L-arabinopyranoside-
3B,16a,23a-trihydroxyoléan-12-én-28-al

(Monelloside M)

Formule brute : C47H75028

[@]®°p : 2.5 (c 0.12, MeOH)
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HR-ESI-MS : m/z 927.4966 [M-H] -

RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 13 dans CD3OD (Tableau 35,
pages 170).

HO
o 0O
H% 0
OHHo
0
HO
0
HO
HO
OH

Saponoside Am 14

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)-]a-L-
arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3p,16a-diol

(deglucocyclamin)
Formule brute : Ca3HesO23

RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 14 dans CD3OD (Tableau 36,
page 175).

Saponoside Am 15

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-
glucopyranosyl(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanana-3p,16a-diol

(repandoside)

Formule brute : CsgHgsO26

HR-ESI-MS : m/z 1207.6112 [M-H] -
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RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 15 dans CD3OD (Tableau 37,
page 180).

Saponoside Am 16

a 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)-]a-
L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan- 3f,16a,23a-triol

(desgluconagalloside B)

Formule brute : CszHgsO2s

[0]% : 2.5 (c 0.12, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1061.0 [M-H]~

RMN H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 16 dans CD3OD (Tableau 38,
page 185).

Saponoside Am 17

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[ B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-13,28-époxyoléanan-3,16a,23a-triol

(anagallosid B)

Formule brute : CsgHgsO27

HR-ESI-MS : m/z 1223.0 [M-H]~

267



Annexes

RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 17 dans CD3OD (Tableau 39,
page 190).

Saponoside Am 18

3-O-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[ B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-22-acétyl-13,28-époxyoléanan-  3p,16a,22a-
triol

(Anagallosid C)
Formule brute : CegoHggO2s
HR-ESI-MS : m/z 1265.0 [M-H] -

RMN !H (600 MHz) et 3C (150 MHz) de saponoside Am18 dans CDsOD (Tableau 40,
page 195).

Saponoside Am 19

3-0-B-D-glucopyranosyl-(1—4)[ B-D-xylopyranosyl-(1—2)]-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[ B-D-
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-arabinopyranoside-22-acetyl-13,28-époxyoléanan-
3pB,160,220,23a-tétraol

(Anagallosaponin 1X)
Formule brute : CsoHogO29

[0] : -14.3° (C 1.6, MeOH)
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HR-ESI-MS : m/z 1281.0 [M-H] -

RMN !H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 19 dans CDzOD (Tableau 41,
page 200).

Saponoside Am 20

3-0O-B-D-xylopyranosyl (1—2) B-D-glucopyranosyl (1—4) -[B-D-glucopyranosyl (1—2)]-a-L-
arabinoside-13,28-epoxy- (3B, 16a, 220, 28 )-tetranydroxy oleanan

(capilliposide A)

Formule brute : Cs2HgsO23
[@]®p : -26.7° (C 0.5, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1177.0 [M-H]

RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 20 dans CD3OD (Tableau 42,
page 210).

Saponoside Am 21

3-O- B-D-{glucopyranosyl(1— 4) [B-D-xymopyranosyl (1—2)]-B-D-glucopyranosyl(1— 4)-[3-
D-glucopyranosyl(1 — 2)]-a-L-arabinoside-13,28-epoxy- (3B, 16a, 22a, 28B)-tetrahydroxy
oleanane
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(Anagallosaponin 11)
Formule brute : Css4HggO2s
HR-ESI-MS : m/z : 1135.0 [M-H] "~

RMN 'H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 21 dans CD3OD (Tableau 43,
page 211).

OH

HO
HO

HO HO
° &/
0
H%MHO
o

Saponoside Am 22

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-
arabinopyranoside-13,28-époxy-3p,23a-dihydroxyoléanan-16-one

(Clethroidoside D)

Formule brute : CsoHggO29
[a]®p : -14.3° (c 1.6, MeOH)
HR-ESI-MS : m/z 1281.0 [M-H]~

RMN *H (600 MHz) et *C (150 MHz) de saponoside Am 22 dans CD3OD (Tableau 44,
page 216).

Saponoside Am 23

3-O-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2)]-o-L-
arabinopyranoside-oléan-12-én-3p,16a,23a,28-tétraol

(Heterogenosides D)
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Formule brute : CsyHgsO22
HR-ESI-MS : m/z 1114.0 [M-H] -

RMN H (600 MHz) et 3C (150 MHz) de saponoside Am 23 dans CD3OD (Tableau 45, page
222).

HO
“O%o
Ho %O
O Ho
0 o H
H(|:_)|O HO
OH Ho °
HO

OH

Composés isolés d’Arenaria cerastioides Poir.

Flavonoide Ac 1

Quercétine 3-O-B-D-galactopyranoside

Formule brute : C21H20012

RMN H (600 MHz) et $3C (150 MHz) de (Tableau 46, page 228).
OH

O OH

HO o) oH
| OH

o“ow

OH O OH

Flavonoide Ac 2

Myricetine 3-O-f-D-galactopyranoside
Formule brute : C21H20013
RMN H (500 MHz) et RMN 13C (125 MHz) (Tableau 47, page 233).

OH

OH
o o L]
OH
O | OHOH
HO

OH O OH
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Flavonoide Ac 3

Quercetine 3-O-a-L--arabinopyranoside
Formule brute : CxoH18011
RMN *H (500 MHz) et RMN 3C (125 MHz) (Tableau 48, page 237).

OH
HO (@] O OH
| OH
HO
om

OH O
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ABSTRACT

Thirteen undescribed triterpenoid saponins named monellosides A-M, were isolated from the aerial parts of
Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) Maire, together with ten known oleanane-type glycosides. Their structures were
elucidated by 1D and 2D-NMR spectroscopy (COSY, TOCSY, HSQC, HMBC and ROESY) as well as high resolution
mass spectrometry (HR-ESI-MS) and acid hydrolysis. Monellosides A-M have a carbohydrate chain linked on the
C-3 of the aglycone with a common p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-arabinopyranosyl sequence which was
further glycosylated by a glucose and/or a xylose. The sequence $-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-#-p-glucopyranosyl-
(1 - 4)-[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyranosyl was common to all the 13,28-epoxy-oleanane core
skeleton except one compound. In order to discuss the reclassification of Anagallis in Primulaceae, we compared
saponins from species of Myrsinaceae and Primulaceae families and showed that these species were characterized
by a pentacyclic triterpenoid saponin with a 13,28-epoxy bridge skeleton. Our phytochemical results increase the
knowledge of saponins of the genus Anagallis, their chemotaxonomy and stimulate the evaluation of the bio-

logical activities of these saponins.

1. Introduction

The genus Anagallis currently belongs to the Primulaceae family,
although recent studies based on DNA sequences of three chloroplast
genes and morphology have suggested its placement in the Myrsinaceae
as Lysimachia (Kallersjo et al., 2000; Manns and Anderberg, 2009 and
2011). Anagallis contained about 28 species growing as mainly annual
herbs, distributed in Africa, Madagascar, Europe and South America.
This genus is represented in Algeria by four species A. arvensis L.,
A. monelli L., A. repens Pomel. and A. enella L. (Quezel and Santa, 1963).
The plant Anagallis monelli is an endemic herb from North Africa and is
represented in Algeria by two different subspecies, Anagallis monelli ssp.
collina (Schousb.) Maire and Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) Maire
(Quezel and Santa, 1963). Among the studied species of the genus
Anagallis, A. arvensis and A. foemina have been used in traditional
medicine in Navarre (Spain) against skin injuries like burns and wounds
(Lopez et al., 2011). The whole plant of A. arvensis has been used for
liver complications in Taiwan, for skin diseases in Italy and for fish

* Corresponding author. faculte de Pharmacie, 51100, Reims, France.

poisoning in rural areas of Nepal (Yasmeen et al., 2020). Chemical in-
vestigations on Anagallis spp. have been mainly characterized by the
presence of saponins (Aliotta et al., 1992; Amoros and Girre, 1987;
Glombitza and Kurth, 1987a and b; Shoji et al., 1994a and b; Sober6n
et al., 2017), pentacyclic triterpenes (Aliotta et al., 1992; De Napoli
et al., 1992; Heitz et al., 1971), flavonoids and polyphenols (Ammar
et al., 2008; Ishikura, 1981; Kawashty et al., 1998; Rastogi and Norula,
1980), sterols (Rastogi and Norula, 1980), in addition to alkaloids and
quinones (Saxena and Rao, 2021). Triterpenoid saponins were found in a
wide variety of higher plants and display a wide range of pharmaco-
logical activities, including haemolytic, expectorant, anti-inflammatory,
hypolipidemic, gastroprotective, immunomodulatory and antimicrobial
properties (Netala et al., 2015; Podolak et al., 2010). The potential
anticancer activity of saponins has been suggested by their cytotoxic,
cytostatic, pro-apoptotic and anti-invasive effects (Koczurkiewicz et al.,
2015). The 13,28-epoxy-oleanane type saponins from the plant families
Myrsinaceae and Primulaceae show also a wide range of biological ac-
tivities such as cytotoxic activities (Foubert et al., 2008; Podolak et al.,
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https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113305

Received 14 March 2022; Received in revised form 13 June 2022; Accepted 28 June 2022

Available online 7 July 2022
0031-9422/© 2022 Elsevier Ltd. All rights reserved.


mailto:laurence.voutquenne@univ-reims.fr
www.sciencedirect.com/science/journal/00319422
https://www.elsevier.com/locate/phytochem
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113305
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113305
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2022.113305
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.phytochem.2022.113305&domain=pdf

C. Aouane et al.

2013).

Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) Maire [Synonym of Anagallis monelli
L.], also known under the synonym Lysimachia monelli (L.) U. Mann and
Anderb, is a herbaceous, perennial herb. The 8-60 cm long stems are
woody at the base. The leaves are opposite. The flowers in the axils of the
upper leaves are carried by pedicels of 12-40 mm, opposite or in 3
veinlets, longer than the leaves. The lobes of the calyx of 3.6-7 mm, are
lanceolate, with a scarious margin, sometimes finely serrated (Valdes
et al., 1987). In this work, we have studied the chemical profile of
Anagallis monelli ssp. linifolia and isolated 13 undescribed triterpenoid
saponins, namely monellosides A-M (1-13) and ten known triterpenoid
saponins (14-23). The chemophenetic significance of the isolated
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saponins was discussed by comparing saponins from other Primulaceae
species.

2. Results and discussion
2.1. Isolation and structural elucidation

The 70% EtOH extract from the aerial parts of A. monelli ssp. linifolia
was sequentially partitioned with EtOAc and n-BuOH, respectively. The
n-BuOH soluble fraction was subjected to a Diaion HP-20 resin chro-
matography to give three fractions (A-C). The saponin-containing frac-
tion (C), was subjected to further column chromatography to give ten

1 H OH CH, S2
2 H OH CH, S1
3 H H CHOH s3
4 OCH, H CHLOH s1
5 OCH, H CHOH §2

m/ &/ s1

A
S5

M
W&J

n ° ho =" =54
o=/
HO on
HO HO
"o on MO OH Hom/

Mm
M )

OH

Fig. 1. Structures of compounds 1-13 isolated from Anagallis monelli ssp. Linifolia.
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known compounds and thirteen undescribed saponins named monello-
sides A-M (1-13) (Fig. 1). Their structures were elucidated by NMR
techniques (\H, 13C, COSY, TOCSY, ROESY, HSQC, and HMBC) and mass
spectrometry (HR-ESI-MS) and by comparison with literature data. The
monosaccharides of monellosides A-M (1-13) obtained by acid hydro-
lysis of an aliquot of the saponin-containing fraction (C) were identified
as L-arabinose, p-glucose and p-xylose by comparison on TLC with
authentic samples followed by measurement of their optical rotation
values after purification on TLC.

Compound 1 was obtained as an amorphous white powder. Its
molecular formula was determined as Cs2HggO22 based on the negative-
ion HR-ESI-MS (1061.5537 [M-H]’, caled 1061.5532). The 'H NMR data
(Table 1) showed the presence of seven signals corresponding to the
tertiary methyls at 6y 1.28, 1.17, 1.08, 1.00, 0.98, 0.92 and 0.87 giving
correlations with seven carbons signals in the HSQC spectrum at 5¢c 18.7
(C-27), 17.4 (C-26), 27.0 (C-23), 32.3 (C-29), 24.6 (C-30), 15.3 (C-25)
and 15.3 (C-24), respectively. In addition, the HSQC spectrum showed
correlations at 6y 4.33 (1H, d, J = 5.0 Hz, H-16)/5¢ 69.8 (C-16), 6y 3.16
(1H, dd, J = 11.7, 4.3 Hz, H-3)/90.0 (C-3) and 6y 3.74 (1H, dd, J = 11.6,
4.9 Hz, H-22)/8¢ 74.2 (C-22). Furthermore, a quaternary carbon signal
at 8¢ 86.9 due to C-13 was linked to an oxygenated methylene at 5y 3.67
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(m, Hy-28) in the HMBC spectrum (Aliotta et al., 1992). HMBC spectrum
showed also correlations from H»-28 and H-18 [6y 1.47 (1H, dd, J =
14.0, 2.5 Hz)] to two oxygenated methines at §¢c 69.8 (C-16) and 6¢ 74.2
(C-22) and from H-3 (6 3.16) to carbons at §¢ 27.0 (C-23), 15.3 (C-24)
and a quaternary carbon at 5¢ 39.2 (C-4) (Fig. 2). Taken together, these
data were indicative of a 13,28-epoxy-16,22-dihydroxyoleanan skeleton
(priverogenin B) (Kitagawa et al., 1972; Yosioka et al., 1967). This
assumption was confirmed by detailed analysis of the COSY, ROESY,
HSQC and HMBC spectra which allowed the full assignment of the
proton and carbon resonances of the aglycone (Table 1). Correlations
observed between H-3/H-5 and H-5/H-9 in the ROESY spectrum indi-
cated their a-axial orientation and thus the -orientation of the oxygen
at C-3 (Aliotta et al., 1992). The 16a-configuration of hydroxyl group
was evident from the small coupling constant 3JH_16/H_15 value (J =5
Hz), characteristic of an equatorial H-16 proton (Lehbili et al., 2018),
which was confirmed by the correlations from H-16/H-15,; and
H-16/H3-26 p-oriented in the ROESY spectrum. In the same fashion, the
coupling constants of H-22 at 6y 3.74 (1H, dd, J = 11.6, 4.9 Hz) indi-
cated its axial orientation which was confirmed by the correlations
H-22/H-30 and H-22/H-28 in the ROESY spectrum; leading to the
a-orientation of the oxygen at C-22 (Aliotta et al., 1992).

Table 1
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of aglycone moieties for compounds 1-5 in CD3OD**".
Position 1 2 3 4 5
S¢ On d¢ 2% o 2% S¢ OH o¢ 2%
1 38.8 0.98 m 38.8 0.97 m 38.5 0.95m 38.6 0.96 m 38.6 0.96 m
1.77 m 1.77 m 1.75m 1.77 m 1.77 m
2 25.8 1.76m 25.8 1.76 m 25.3 1.77 £ (12.5) 25.2 1.80 m 25.2 1.80 m
1.88m 1.87 m 1.88 m 1.89m 1.89m
3 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 90.0 3.16 dd (11.7, 4.3) 81.9 3.58 dd (11.9, 4.7) 82.5 3.62m 82.5 3.62m
4 39.2 - 39.2 - 42.9 - 42.9 - 42.9 -
5 55.4 0.74 dd (9.4, 4.5) 55.4 0.74 dd (11.3, 2.8) 46.4 1.19m 46.8 1.17 dd (9.9, 2.7) 46.8 1.17 dd (9.9, 2.7)
6 17.4 1.47 m 17.3 1.46 m 16.8 1.41m 16.9 1.42m 16.9 1.42m
1.54 m 1.54 m 1.45m 1.46 m 1.46 m
7 33.7 1.26 t (13.4) 33.7 1.25m 33.2 1.19m 33.2 1.19m 33.2 1.19m
1.56 m 1.56 m 1.67 td (13.2, 3.8) 1.69 m 1.69 m
8 42.1 - 42.1 - 41.8 - 41.9 - 41.9 -
9 50.0 1.28 m 49.9 1.27 m 49.9 1.32m 50.0 1.29 m 50.0 1.29 m
10 36.4 - 36.4 - 36.2 - 36.2 - 36.2 -
11 18.5 1.49 m 18.5 1.49 m 18.5 1.49 m 18.6 1.47 m 18.6 1.47 m
1.64 dd (12.5, 4.4) 1.64 dd (12.7, 3.4) 1.64 m 1.69 m 1.69 m
12 321 1.31m 321 1.31'm 31.9 1.29 m 323 1.32m 32.3 1.32m
2.06 m 2.06 m 2.07 m 2.0lm 2.01m
13 86.9 - 86.9 - 87.0 - 87.6 - 87.6 -
14 44.5 - 44.5 - 44.0 - 42.7 - 42.7 -
15 35.5 1.28 m 35.5 1.27 m 35.6 1.23d (15.7) 35.7 1.22.d (15.2) 35.7 1.22.d (15.2)
2.09m 2.08 m 213 m 2.01m 2.01m
16 69.8 4.33d (5.0) 69.8 4.32brs 76.7 3.90d (4.7) 75.8 3.83d(5.2) 75.8 3.83d(5.2)
17 49.1 - 49.1 - 43.9 - 47.9 - 47.9 -
18 50.7 1.47 dd (14.0, 2.5) 50.7 1.46 dd (12.5, 2.1) 51.0 1.52 dd (14.0, 4.7) 46.7 1.71m 46.7 1.71m
19 37.6 1.15m 37.6 1.15m 38.4 2.40 dd (14.0, 12.2) 38.4 1.17 m 38.4 1.17 m
2.46 dd (14.1, 12.3) 2.45 dd (13.9, 12.5) 1.21d (12.6) 2.30 dd (14.5,12.0) 2.30 dd (14.5,12.0)
20 32.5 - 32.5 - 31.0 - 31.0 - 31.0 -
21 44.7 1.40 dd (12.3, 4.9) 44.7 1.39m 36.0 1.15m 36.0 1.15m 36.0 1.15m
2.20t(12.3) 2.19t(11.7) 2.10 m 2.06 t (13.3) 2.06 t (13.3)
22 74.2 3.74 dd (11.6, 4.9) 74.2 3.72m 30.8 1.52td (13.2, 4.4) 25.1 1.98 m 25.1 1.98 m
1.79d (13.2) 1.42 dm (12.4) 1.42 dm (12.4)
23 27.0 1.08s 27.0 1.07 s 62.9 3.21d (11.2) 63.2 3.30d (11.5) 63.2 3.30d (11.5)
3.79d (11.2) 3.73d (11.5) 3.73d (11.5)
24 15.3 0.87 s 15.3 0.86 s 11.9 0.68 s 11.7 0.73 s 11.7 0.73 s
25 15.3 0.92s 15.3 0.92s 15.8 0.93s 15.8 0.96 s 15.8 0.96 s
26 17.4 117s 17.4 1.17s 17.4 1.17s 17.5 1.20s 17.5 1.20s
27 18.7 1.28s 18.7 1.28s 18.5 1.27 s 18.4 1.25s 18.4 1.25s
28 76,7 3.67 m 76,7 3.67 s 77.3 3.14d (7.6) 105.5 4.19s 105.5 4.19s
3.52d (7.6)
29 32.3 1.00 s 32.3 1.00s 32.5 0.97 s 32.5 0.94 s 32.5 0.94s
30 24.6 0.98 s 24.6 0.96 s 23.5 0.93s 23.5 0.90 s 23.5 0.90 s
OAc 171.5 - 53.9 - 53.9 -
CH3 19.6 2.08s 3.33s 3.33s

# in ppm, J in parentheses in Hz.

> NMR spectra recorded at 500 or 600 MHz (*H) and at 125 or 150 MHz (*3C).
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Fig. 2. Key HMBC and ROESY correlations for compound 1.

In addition, the HMBC correlation between the H-3 proton (6yg 3.16) 4.41 (1H, d, J = 6.6 Hz, H-1'), 5c 104.2, C-1'], two p-p-glucopyranosyl
and an anomeric carbon at ¢ 104.2 (C-1') indicated that a glycosidic units [6yg 4.71 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-1"), 6¢ 103.0, C-1"; 6y 4.54 (1H, d, J

moiety was linked to C-3. After acid hydrolysis, the sugar units were = 7.8 Hz, H-1"), 6c 103.4, C-1""] and one p-p-xylopyranosyl unit [y
identified as 1-arabinose, p-glucose and bp-xylose by co-TLC with 4.53 (1H,d, J="7.6 Hz, H-1"""), §¢ 105.9, C-1"""] (Table 2). The coupling
authentic sugar followed by measurement of the optical rotation values constant of H-1’ CJy.1: /12> = 6.6 Hz) and the axial correlations observed
of each purified monosaccharide. The 1D and 2D NMR spectra of com- between H-1'/H-3’ and H-1’/H-5' in the ROESY spectrum of 1, indicated
pound 1 confirmed the presence of one a-L-arabinopyranosyl unit [y the a-anomer configuration of the arabinose unit. The large coupling
Table 2
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of the sugar moieties for compounds 1-5 in CDsOD* b,
Position 1 2 3 4 5
e S ¢ S ¢ Su e Su e Su
Cc3 Ara Ara Ara Ara Ara
1 1042 4.41d(6.6) 104.2 4.424d (6.3) 103.4  4.43d(6.8) 103.3 4.46 d (6.3) 103.3  4.46d (5.8)
2 78.0 3.82m 78.0 3.82m 79.9 3.73 dd (8.2, 6.8) 78.3 3.79m 78.3 3.79 dd (8.7, 5.8)
3 72.9 3.81m 72.9 3.81m 73.3 3.79.d (9.0) 73.1 3.80 m 73.0 3.80 dd (5.8, 3.3)
4 78.8 3.90 m 78.8 3.90 m 78.7 3.92m 78.8 3.91m 78.7 3.91m
5’ 64.4 3.55dd (12.5,3.8)  64.3 3.55 dm (12.5) 64.5 3.53d (12.5) 64.4 3.55 dm (12.6) 64.4 3.55dd (12.7, 1.2)
4.23dd (12.5, 2.8) 4.22d (12.5) 4.19.dd (11.9, 5.4) 4.22 dd (12.6, 2.9) 4.24dd (12.7, 2.5)
GleI Gle 1 Gle1 GleI Gle I
1” 103.0  4.71d(7.7) 103.1 4.43d(8.3) 103.7  4.71d(7.6) 102.9 4.73d(7.7) 1029  4.73d(7.8)
2" 74.6 3.21dd (8.9, 7.7) 73.5 3.24 t (8.9) 74.6 3.25t (7.6) 74.6 3.24t(9.4,7.7) 74.6 3.22dd (9.1, 7.8)
3" 76.4 3.39(9.3) 76.6 3.30 m 76.4 3.41t (9.0) 76.4 3.39t(9.2) 76.4 3.40 t (9.1)
4" 70.6 3.19t(9.2) 69.9 3.32m 69.8 3.35t(9.5) 70.4 3.20 £ (9.3) 70.4 3.21t(9.1)
5" 76.7 3.29m 76.7 3.30 m 76.8 3.46 m 76.7 3.29m 76.7 3.29m
6" 61.9 3.62dd (12.0,6.7)  61.0 3.68dd (10.4,2.6)  63.5 4.20dd (11.5,2.5)  61.7 3.62dd (12.1,6.7)  61.7 3.62 dd (11.9, 6.6)
3.86 dd (12.0, 2.0) 3.89 m 4.34 dd (11.5, 2.0) 3.87.dd (12.1, 2.1) 3.86 dd (11.9. 4.3)
Gle II Gle II Gle II Gle Il Gle II
" 103.4  4.54d(7.8) 103.3 4.57 d (8.8) 103.2  4.56d(7.2) 103.2 4.58d (7.8) 103.3  4.54d(7.8)
2" 83.7 3.41 dd (8.9, 7.8) 83.1 3.48 £ (9.0) 83.6 3.44 dd (9.0, 7.2) 83.1 3.48 dd (9.0, 7.8) 83.7 3.40 t (8.5)
3 76.2 3.57 £ (8.9) 74.7 3.75 1 (9.0) 76.2 3.56 t (9.0) 74.6 3.75t(9.1) 76.2 3.55t (9.3)
4" 69.7 3.35m 78.5 3.63(8.9) 69.6 3.37 £ (9.0) 78.5 3.631(9.2) 69.7 3.35(9.4)
5" 76.7 3.34m 75.1 4.30 m 76.5 3.28 m 75.1 3.44 dt (9.6, 3.6) 76.5 3.30m
6" 61.2 3.69dd (12.4,6.2)  60.3 3.89 m 61.1 3.68dd (12.2,5.4)  60.3 3.88 m 61.1 3.68 dd (11.9, 5.6)
3.88d (12.4) 3.88 m 3.87d (12.2, 2.2) 3.88 m 3.87 dd (11.9, 4.1)
Glc III Gle III
1" 102.9 4.71d(7.3) 103.1 4.43d(7.9)
2" 74.6 3.10 dd (8.9, 7.3) 73.5 3.23 dd (9.0, 7.9)
3" 76.4 3.39m 76.4 3.37 £ (9.0)
4 70.6 3.18 1 (8.9) 69.9 3.32m
5" 76.7 3.30 m 76.7 3.35m
6" 61.9 3.60 dd (11.0, 4.7) 61.0 3.68 dd (11.7, 5.2)
3.86 d (11.0) 3.89 dd (11.7, 1.9)
Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl
1" 1059  4.53d(7.6) 105.9 4.56 d (7.8) 1059  4.55d(6.8) 106.0 4.56 d (7.5) 1059  4.53d(7.8)
2 74.5 3.27 dd (8.7, 7.6) 74.6 3.26 t (7.8) 74.5 3.27 dd (9.0, 6.8) 74.6 3.26 dd (8.2, 7.5) 74.5 3.27 dd (9.2, 7.8)
3" 76.5 3.39m 76.1 3.37 m 76.3 3.36 t (9.0) 76.1 3.37m 76.2 3.37 t(9.2)
4 69.6 3.54m 69.6 3.52m 69.5 3.52m 69.6 3.52m 69.6 3.53m
5" 66.0 3.32m 66.0 3.32m 66.0 3.30m 66.0 3.32m 66.0 3.31m
4.01dd (11.3, 5.2) 4.01 dd (11.5, 5.7) 3.99 dd (11.5, 5.4) 4.00 dd (11.4, 5.2) 4.00 dd (11.4, 5.4)
OAc 1715 -
CHs 19.6 208

# in ppm, J in parentheses in Hz.

> NMR spectra recorded at 500 or 600 MHz (1H) and at 125 or 150 MHz (13C).
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constants from anomeric protons (>7 Hz) of the xylose and glucoses
units, indicated their g-configurations (Liang et al., 2011). Extensive
2D-NMR analysis (COSY, TOCSY, ROESY, HSQC and HMBC) enabled the
full assignments of all proton and carbon resonances of each mono-
saccharide (Table 2). HMBC correlation between H-1’ and C-3 indicated
that the arabinose unit was linked to C-3 of the aglycone. The glycoside
sequence of compound 1 was determined by analysis of the HMBC and
ROESY spectra. Thus, HMBC correlations were observed between
H-1"/C-2" (5¢c 78.0), H-1"/C-4'(5c 78.8) and H-1"/C-2" (5¢c 83.7)
(Fig. 2). In addition, ROESY correlations confirming the interglycosidic
linkage and the point of attachment of the tetra-saccharide at the C-3 of
the aglycone were observed between H-1'/H-3, H-1""/H-2/, H-1""/H-4
and H-1""""/H-2" (Fig. 2). According to the above results, the structure of
compound 1 was elucidated as 3-O-p-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-p-p-glu-
copyranosyl-(1 — 4)-[f-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyr-
anosyl-priverogenin B, named monelloside A.

Compound 2, isolated as white amorphous powder, had a molecular
formula of CsgHggO27; determined by the negative-ion HR-ESI-MS
(1223.6061 [M-H], calcd 1223.6071), and differed from 1 by 162 amu
corresponding to a supplementary hexosyl group. Comparison of the
NMR data of 2 with those of 1 (Tables 1 and 2) showed that they shared
the same aglycone but differed by the presence in 2 of an additional
hexose unit identified as f-p-glucopyranose (GIclIl, .1 4.71). The
HMBC correlation between H-1"" and C-4" (5c 78.5) indicated the
linkage of GIcIII to GlcIl on C-4” (Shoji et al., 1994a). Therefore, the
structure of compound 2 was established as 3-O-p-p-glucopyranosyl-(1
— 4)-[p-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-14-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-glu-
copyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyranosyl-priverogenin B, named
monelloside B.

Compound 3 was obtained as a white amorphous powder. Its mo-
lecular formula was determined as Cs4HggO23 on the basis of its
negative-ion HR-ES-IMS (1103.5629 [M-H]’, caled 1103.5638) and it
differed from 1 by 42 amu corresponding to an additional acetyl group.
Extensive 1D and 2D-NMR analysis (Tables 1 and 2) showed that com-
pound 3 differ from 2 by the absence of a hydroxyl group at C-22 and the
presence of a hydroxyl group at C-23 of the aglycone, as in anagalligenin
B (Mahato et al., 1991; Shoji et al., 1994b). Additional signals assigned
to an acetyl group linked to C-6” of Glcl, was evidenced by the HMBC
correlations between a carbonyl carbon signal at §¢ 171.5 with methyl
protons at 5y 2.08 and the same carbonyl carbon signal with Hy-6" of
Glel (6p.¢v 4.20 (1H, dd, J = 11.5, 2.5 Hz); indicating that 3 was an
acetylated derivative of desglucoanagalosine B (20) (Shoji et al.,
1994b). According to the above results, the structure of compound 3 was
elucidated as 3-O-g-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-f-p-glucopyranosyl-(1 —
4)-[6-0-acetyl-$-p-glucopyranosyl-(1 - 2)-]a-L-arabinopyr-
anosyl-anagalligenin B, named monelloside C.

Compound 4 had a molecular formula of C59HggO2g, determined on
the basis of its negative-ion HR-ESI-MS (1253.6169 [M-H]’, caled
1253.6166). Extensive 1D and 2D NMR analysis showed that com-
pounds 4 and 2 differed only by the aglycone part (Tables 1 and 2).
Compound 4 revealed six signals corresponding to tertiary methyls at 5y
1.25 (H3-27), 1.20 (H3-26), 0.96 (Hs-25), 0.94 (H3-29), 0.90 (H3-30) and
0.73 (Hs3-24) and two oxygenated methine protons at g 3.62 (H-3) and
3.83 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-16) correlating with six methyl carbons sig-
nals at 6¢c 18.4,17.5, 15.8, 32.5, 23.5, 11.7 and two oxygenated methine
carbons signals at §¢ 82.5, 75.8, respectively in the HSQC spectrum. The
disappearance of the hydroxyl group at C-22 led to the deshielding of C-
16. In addition, two oxygenated methylene protons signal at 5y 3.30
(1H, d, J = 11.5 Hz, H-23a) and 6y 3.73 (1H, d, J = 11.5 Hz, H-23b)
correlated with the carbon signal at 6¢ 63.2 (C-23), in the HSQC spec-
trum. HMBC cross-peaks from Sy.24 0.72 to Sca3 63.3 suggested the
location of a hydroxyl function at C-23 (Bechkri et al., 2020). In addi-
tion, a quaternary carbon signal at 5¢c 87.6 (C-13) and a singlet resonance
at Sy 4.19 (1H) corresponding to H-28 indicated the presence of 13,
28-epoxy-oleanane skeleton. The H-28 proton correlated in the HSQC
spectrum with C-28 (§¢ 105.5) indicating the presence of another alkoxy
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unit. The resulting acetal was confirmed by the HMBC correlation be-
tween the C-28 and the methyl of a methoxy group at 5y 3.33 (s, CHs).
Assignments of other proton and carbon signals of the aglycone were
accomplished by extensive 2D-NMR analyses which led to the elucida-
tion of the aglycone part of 4 as 13,28-epoxy-(3f,16a,23)-trihydrox-
y-28-methoxy-oleanane, which differ from anagalligenin B (Mahato
et al., 1991) by the presence of a methoxy group at C-28. Thus, com-
pound 4 was identified as 3-O-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-xylo-
pyranosyl-(1 — 2)-]p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[#-p-glucopyranosyl(1
- 2)-]a-1-arabinopyranosyl-13,28-epoxy-34,16a,23-trihydroxy-28-
methoxy-oleanane or 3-O-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-xylopyr-
anosyl-(1 — 2)-]p-b-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-glucopyranosyl(l —
2)-]a-1-arabinopyranosyl-28-methoxy-anagalligenin B, named mon-
elloside D.

Compound 5 was obtained as a white amorphous powder. Its mo-
lecular formula was determined as Cs3HggO23 based on its negative-ion
mode HR-ESI-MS (1091.5646 [M-H], caled 1091. 5638). Comparison of
the NMR data of 5 with those of 4 (Tables 1 and 2) and analysis of the
NMR spectra showed that compounds 4 and 5 had the same aglycone
moiety (28-methoxy-anagalligenin B), while comparison of the 'H and
13C NMR values of the oligosaccharide part of 5 with those of 1 indicated
that 5 had the same tetrasaccharide moiety as in 1, linked to C-3.
Location of all proton and carbon signals was achieved by extensive 2D-
NMR analyses, which elucidated compound 5 as 3-O-p-p-xylopyranosyl-
(1 - 2)-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-
arabinopyranosyl-13,28-epoxy-3f,16a,23-trihydroxy-28-methoxy-ole-
anane, or 3-O-f-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-
[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyranosyl-28-methoxy-ana-
galligenin B, named monelloside E.

Compound 6, isolated as a white amorphous powder, had a mo-
lecular formula of CgoH104028, determined on the basis of its HR-ESI-MS
negative-ion (1295.6633 [M-H], caled 1295.6636). Comparison of the
'H and '3C NMR data of 6 to those of 4 and analysis of the 2D NMR
spectra of 6 showed that both possessed the same penta-saccharide
chain (Tables 2 and 4), while slight differences were observed in the
aglycone part, notably those due to the D and E rings (Tables 1 and 3).
Compound 6 did not show the signals of a methoxy group bound to C-28
in its NMR spectra, but proton and carbon signals for an n-butyloxy
group [56¢ 12.8,19.1, 31.7 and 66.5; 6y 0.95, 1.42, 1.56, 3.33 and 3.70].
The COSY spectrum supported the presence of the n-butyloxy group by
correlations observed between CHs-a (6y 3.33 and 3.70)/CHy-b (6y
1.56), CHa-b/CHy-c (6g 1.42), and CHy-c/CHs-d (6y 0.95). The linkage
of n-butyloxy group at the C-28 position of the aglycone was evidenced
by the HMBC correlation between 5y 4.28 (1H, brs, H-28)/5¢ 66.5 (C-a)
and 6y 1.56 (2H, t, J = 6.5Hz, CH3-b)/6¢ 12.8 (C-d). These evidences led
to the assignment of 6 as 3-O-$-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-xylopyr-
anosyl-(1 — 2)-]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-glucopyranosyl-(1 —
2)-]a-L-arabinopyranosyl-13,28-epoxy-34,16a,23-trihydroxy-28-n-buty-
loxy-oleanane, or 3-O-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[#-p-xylopyranosyl-
(1 - 2)-]-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-
arabinopyranosyl-28-n-butyloxy-anagalligenin B, named monelloside F.

Compound 7 was obtained as an amorphous white powder. Its
molecular formula was determined as CsgHg4O23 on the basis of its
negative-ion in HR-ESI-MS (1133.6107 [M-H]’, caled 1133.6108), and
corresponds to the loss of 162 amu compared to 6. Comparison of the 'H
and 13C-NMR data of 7 with those of 6 and 5 showed that the NMR data
of 7 exhibited many similarities with those of 6, particularly for reso-
nances assigned to n-butyloxy-anagalligenin B (Table 3), whereas the 'H
and '3C NMR signals due to the saccharide moieties showed that 7 and 5
shared the same tetra-saccharide chain (Tables 2 and 4). These data
were confirmed by extensive 2D-NMR analyses and the assignments of
all proton and carbon signals of 7, leading to the elucidation of its
structure as 3-O-#-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-4-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-
[p-p-glucopyranosyl-(1  —  2)-]a-L-arabinopyranosyl-13,28-epoxy-
3p,16a,23-trihydroxy-28-n-butyoxy-oleanane, named monelloside G.

Compound 8, isolated as an amorphous white powder, had a
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Table 3
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of aglycone moieties for compounds 6-9 in CD;0D™ .
Position 6 7 8 9
S¢ Ou oc Ou o¢ Ou d¢ Ou
1 38.6 0.95m 38.6 0.95m 38.5 0.97 m 38.5 0.95m
1.77 m 1.77 m 1.78 m 1.76 m
2 25.2 1.81m 25.2 1.82t(12.9) 25.2 1.81 m 25.1 1.77 m
1.89 m 1.90 m 1.90 m 1.90 m
3 82.5 3.62m 82.5 3.63m 82.3 3.63d(8.9) 81.7 3.63 dd (12.0, 4.8)
4 42.9 - 42.9 - 42.9 - 42.7 -
5 46.8 1.17 m 46.8 1.18 m 46.6 1.18 dd (10.2, 2.9) 46.7 1.19.dd (9.5, 5.3)
6 16.9 1.42m 16.9 1.42m 16.7 1.47 m 16.7 1.47 m
1.46 m 1.43 m 1.49 m 1.49m
7 33.2 1.18 m 33.2 1.19m 32.7 1.11dt (12.7, 3.2) 32.8 1.11 dt (12.7, 3.2)
1.68 m 1.68 m 1.62 m 1.60 m
8 41.9 - 41.9 - 42.5 - 42.5 -
9 50.0 1.28 m 49.9 1.28 m 49.8 1.26 m 49.8 1.26 m
10 36.2 - 36.2 - 36.1 - 36.1 -
11 18.6 1.47 m 18.6 1.47 m 18.3 1.57 m 18.3 1.57 m
1.68 m 1.68 m 1.74 m 1.74m
12 32.4 1.31 m 32.4 1.31t(13.6) 311 1.51 m 31.1 1.51m
2.02m 2.01m 2.05m 2.05m
13 87.4 - 87.4 - 86.2 - 86.2 -
14 42.7 - 42.7 - 49.7 - 49.7 -
15 35.7 1.22m 35.7 1.22 m 45.0 1.81d (15.8) 45.0 1.81d (15.8)
2.0l m 2.0l m 2.80d (15.8) 2.80d (15.8)
16 75.9 3.82d (4.6) 75.9 3.82m 214.3 - 214.3 -
17 48.0 - 48.4 - 55.8 - 55.8 -
18 46.7 1.76 m 46.7 1.77 m 54.5 2.02dd (12.1, 2.7) 54.5 2.01 dd (13.8, 3.2)
19 38.5 117 m 38.5 1.18 m 39.6 1.36t(13.8) 39.6 1.36t(13.8)
2.28t(12.8) 2.29 dd (14.2, 12.6) 1.48 m 1.48 m
20 31.1 - 31.0 - 31.1 - 31.1 -
21 36.1 1.16 m 36.1 1.17 m 35.0 1.23 m 35.0 1.23 m
2.04m 2.05m 1.57 m 1.57 m
22 25.2 1.41m 25.2 1.41m 24.2 1.25m 24.2 1.25m
2.04 m 2.05m 2.11d(11.7) 2.11 dt (12.7, 2.1)
23 63.2 3.30m 63.2 3.30m 63.1 3.29m 63.1 3.31m
3.72m 3.73d (11.6) 3,73d (11.3) 3,65d (11.1)
24 11.7 0.73 s 11.7 0.73 s 11.7 0.74 s 11.7 0.75s
25 15.9 0.95s 15.9 0.96 s 15.5 0.96 s 15.6 0.96 s
26 17.5 1.20s 17.5 1.20 s 17.8 1.28 s 17.8 1.28s
27 18.3 1.24s 18.3 1.25s 20.8 1.08s 20.8 1.08s
28 104.1 4.28 brs 104.1 4.28 brs 74.7 3.48d (8.4) 74.7 3.48d (8.5)
3.93d (8.4) 3.93d(8.5)
29 325 0.95s 32.3 0.94s 32.4 0.95s 32.4 0.95s
30 23.4 0.91s 23.5 091s 22.4 091s 22.4 091s
A 66.5 3.33m 66.5 3.34m
3.70m 3.71m
b 31.7 1.56 t (6.5) 31.7 1.56 t (6.7)
c 19.1 1.42m 19.1 1.42m
d 12.8 0.95 t (6.9) 12.8 0.95t(6.9)

? in ppm, J in parentheses in Hz.

> NMR spectra recorded at 600 and 150 MHz (*H and.

molecular formula of CsgHg4O27 (negative-ion HR-ESI-MS (1221.5913
[M-HJ’, calcd 1221.5904)). Comparison of the NMR data of 8 with those
of 4 (Tables 2 and 4) and analysis of the NMR spectra showed that 8 had
the same penta-saccharide moiety as 4. Most of the aglycone NMR sig-
nals were directly attributed by comparison with the corresponding
signals of 4 (Tables 1 and 3), but detailed analysis of the NMR spectra
showed dissimilarities in the ring D and different chemical shifts for C-
14, C-15, C-16, C-27, and C-28, due to the replacement of the hydroxyl at
C-16 by a carbonyl group and the absence of signals due to the methoxy
group at C-28 in 8 (Tables 1 and 3). The position of the carbonyl group
was indicated by HMBC correlations of H-28 [6y 3.93 and 3.48; 1H each,
d, J = 8.4 Hz] and H-15 [y 2.80 and 1.81; 1H each, d, J = 15.8 Hz, H-
15] with the ketocarbonyl at ¢ 214.3 (C-16) (Liang et al., 2006, 2011).
The aglycone part was identified as anagalligenone B (Mahato et al.,
1991). According to the above results, the structure of compound 8 was
elucidated 3-O-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[f-p-xylopyranosyl-(1 —
2)-1p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)]-q-L-ar-
abinopyranosyl-anagalligenone B, named monelloside H.

Compound 9, isolated as an amorphous white powder, had a

molecular formula of C55Hg4O4o, determined on the basis of its HR-ESI-
MS negative-ion (1059.5370 [M-H]’, calcd 1059.5376), indicating the
loss of 162 amu compared to 8. The complete assignments of each 'H
and '3C-NMR signals were achieved by analysis of the 2D-NMR exper-
iments. The 'H and'3C NMR data (Tables 3 and 4), were identical to
those of compound 8, except for signals due to the f-p-glucopyranosyl
(Glcl) unit linked in C-2' position of the arabinosyl unit which dis-
appeared in compound 9. Accordingly, the structure of 9 was elucidated
as 3-O-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[p-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-]4-p-
glucopyranosyl-(1 — 4)-a-L-arabinopyranosyl- anagalligenone B, named
monelloside L.

Compound 10 was obtained as an amorphous white powder. Its
molecular formula was determined as CsgHg4057 on the basis of its HR-
ESI-MS negative-ion (1221.5911 [M-H], caled 1221.5904). The H
NMR and '3CNMR spectra of 10 (Tables 5 and 6) showed signals
assignable to six angular methyl groups at 6y 0.75/6¢-24 11.9, 1.00/5¢.25
15.1, 0.76/5c.26 16.5, 1.41/8c.07 25.9, 0.93/6c.20 32.0 and 0.98/5¢.30
23.1, one olefinic proton at 6y.12 5.42 (1H, t, J = 3.6 Hz; 5¢c.12 123.0),
two oxygenated methine protons at 5.3 3.63 (1H, m; 6¢.3 82.5), and 5y.
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Table 4
13C NMR and 1H NMR spectroscopic data of the sugar moieties for compounds 6-9 in CD30D"* °.
Position 6 7 8 9
Sc Su Sc Sy Sc Su Sc S
Cc3 Ara Ara Ara Ara
1 103.3 4.46 d (6.3) 103.3 4.46d (5.9 103.3 4.46 d (6.1) 105.1 4.28d (7.2)
2 78.3 3.79m 78.3 3.79m 78.3 3.79m 72.7 3.43m
3 73.1 3.80m 73.1 3.80 m 73.1 3.80 m 73.2 3.47dd (9.2,4.0)
4 78.8 391 m 78.7 3.90 m 78.7 391 m 80.0 3.85 dm (2.8)
5’ 64.4 3.55dd (11.9, 1.5) 64.4 3.54m 64.4 3.55m 65.5 3.56d (12.8)
4.22.d (11.9) 4.24 dd (12.7, 3.3) 4.22.dd (12.7, 2.8) 4.20 dd (12.8, 2.0)
Gle1I Gle1 GlcI
1” 102.9 4.73d (7.7) 102.9 4.73d (7.6) 102.9 4.72d (7.7)
2" 74.6 3.21dd (9.2, 7.7) 74.6 3.22dd (8.8, 7.6) 74.6 3.21dd (8.9,7.7)
3" 76.4 3.39m 76.4 3.39t(9.2) 76.4 3.39t(9.4)
4" 70.4 3.20 m 70.4 3.21t(9.1) 70.4 3.20t (9.4)
5" 76.7 3.29m 76.7 3.30m 76.7 3.29m
6" 61.7 3.62 dd (11,9, 4.5) 61.7 3.63 m 61.7 3.61 dd (11,9, 6.6)
3.86 dd (11,9, 2.3) 3.86 dd (11.9, 4.8) 3.86 dd (11,9, 2.0)
Gle II Gle II Gle II Gle II
1 103.2 4.58d (7.7) 103.3 4.54d (7.8) 103.2 4.58d (7.7) 103.7 4.56 d (8.0)
2" 83.1 3.48 dd (8.9, 7.7) 83.8 3.40t (8.7) 83.1 3.49 dd (8.9, 7.7) 84.1 3.50 dd (9.0, 8.0)
3" 74.6 3.74 m 76.1 3.56 m 74.6 3.74t(9.1) 74.5 3.74t(9.0)
4" 78.5 3.621t(9.2) 69.7 3.35m 78.5 3.63t(9.4) 78.3 3.66t(9.2)
5" 75.1 3.44m 76.5 3.34m 75.1 3.44m 75.0 4.43 m
6" 60.3 3.87m 60.1 3.69 dd (11.9, 5.7) 60.3 3.87 m 60.3 3.87m
3.89m 3.87d (11.9, 4.8) 3.89m 3.89m
Glc 11 Glc III Glc III
1" 103.1 4.43 d (8.6) 103.1 4.43d(7.9) 103.1 4.44 d (7.6)
2" 73.5 3.24m 73.5 3.24 dd (8.8,7.9) 73.5 3.24 dd (8.8, 7.6)
3" 76.4 3.38t(8.9) 76.1 3.37m 76.4 3.37 t(9.0)
4" 69.9 3.33m 69.9 3.33m 69.9 3.32m
5" 76.6 3.34m 76.7 3.43m 76.6 3.30 m
6" 61.0 3.67 dd (11.6, 3.4) 60.9 3.68 dd (11.9, 5.6) 61.0 3.68 dd (12.0, 5.6)
3.88 m 3.89m 3.89 dd (12.0, 2.0)
Xyl Xyl Xyl Xyl
1 106.0 4.56 d (7.9) 105.9 4.52d (7.6) 105.9 4.56 d (7.6) 106.6 4.52d (7.6)
21 74.6 3.26 dd (8.9, 7.9) 74.5 3.27 t(7.9) 74.6 3.25t(8.1) 74.8 3.25 dd (9.6, 7.6)
3" 76.1 3.37m 76.2 3.35m 76.4 3.37m 76.2 3.37 t (9.6)
4" 69.6 3.53m 69.5 3.52m 69.5 3.52m 69.4 3.52m
5" 66.0 3.32t(11.0) 66.0 3.3l m 66.0 3.32m 65.7 3.28 t (11.6)

4.00 dd (11.0, 5.5)

4.00 dd (11.3, 5.4)

4.00 dd (11.4, 5.49) 4.00 dd (11.6, 5.6)

2 in ppm, J in parentheses in Hz.
> NMR spectra recorded at 600 MHz and 150 (*H and.

164.29 (1H, t, J = 3.6 Hz; 6¢c.16 72.5) and one oxygenated methylene (5.
23 3.30 and 3.73; S¢c23 63.3), corresponding to a 34,16a,23-trihydrox-
yolean-12-en skeleton (Bechkri et al., 2020). Moreover, an HSQC cor-
relation between a proton singlet at 5y 9.23 (1H, s, H;-28) and its carbon
at 6¢ 205.6 (C-28) indicated the presence of an aldehyde group. This was
confirmed by the HMBC correlations observed between H-18, H-16 with
C-28 (Fig. 3) (Lakhal et al., 2014; Zhang et al., 2002). The aglycone of
compound 10 was identified as 34,16a,23-trihydroxyolean-12-en-28-al.
Detailed analysis of the 2D-NMR spectra of 10 and comparison of its
NMR data with those of 2 (Tables 2 and 6) identified the same
penta-saccharide as in 2. The HMBC correlations observed between the
signal at 6y 3.63 (H-3) and the anomeric carbon of r-arabinose at §¢c.1-
103.3 1 in the HMBC spectrum (Fig. 3) confirmed that the glycosidic
moiety was linked to C-3 of the aglycone (Zhang et al., 2002). According
to the above results, the structure of compound 10 was elucidated as
3-0-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[f-p-xylopyranosyl-(1 — 2)-]4-p-gluco-
pyranosyl-(1 — 4)-[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyra
nosyl-34,16a,23-trihydroxyolean-12-en-28-al, named monelloside J.
Compound 11 was obtained almost as an amorphous white powder.
Its molecular formula was determined as CsoHg4025 on the basis of its
HR-ESI-MS negative-ion (1059.5367 [M-H], caled 1059.5376). Com-
parison of the NMR data of 11 with those of 10 (Tables 5 and 6) showed
that it had the same aglycone as 10 but differed in its saccharide units.
The NMR spectroscopic data of the saccharide part of 11 were identical
to those of 1 (Tables 2 and 6). Extensive 2D-NMR analysis enabled the
full assignments of the same tetra-saccharide as in 1. The correlation

between H-3 of aglycone (6y 3.64, 1H, dd, J = 11.7, 4.3 Hz) and the
anomeric carbon of the arabinose unit (5¢.3- 103.3) on the HMBC spec-
trum confirmed that the glycosidic moiety was linked to C-3. According
to the above evidences, the structure of 11 was elucidated as 3-O-§-p-
xylopyranosyl-(1 — 2)-f-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[$-p-glucopyranosyl-
(1 - 2)-]a-L-arabinopyranosyl-34,16a,23-trihydroxyolean-12-en-28-al,
named monelloside K.

Compound 12 was obtained as an amorphous white powder. Its
molecular formula was determined as Cs3HggO23 on the basis of its HR-
ESI-MS negative-ion (1089.5490 [M-H], calcd 1089.5482). Comparison
of the 'H and '>C-NMR data of 12 with those of 10 (Tables 5 and 6)
showed that it had the same aglycone but differed in its saccharide units.
The NMR spectroscopic data of 12 were almost identical to those of 10,
except for the absence of the signals of f-p-xylopyranosyl. Detailed
analysis of the 2D-NMR spectra of 12 led to the identification of its
structure as 3-O-#-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-$-p-glucopyranosyl-(1 —
4)-[p-p-glucopyranosyl-(1 — 2)-]a-L-arabinopyranosyl-34,16a,23-trihy-
droxyolean-12-en-28-al, named monelloside L.

Compound 13 was obtained as an amorphous white powder. Its
molecular formula was determined as C47H7¢01g on the basis of its HR-
ESI-MS negative-ion (927.4966 [M-H], calcd 927.4953). Comparison of
1Y and 3C-NMR spectra of 13 (Tables 5 and 6) and 10 indicated a
similarity of these two compounds, with the exception of the disap-
pearance of the glucose (GlclII) and xylose units in the glycosidic part of
13. Extensive analysis of the 1D and 2D-NMR spectra of 13 established
that the glycosidic sequence was 3-O-glc-(1 — 4)-[glc-(1 — 2)-]ara.
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Table 5
13C NMR and 'H NMR spectroscopic data of the aglycone moieties for compounds 10-13 in CD;0D" °.
Position 10 11 12 13
Sc Sy ¢ Su Sc Su ¢ S
1 38.2 1.00 m 38.2 1.00 m 38.2 1.00 m 38.2 1.00 m
1.65m 1.66 m 1.66 dt (13.3, 3.6) 1.65m
2 25.0 1.80 t (14.3) 25.0 1.80t (12.9) 24.9 1.79 m 24.9 1.80t (12.6)
1.89 m 1.89 m 1.89 m 1.89 m
3 82.5 3.63m 82.4 3.64 dd (11.7, 4.3) 82.4 3.63m 82.4 3.64 m
4 42.8 - 42.7 - 42.7 - 42.7 -
5 46.9 1.24d (11.7) 46.8 1.24d (11.7) 46.8 1.24d (11.7) 46.8 1.24 d (10.9)
6 17.4 1.37 m 17.4 1.38 m 17.3 1.37m 17.4 1.37m
1.52m 1.52m 1.51 m 1.52m
7 32.3 1.31 m 32.2 1.31m 32.2 1.31 m 32.2 1.31m
1.69 m 1.70 m 1.69 m 1.70 m
8 39.4 - 39.4 - 39.4 - 39.4 -
9 46.7 1.69t (8.5) 46.6 1.69 m 46.7 1.68t (8.8) 46.7 1.69 m
10 36.2 - 36.2 - 36.2 - 36.2 -
11 23.1 1.93 m 23.1 1.93m 23.1 1.92m 23.1 1.92m
1.94 m 1.94m 1.94 m 1.93m
12 123.0 5.42t(3.6) 123.0 5.42 brs 123.0 5.42t(3.5) 123.0 5.42t (3.7)
13 142.9 - 142.9 - 142.9 - 142.9 -
14 41.4 - 41.4 - 41.4 - 41.4 -
15 34.6 1.40 m 34.5 1.40 m 34.5 1.40 dd (14.2, 2.7) 345 1.40 m
1.82 dd (14.7, 4.0) 1.82d (12.9) 1.82 dd (14.2, 3.6) 1.82 dd (14.5, 3.7)
16 72.5 4.29 t (3.6) 72.4 4.29 brs 72.4 4.29 t (3.5) 72.4 4.28 1 (3.7)
17 50.8 - 50.8 - 50.9 - 50.8 -
18 40.4 2.68 dd (14.5, 3.9) 40.4 2.68 dd (13.8, 3.3) 40.4 2.68 dd (14.2, 4.4) 40.4 2.68 dd (13.5, 4.3)
19 46.1 1.14 dd (13.3,4.9) 46.0 1.13d (13.8) 46.0 1.14 dd (12.7, 3.6) 46.0 1.13 dd (13.5, 4.3)
2.27 t(13.3) 2.27 t (13.8) 2.27 t (14.2) 2.27 t (13.5)
20 29.9 - 29.9 - 29.9 - 29.9 -
21 34.2 1.20 m 34.2 1.21m 34.2 1.20 m 34.2 1.21m
1.94 m 1.94 m 1.93 m 1.94 m
22 25.9 1.56 m 25.9 1.55m 25.9 1.54 m 25.9 1.54 m
23 63.3 3.30m 63.2 3.30m 63.2 3.30m 63.3 3.31m
3.73d (11.6) 3.73d(11.4) 3.70d (11.4) 3.68d (11.6)
24 11.9 0.75s 119 0.74 s 11.9 0.73 s 119 0.73 s
25 15.1 1.00 s 15.1 1.00 s 15.1 1.00 s 15.1 1.01s
26 16.5 0.76 s 16.5 0.75s 16.5 0.76 s 16.5 0.75s
27 25.9 1.41s 25.9 1.41s 25.9 1.41s 25.9 1.41s
28 205.6 9.23s 205.6 9.23s 205.6 9.23s 205.6 9.23s
29 32.0 0.93s 32.0 0.92s 32.0 0.92s 32.0 0.92s
30 23.1 0.98 s 23.1 0.98 s 23.1 0.98 s 23.1 0.98 s

# in ppm, J in parentheses in Hz.
> NMR spectra recorded at 600 and 150 MHz (1H and.

Thus, the structure of compound 13 was elucidated as 3-O-p-p-gluco-
pyranosyl-(1 — 4)-p-p-glucopyranosyl-(1 — 4)-[f-p-glucopyranosyl-(1
- 2)]a-L-arabinopyranosyl-34,16a,23-trihydroxyolean-12-en-28-al,
named monelloside M.

The known compounds were identified as repandoside (14), lysi-
koianoside (15) (Dall’Acqua et al., 2010), capilliposide A (16) (Tian
etal., 2006), anagallosaponin I (17), anagalloside C (18), anagalloside B
(19), desgluconagalloside B (20), (Shoji et al., 1994a), anagallosaponin
IX (21) (Hifnawy et al., 2020), anagallisin D (22) (Mahato et al., 1991),
heterogenoside D (23) (Huang et al., 2009) (Fig. S103 in supporting
material). Their spectroscopic data were in perfect agreement with those
reported in the literature.

2.2. Chemophenetic significance

Phytochemical studies of the genus Anagallis revealed its richness of
triterpenoids saponins with an oleanane skeleton. Until now, 38 com-
pounds were isolated from only one species Anagallis arvensis (Aliotta
et al., 1992; Amoros and Girre, 1987; De Napoli et al., 1992; Glombitza
and Kurth, 1987a; Kitagawa et al., 1976; Mahato et al., 1991; Shoji et al.,
1994a, 1994b). The present study, which was carried out on the
Algerian subspecies Anagallis monelli ssp. linifolia (L). Maire, allowed the
isolation and identification of 13 undescribed monodesmoside saponins
(Fig. 1), as well as 10 known monodesmoside saponins (Fig. S103 in
supporting material). The aglycones of theses triterpenoid glycosides

were found to be priverogenin B (1-2), anagalligenin B (3, 19, 20),
28-alkoxy-anagalligenin B (4-7), anagalligenone B (8, 9, 22), 16,
23-dihydroxy-oleanolicaldehyde (10-13), protoprimulagenin A
(14-15), 28-hydroxy-protoprimulagenin A (16-17), 22-acetyl-privero-
genin B (18), 22-acetoxy-anagalligenin B (21), and longispinogenin
(23). All the 23 saponins isolated from A. monelli ssp. linifolia in the
present study shared a carbohydrate chain linked to C-3 of the aglycone
with a common sequence glc-(1 — 4)-ara- which was further glycosy-
lated by glc and/or ara. In 22 of the 23 isolated saponins, arabinose unit
was substituted at its C-2' by another glucose unit (glcII) to give the
motif S6: gle-(1 — 4)-[glc-(1 — 2)-]ara-. In all the bridged oleanane
skeleton, except for compound 9 (Fig. 1, S1, S2 and S3), a xylose unit
was linked to C-2 of glcI making the sequence S2: xyl-(1 — 2)-glc-(1 -
4)-[glc-(1 — 2)-]ara-, and this sequence was also found in three (10, 11,
23) of the five compounds exhibiting ring-opening of the 13,28-epoxy-o-
leanane skeleton (Fig. 1, F.S103). About half of the compounds isolated
from A. monelli ssp. linifolia were substituted at C-4 of glclI by a third
glucose unit (Fig. 1) to give the sequence S1: glc-(1 — 4)-[xyl-(1 - 2)-]
gle-(1 — 4)-[glc-(1 — 2)-]ara-which has been encountered in saponins
isolated from A. arvensis (Glombitza and Kurth 1987b). Similarly, the
sequences S4: glc-(1 — 4)-[xyl-(1 - 2)-1gle-(1 — 4)-ara-, S5: glc-(1 —
4)-gle-(1 - 4)-[gle-(1 — 2)-]ara- and S6: glc-(1 — 4)-[glc-(1 — 2)-]ara-at
C-3 of compounds 9, 12 and 13, respectively, were previously encoun-
tered in saponins isolated from A. arvensis (Shoji et al., 1994a; Mahato
et al.,, 1991). In addition, all aglycone parts of A. monelli ssp. linifolia
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Table 6
13C NMR and *H NMR spectroscopic data of the sugar moieties for compounds 10-13 in CD;0D" °.
Position 10 11 12 13
oS¢ Ou ¢ Ou S¢ Ou ¢ Ou
Cc3 Ara Ara Ara Ara
1 103.3 4.46 d (6.9 103.3 4.46 d (5.1) 102.9 4.56 d (6.2) 102.9 4.55d (5.3)
2 78.3 3.79m 78.2 3.79m 77.5 3.89t(7.7) 77.6 3.89m
3 73.1 3.80m 73.1 3.80 m 72.2 3.87 dd (8.2, 2.3) 72.3 3.87m
4 78.8 391 m 78.8 3.90 m 77.3 3.98 dd (6.6, 2.7) 77.2 3.99m
5 64.4 3.55d (12.6) 64.5 3.55m 63.4 3.57 dd (12.4, 1.9) 63.5 3.57 dd (12.4,1.9)
4.21 dd (12.6, 2.6) 4.24 dd (12.8, 3.3) 4.15dd (12.4, 4.3) 4.15dd (12.4, 4.2)
GleI GleI GleI GleI
1” 103.0 4.73d(7.7) 102.9 4.73d (7.6) 103.1 4.66 d (7.8) 103.0 4.65d (7.7)
2" 74.6 3.21dd (9.2,7.7) 74.5 3.21dd (8.9, 7.6) 74.4 3.22.dd (8.9, 7.8) 74.4 3.22dd (9.1,7.7)
3 76.5 3.40 £ (9.2) 76.4 3.39t(8.9) 76.6 3.37 t(8.9) 76.6 3.37 t (9.0)
4" 70.4 3.20t(9.2) 70.4 3.19t (9.5) 70.4 3.22t(9.1) 70.4 3.22t(9.5)
5" 76.7 3.29m 76.7 3.29m 76.8 3.28 m 76.9 3.29m
6" 61.8 3.62 dd (12.0, 6.6) 61.8 3.60 dd (12.0, 4.9) 61.6 3.63 dd (12.0, 6.7) 61.6 3.63 dd (11.8, 6.6)
3.87 dd (12.0, 1.6) 3.87 dd (12.0, 4.6) 3.87 dd (12.0, 2.3) 3.87dd (11.8, 2.4)
Gle II Gle II Gle II Gle II
1 103.2 4.59d (7.7) 103.4 4.54d (7.8) 104.1 4.53d (7.8) 104.3 4.53d(7.7)
2" 83.1 3.42dd (9.2,7.7) 83.8 3.40 m 73.8 3.33m 74.0 3.27 dd (8.9,7.7)
3" 74.6 3.75t(9.2) 76.2 3.56 t (9.2) 74.8 3.51t(8.9) 76.5 3.35m
4" 78.5 3.64t(9.5) 69.6 3.34m 79.0 3.59t(8.9) 70.1 3.29m
5" 75.1 3.43m 76.5 3.29m 75.1 3.42m 76.7 3.29m
6" 60.3 3.87d(12.4) 61.1 3.68dd (11.7, 5.2) 60.4 3.87 dm (12.5) 61.3 3.67 d (11.8,5.5)
3.89m 3.88 m 3.91d(12.5, 2.6) 3.88d (11.8,2.4)
Gle III Gle III
1" 103.1 4.43d(7.9) 103.2 4.42d (7.8)
2" 73.5 3.24t(8.2) 73.5 3.23dd (8.6,7.7)
3" 76.5 3.39t(8.9) 76.4 3.381t(8.6)
4" 69.9 3.33m 69.9 3.32m
5" 76.7 3.36 m 76.6 3.35m
6" 61.0 3.68 dd (11.8, 5.5) 61.0 3.68 dd (11.8, 5.5)
3.89m 3.89dd (11.8, 2.3)
Xyl Xyl
1" 106.0 4.56 d (7.9) 105,9 4.52d (8.2)
2m 74.6 3.27.dd (9.2,7.7) 74.5 3.26 dd (9.5, 8.2)
3" 76.1 3.37t(9.2) 76.2 3.37 t(9.5)
4" 69.6 3.53m 69.5 3.52m
5" 66.0 3.32m 66.0 3.32m

4.01 dd (11.3, 5.3)

4.00 dd (11.4, 4.9)

2 in ppm, J in parentheses in Hz.
> NMR spectra recorded at 600 and 150 MHz (1H and.

Fig. 3. Key HMBC correlations for compound 10.

with 134,28-epoxy bridge were previously identified in saponins iso-
lated from A. arvensis (Shoji et al., 1994b), except for compounds 4-7,
which showed novel features including the C-28 alkoxy group. The
known anagallosaponin I (17), anagalloside C (18), anagalloside B (19),
desgluconagalloside B (20), anagallosaponin IX (21) anagallisin D (22)
were previously isolated from A. arvensis (Shoji et al., 1994a; Mahato
et al., 1991). It worth to note that the aglycones of compounds 10-13
were formerly identified in saponins from Lysimachia candida (Zhang

et al., 2002), while repandoside (14), lysikoianoside (15), capilliposide
A (16) and heterogenoside D (23) were previously isolated from
Cyclamen repandum (Dall’Acqua et al., 2010), Lysimachia sikokiana
(Dall’Acqua et al., 2010; Kohda et al., 1989) (14, 15), Lysimachia cap-
illipes (16) (Tian et al., 2006) and Lysimachia heterogenea (23) (Huang
et al., 2009).

This genus Anagallis has traditionally been assigned to the family
Primulaceae (Quezel and Santa, 1963). However, data from
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phylogenetic analyses suggest that Anagallis, along with eight other
genera, Lysimachia, Trientalis, Glaux, Asterolinon, Pelletiera, Coris, Ardi-
siandra, and Cyclamen, be re-located to the family Mpyrsinaceae
(Kallersjo et al., 2000; Hao et al., 2004). Moreover, Manns and Ander-
berg (2009 and 2011) have suggested to re-located Anagallis species in
Lysimachia genus. In order to discuss the reclassification of Anagallis
species in the Lysimachia genus, both transferred from the Primulaceae
to the Myrsinaceae, we analysed some saponin characteristics of species
from the Myrsinaceae and Primulaceae families which showed that
these species were characterized by a pentacyclic triterpenoid saponin
with 16-a-hydroxy and 134,28-epoxy bridge skeleton (Foubert et al.,
2008). Actually, the Primulaceae family is divided into four subfamilies:
Maesoideae, Theophrastoideae, Primuloideae and Myrsinoideae. Ana-
gallis was in the Myrsinoideae subfamily, which is consistent of 41
genera and 1435 species including the genus Ardisia, Cyclamen, Lysi-
machia, and Myrsine (Stevens, 2001). So the species previously included
in Myrsinaceae family are in the subfamily Myrsinoideae in the Primu-
laceae family.

In the present species, we have identified a four-unit branched sugar
chain linked at C-3 of the aglycone S2 { xyl-(1 — 2)-glc-(1 — 4)-[glc-(1
— 2)-Jara-} (Fig. 4). This chain was found in saponins of Anagallis
(Glombitza and Kurth, 1987b; Shoji et al., 1994a and b), Lysimachia
(Kohda et al., 1989, Podolak et al., 2013), Cyclamen (Altunkeyik et al.,
2012; Bencharif-Betina et al., 2012; Dall’Acqua et al., 2010; El Hosry
et al., 2014), Ardisia (Jia et al., 1994), Myrsine (Bloor and Qi, 1994), and
Androsace genera (Waltho et al., 1986) (Table 7). This tetrasaccharide
sequence S2 can be substituted with glucose at C-4 of glcll or glcl in the
case of Anagallis saponins (Shoji et al., 1994a and b; Soberén et al.,
2017), at C-3 or C-6 of glcll in the case of Cyclamen saponins (Calis et al.,
1997a, 1997b), or at C-4 of the terminal glucose (glcl) in the case of
Androsace saxifragaefolia saponins (Waltho et al., 1986); however, it was
the only study found for the genus Androsace. In addition, this common
chain was substituted with xylose at C-4 of glcll in the case of Lysimachia
saponins (Podolak et al., 2013), or with rhamnose at C-3 of glcll in sa-
ponins of Ardisia gigantifolia (Mu et al., 2010). Many saponins contain
rhamnose in the sequence of the sugar moiety in the genera Ardisia and
Myrsine (Foubert et al., 2008). For Primula denticulata, it was the only
species that had similarity in saponin content with the genus Anagallis,
the other species had completely different osidic chains (Foubert et al.,
2008). We can conclude that the genera Anagallis, Lysimachia, and
Cyclamen are very similar with respect to chemotaxonomic markers and
thus can confirm their place in the Myrsinoideae subfamily.

Triterpene saponins identified so far from the genus Lysimachia,
generally have oleanane-derived sapogenols of two structural types: L.
13p,28-epoxy and II. A'2-17-CH,0H. Compounds of type I are consid-
ered very rare and are found almost exclusively in the Myrsinaceae and
Primulaceae families (Foubert et al., 2008; Podolak et al., 2013). In the
present study, eighteen type I and one type II triterpene saponins were
obtained from Anagallis monelli ssp. linifolia. It is interesting to observe
that the known compounds 14-23 were reported previously in various

Rg\\R4

A

’R1

HO
HO O (
Ho o o
() () PiC)
L AN 0
o
HO
OH

Fig. 4. The common carbohydrate chain linked on the C-3 of 13,28-epoxy-
3,16-oleananediol.
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Table 7
3-0-p-p-xyl-(1 — 2)-glc-(1 — 4)-[glc-(1 — 2)-]-arabinopyranosyl-13,28-epoxy-
3,16-oleananediol derivatives skeleton of species in the Mpyrsinaceae and

Primulaceae.
R1 R2 R3 R4 Name of plant Reference
Me H Me H Cyclamen repandum Dall’Acqua et al.,
2010
Lysimachia Kohda et al., 1989
sikokiana
Lysimachia vulgaris Podolak et al., 1998
Lysimachia Podolak et al., 2013
clethroides
Myrsine australis Bloor and Qi, 1994
CH,OH H Me H Anagallis arvensis Glombitza and Kurth,
1987b
Cyclamen africanum Bencharif-Betina
et al., 2012
Cyclamen repandum Dall’Acqua et al.,
2010
Lysimachia ciliata Podolak et al., 2013
Lysimachia Podolak et al., 2013
ephemerum
Lysimachia Huang et al., 2011
heterogenea
Me H CH,OH H Ardisia crenata Jia et al., 1994
Lysimachia Podolak et al., 2013
thyrsiflora
Me H CHO H Androsace Waltho et al., 1986
saxifragaefolia
Ardisia crispa Jansakul et al., 1987
Cyclamen africanum Bencharif-Betina
et al., 2012
Cyclamen El Hosry et al., 2014
libanoticum
Cyclamen persicum El Hosry et al., 2014
Cyclamen repandum Dall’Acqua et al.,
2010
Cyclamen spp. Reznicek et al., 1989
Cyclamen Mihci-Gaidi et al.,
trocopteranthum 2010
Lysimachia Podolak et al., 2013
nummularia
Lysimachia punctata Podolak et al., 2013
Myrsine australis Bloor and Qi, 1994
Moyrsine pellucida Lavaud et al., 1994
Myrsine salicina Bloor and Qi, 1994
Primula denticulata Ahmad et al., 1988
CH,OH H CHO H Cyclamen coum var. Galis et al., 1997b
coum
Cyclamen mirabilis Calis et al., 1997a
Me H COOH H Cyclamen Altunkeyik et al., 2012
hederifolium
Me H Me OH  Myrsine australis Bloor and Qi, 1994
Me OH Me H Anagallis arvensis Shoji et al., 1994b
Me OAc  Me H Anagallis arvensis Shoji et al., 1994a
Lysimachia ciliata Podolak et al., 2013
Lysimachia Podolak et al., 2013
ephemerum
Me OH Me OH  Lysimachia capillipes  Tian et al., 2006

species belonging exclusively to genera traditionally assigned to the
family Myrsinaceae or genera which were re-located to this family from
the Primulaceae, i.e., Anagallis, Lysimachia and Cyclamen. Four of the ten
known compounds isolated from A. monelli ssp. linifolia (14-16, and 23),
having the sequence S2 at C-3 of the aglycone were previously isolated
from Lysimachia species. They may therefore be considered as chemo-
taxonomic markers for this family, and provide chemical support for
phylogenetic analyses, which suggest the transfer of the genus Lysi-
machia to the family Myrsinaceae. It worth to note that Lysimachia sa-
ponins possess a second tetrasacharide C-3 linked chain, in which a
rhamnose can replace the xylose at C-2 of glclI (Dai et al., 2017; Podolak
et al., 2013). The present study reinforces previous reports which indi-
cated that sapogenols with 134,28-epoxy-bridge are the predominant
triterpenoid skeleton in species of the Myrsinaceae, including the genus



C. Aouane et al.

Anagallis and can be considered as a chemotaxonomic marker for this
plant family (Foubert et al., 2008). A branched four-unit sugar chain S2,
with arabinose substituted at C-2 with glucose and at C-4 with glucose
and terminal xylose, seems to be typical for these Primulaceae saponins.
In conclusion, in our phytochemical research on A. monelli ssp. ini-
folia, the chemotaxonomic significance associated with Anagallis was
discussed. Our results confirmed the richness of Anagallis species in
oleanan-type glycosides and showed that the sequence S1 (gle-(1 — 4)-
[xyl-(1 - 2)-1gle-(1 - 4)-[gle-(1 — 2)-Jara-) can be suggested as a
chemotaxonomic marker for the genus Anagallis, but that proposal needs
to be confirmed since only the species Anagallis arvensis had been studied
before this work. Finally, our phytochemical results increase the
knowledge on saponins of the genus Anagallis and its family Primulaceae
and stimulate to evaluate the biological activities of these saponins.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

The values of the optical rotations were measured by an Anton Paar
MCP 5100 polarimeter (Graz, Austria). 1D and 2D-NMR spectra (*H and
13C-NMR, H-'H COSY, ROESY, HSQC and HMBC) were recorded on a
Bruker Avance III-600 spectrometer (Karlsruhe, Germany) equipped
with a 5 mm TCI cryoprobe. 2D-NMR experiments were performed using
a standard Bruker microprograms (TopSpin 4.0.6 software). HR-ESI-MS
experiments were performed on a Waters SYNAPT G2-Si High Resolu-
tion Q-TOF Mass Spectrometer equipped with electrospray ionization
(ESI) source (Waters Corp., Manchester, UK). Flash chromatography was
performed on a GRACE Reveleris X1 system (Flawil, Switzerland)
equipped with a Reveleris Navigator and dual UV and ELSD detection
using Grace® -cartridges (silica gel or RP-C;g). Preparative high-
performance liquid chromatography (HPLC) was performed on a Gil-
son PLC 2050 (Saint-Avé, France) equipped with Gilson Glider software,
Armen pump and Ecom UV detector, using a RP-Cyg column (Interchim
uptisphere strategy C18-HQ, 5 pm, 250 x 21.2 mm). The mobile phase
was composed of HoO with TFA (0.0025%)/CH3CN with a flow rate 250
mL/min. The chromatograms were monitored at 205, 215 and 360 nm.
Semi-preparative HPLC was performed on an Agilent LC Series instru-
ment (1200 Infinity Series — 1220, Les Ulis, France) equipped with an
agilent G1329A sample injector, Jasco CO-4060 column oven (Lisses,
France), agilent G1311A pump, Ultimate DAD3000 thermofisher de-
tector (Villebon sur Yvette, France) and chromeleon® 7.2 software. An
RP-C;g prep column (Interchim uptisphere strategy C18(2), 5 pm, 250 x
10 mm, Montlucon, France). The mobile phase for semi-preparative
HPLC was a mixture of H,O with TFA (0.0025%) and CH3CN with a
flow rate of 5 mL/min. The chromatograms were monitored at 205, 215
and 360 nm. Analytical HPLC experiments were performed using a
Thermofisher Ultimate 3000 (Thermo Fischer Scientific, Villebon sur
Yvette, France), equipped with an LPG 3400 SD pump, a WPS 3000 SL
injector and a UV-DAD-3000 detector with Chromeleon® software
version 6.8 and an Interchim uptisphere strategy C18(2) column, 5 pm,
250 x 10 mm, using the same eluent as semi-preparative HPLC with a
flow rate of 1 mL/min. The chromatograms were monitored at 205, 215
and 360 nm. Thin layer chromatography (TLC) was carried out on silica
gel plates (Merck 60 Fos4 Darmstadt, Germany) and visualized under UV
lamps at 254 and 366 nm, then by spraying with 50% H2SO4, followed
by heating. All solvents used for Flash chromatography were of
analytical grade (Carlo Erba Reactifs SDS, Val de Reuil, France), and
solvents used for analytical, semi-preparative and preparative HPLC
were of HPLC grade (Carlo Erba Reactifs SDS, Val de Reuil, France).
Trifluoroacetic acid (TFA) was purchased from Carlo Erba Reactifs SDS
(Val de Reuil, France).

3.2. Plant material

The aerial parts of Anagalis monelli ssp. linifolia (L.) Maire were
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collected at Boulilhet, in the province of Oum el Bouaghi, northeast
Algeria (latitude 35°43'53.1”N, longitude 6°41'34.0"E and altitude of
970 m) in May 2019. The plant was authenticated by Mr. Kamel
Kabouche. A voucher specimen (LOST.Am.05.9.19) was preserved in the
LOST laboratory of Université des Freres Mentouri-Constantine 1,
Algeria.

3.3. Extraction and isolation

The dried powder of the aerial parts of Aanagallis monelli ssp. linifolia
(L.) Maire (1 kg) was macerated in 70% EtOH (4 x 5 L, 24 h) at room
temperature. After filtration and removal of the solvent by evaporation
under reduced pressure, the dried 70% EtOH extract (300g, 30% yield)
was dissolved in H20 and then partitioned successively with EtOAc and
n-BuOH. The n-BuOH extract (70 g) was fractionated by Diaion HP-20
resin column (4.3 40 cm), which was eluted with HoO-MeOH (25, 50
and 100%, each 2 L), to obtain fractions A (10g), B (6g) and C (40g),
respectively. Fraction C (40 g) (the saponin-containing fraction) was
applied to vacuum liquid chromatography (VLC) over silica gel, using as
eluent a mixture of CHCl3-MeOH-H;0 (9:1:0, 8:2:0, 7:3:0, 7:3:0.1,
7:3:0.2, 7:3:0.5 and 100% MeOH) to give 7 fractions (C1-C7). The C4
(5.4 g), C6 (3.9 g) and C7 (5.1 g) fractions, were subjected to flash
chromatography on RP-C;g, eluted by a gradient of (20 - 60% CHsCN,
in 35 min), to afford the fractions C4,-C43,, C61-C63, and C71-C731,
respectively. Fractions C45; (1.1 g), C422.24 (600 mg) and C496.27 (500
mg) were purified by silica gel flash chromatography, using a gradient
system of CHCl3-MeOH-H50 (8:2:0 — 7:3:2, in 45 min) to give 15
fractions C42171-C4217s, C422-24r1—-C422-24F14 and
C456—27r1—C426—27F10, respectively. Fraction C451r7.g (130 mg) was pu-
rified by flash chromatography over RP-Cyg, eluted by a gradient of (25
— 60% CH3CN, in 35 min), to obtain 4 fractions C451f7.gf1.4, including
compound 1 (32.4 mg) as a pure compound in fraction C49;5y.gf3. The
purification of fraction C4,1r7.g¢4 (78.5 mg) was realized by semi-prep.
HPLC with a gradient of (30 — 70% CH3CN, in 30 min) to give com-
pounds 11 (2.5 mg, tg 15.8 min), 5 (5.3 mg, tg 17.1 min) and 7 (1.1 mg,
tg 26.1 min). Fractions C4p1p19.11 and C4oo—24r14f5.6 Were puriﬁed
separately by preparative HPLC using the same gradient (30 — 50%
CH3CN, in 60 min) to afford compounds 6 (1.5 mg), 2 (2.7 mg) and 18
(1.3 mg) and compounds 17 (1.5 mg), 19 (2.4 mg), 14 (10.2 mg), 20
(1.4 mg) and 8 (2.8 mg), respectively. Fractions C46—27r4 and C616 were
purified separately by semi-prep HPLC with a gradient of (20 — 80%
CH3CN, in 45 min) to yield compounds 15 (2.8 mg, tg 8.1 min), 9 (1.5
mg, tg 11.8 min), and 3 (2.2 mg, tg 12.8 min) from C4ys—7r4 and
compounds 12 (1.0 mg, tg 18.1 min), 10 (1.4 mg, tg 17.6 min), and 13
(1.5 mg, tg 19.4 min) from C6;6. The fractions C6;4 and C725 were pu-
rified by preparative HPLC, eluted by the gradient (20 — 30% CH3CN, in
45 min) to give compounds 23 (1.4 mg), 22 (1.2 mg), and 4 (3.0 mg)
from C614, whereas the gradient (30 — 60% CH3CN, in 45 min) was used
for C75; to give compounds 16 (1.4 mg) and 21 (1.8 mg).

3.4. Monelloside A (1)

Amorphous white powder, [a] %0 —9.5 (¢ 0.10, MeOH); Bii (600 MHz,
CDsO0D) and '3C (150 MHz, CDs0D) data: see Tables 1 and 2; HR-ESI-MS
m/z: 1061.5537 [M-H]  (calcd for CsoHgs029, 1061.5532).

3.5. Monelloside B (2)

Amorphous white powder, [a] %0 —3.0 (c 0.10, MeOH); 4 (600 MHz,
CD30D) and 13¢ (150 MHz, CD30D) data: see Tables 1 and 2; HR-ESI-MS
m/z: 1223.6071 [M-H] (caled for CsgHosOx7, 1223.6061).

3.6. Monelloside C (3)

Amorphous white powder, [a] %0 —0.9 (¢ 0.20, MeOH); 19 (600 MHz,
CD30D) and 13¢ (150 MHz, CD30D) data: see Tables 1 and 2; HR-ESI-MS
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m/z: 1103.5629 [M-H]" (calcd for Cs4Hg7Os3, 1103.5638).
3.7. Monelloside D (4)

Amorphous white powder; [a] 2D0 + 3.2(c 0.28, MeOH); 'H (600 MHz,
CD50D) and '3C (150 MHz, CDs0D) data: see Tables 1 and 2; HR-ESI-MS
m/z: (1253.6169 [M-H]  (calcd for C59Hg705g, 1253.6166).

3.8. Monelloside E (5)

Amorphous white powder; [a] 1230 + 12.8 (¢ 0.25, MeOH); 19 (600
MHz, CD30D) and '3C (150 MHz, CD30D) data: see Tables 1 and 2; HR-
ESI-MS m/2:1091.5646 [M-H] (calcd for Cs3Hg7053, 1091. 5638).

3.9. Monelloside F (6)

Amorphous white powder; [a] ZDO +1.3(c 0.15, MeOH); 11 (600 MHz,
CD30D) and 13¢ (150 MHz, CD30D) data: see Tables 3 and 4; HR-ESI-MS
m/z: 1295.6633 [M-H]" (calcd for CgpHy93028, 1295.6636).

3.10. Monelloside G (7)

Amorphous white powder; [a] %0 + 10.0 (¢ 0.11, MeOH); Bii (600
MHz, CDs0D) and '3C (150 MHz, CD30D) data: see Tables 3 and 4; HR-
ESI-MS m/z: 1133.6107 [M-H]" (caled for CsgHo3023, 1133.6108).
3.11. Monelloside H (8)

Amorphous white powder, [a] %0 —9.3(c 0.14, MeOH); Bii (600 MHz,
CDs0D) and '3C (150 MHz, CDsOD) data: see Tables 3 and 4; HR-ESI-MS
m/z: 1221.5913 [M-H]" (calcd for CsgHg30427, 1221.5904).

3.12. Monelloside I (9)

Amorphous white powder; [a] 2 _55(0.1 1, MeOH); H (600 MHz,
CD50D) and '3C (150 MHz, CD30D) data: see Tables 3 and 4; HR-ESI-MS
m/z: 1059.5370 [M-H]" (calcd for CsoHg3022, 1059.5376).

3.13. Monelloside J (10)

Amorphous white powder; [a] %0 + 15.7 (¢ 0.14, MeOH); 9 (600
MHz, CD30D) and 13¢ (150 MHz, CD30D) data: see Tables 5 and 6; HR-
ESI-MS m/z: 1221.5911 [M-H]" (caled CsgHg3027, 1221.5904).

3.14. Monelloside K (11)

Amorphous white powder; [a] %0 —1.2(c 0.25, MeOH); 119 (600 MHz,
CD30D) and 13¢ (150 MHz, CD30D) data: see Tables 5 and 6; HR-ESI-MS
m/z: 1059.5367 [M-H]" (calcd for CsoHg3090, 1059.5376).

3.15. Monelloside L (12)

Amorphous white powder; [a] 12)0 —1.7 (c 0.12, MeOH); B (600 MHz,
CDs0D) and '3C (150 MHz, CDs0D) data: see Tables 5 and 6; HR-ESI-MS
m/z: 1089.5490 [M-H]" (calcd for Cs3Hgs023, 1089.5482).

3.16. Monelloside M (13)

Amorphous white powder; [a] ZDO + 2.5 (¢ 0.12, MeOH); 'H (600 MHz,
CD30D) and '3C (150 MHz, CD30D) data: see Tables 5 and 6; HR-ESI-MS
m/z: 927.4966 [M-H] (calcd for C47H7501g, 927.4953).

3.17. Acid hydrolysis

The acid hydrolysis of fraction C (200 mg) rich in saponins was
realized with 35 mL of 2 N TFA (trifluoroacetic acid, aqueous solution)
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at 90 °C for 4h. After extraction with CH,Cly (10 mL x 3), the aqueous
phase was concentrated under vacuum to obtain the sugar residues (100
mg). Three sugars was confirmed by comparison on TLC with pure
samples of glucose, xylose and arabinose, using (MeCOEt:iso-PrOH:
Me,CO:H30, 20:10:7:2). The purification of sugars by preparative TLC
using the same solvent system afford r-arabinose [5.9 mg, Rf = 0.52,
[a]Z® +31.7 (¢ 0.5, Hy0)]; p-glucose [10 mg, R¢ = 0.46, [a]3° +56 (¢ 0.9,
H,0)] and p-xylose [3.2 mg, Ry = 0.63, [a]Z° +15.3 (¢ 0.3, Hy0)].
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Résumé

La présente étude est dédiée a I'étude phytochimique et évaluation du potentiel antioxydant
de deux plantes Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) de la famille Primulaceae et Arenaria cerastioides
(poir.) de la famille Caryophyllaceae. Cette étude a permis d’isoler, par les méthodes
chromatographiques (CCM, VLC, CC, CCF, CLP et CLHP), 26 composés dont 13 saponosides inédits.
Leurs structures ont été élucidées, principalement, par I'utilisation des techniques de RMN 1D (*H et
13C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC, TOCSY et ROESY), par la spectrométrie de masse haute résolution (HR-
ESI-MS), par la mesure des pouvoirs rotatoires [a] O et par la comparaison avec les données de la
littérature.

L’évaluation in vitro de I'activité antioxydante a été réalisée par usage de trois méthodes :
DPPH, ABTS et CUPRAC. Les résultats des tests ont montré que I'extrait Far/A de la plante Arenaria
cerastioides posséde une excellente activité antioxydante comparativement aux standards BHT et BHA
suivi de I'extrait Fan/A.

Mots clés:

Caryophyllaceae, Primulaceae, Anagallis monelli, Arenaria cerastioides, Saponosides, Activité
antioxydante.

Abstract

The present study focused on the phytochemical investigation and the evaluation of the
antioxidant activity of two plants: Anagallis monelli ssp. linifolia (L.) (Primulaceae) and Arenaria
cerastioides (poir.) (Caryophyllaceae). A total of 26 compounds were isolated, including 13 new
saponins, using various chromatographic methods such as TLC, VLC, CC, FCC, PLC, and HPLC. The
structures of the isolated compounds were elucidated using 1D (*H and *3C) and 2D (COSY, HSQC,
HMBC, TOCSY, and ROESY) NMR techniques, high-resolution mass spectrometry (HR-ESI-MS) and by
comparison with literature data, along with measurement of optical rotation [a]°.

The antioxidant activity was evaluated using three methods: DPPH, ABTS, and CUPRAC. The
results showed that the acetate extract of the Arenaria cerastioides species (Far/A) exhibited
excellent antioxidant activity compared to standards BHT and BHA, followed by the acetate extract of
Anagallis monelli ssp. linifolia species (Fan/A).

Key words :

Caryophyllaceae, Primulaceae, Anagallis monelli, Arenaria cerastioides, Saponins, antioxidant
Activity.
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