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Les plantes sont depuis toujours une source essenticlle de médicaments.
Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement
dans les pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remedes
traditionnels a base de plantes. De I’aspirine au Taxol, ’industrie pharmaceutique
moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des métabolites
secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques
inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des 400'000
especes veégétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique et
pharmacologique, et que chaque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs milliers de

constituants différents [1].

Dans le cadre de la recherche de molécules ou activités biologiques nouvelles
d’origine végétale, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier
sur le seul hasard, mais de le circonscrire selon divers critéres. Le plus utilisé est celui
de leur emploi en médecine traditionnelle ou populaire dans le monde entier, y
compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilit¢ est de considérer

I’écosysteme dans lequel se développent les especes végétales.

La majorité des populations ont recours a des plantes médicinales pour se soigner, par
manque d’acces aux médicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi parce
que ces plantes ont souvent une réelle efficacité. Aujourd’hui, le savoir des tradi-
praticiens est de moins en moins transmis et tend a disparaitre. C’est pour cela que
I’ethnobotanique et 1’ethnopharmacologie s’emploient a recenser, partout dans le
monde, des plantes réputées actives et dont il appartient a la recherche moderne de
préciser les propriétés et valider les usages [2]. La recherche de nouvelles molécules
doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en se servant de données ethno-
pharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des plantes potentiellement
actives et d’augmenter significativement le nombre de découvertes de nouveaux

actifs [3].

Dans ce but, l'investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la
découverte de nouvelles substances ou de nouveaux "lead compounds", si l'on
considere que chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers de

métabolites secondaires [4].
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Ces derniers ont démontré un large spectre d'activités biologiques. Parmi ces
différents types de substances naturelles, les huiles essentielles des plantes
aromatiques et médicinales ont recu une attention particuliere comme agents naturels
a grand potentiel pour la conservation des aliments. En outre, les huiles essentielles se
sont avérées avoir divers effets pharmacologiques: comme antispasmodique,
carminative, hépatoprotecteur, antiviraux, anticancéreux [5-6] et antioxydants [7]. En
outre, 1’activité antibactérienne des huiles essentielles est en relation directe avec la
composition et la concentration en composés volatils, le type de microorganismes

cibles, les conditions et les méthodes de traitement [8§].

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singuliérement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%

endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques [9].

La sélection des plantes étudiées est basée principalement sur leur endémisme il s’agit
de Calligonum comosum et Calligonum azel, de la famille des Polygonacées; cette
derniére n’a jamais fait I’objet d’une étude auparavant, et I’huile essenticlle de

I’espece Thymus ciliatus de la famille des Lamiacées

Le but de cette étude consiste a renforcer la connaissance phytochimique de ces
extraits de plantes et qui vise a démontrer la richesse de nos deux espéces Calligonum
azel et Caligonum comosum, en métabolites secondaires et a déterminer leurs
propriétés biologiques, et vise a démontrer la composition chimique et I’activité
biologique de I’huiles essentielles issus des parties aériennes de 7hymus ciliatus. Pour
cela, notre étude englobe un aspect d’ordre phytochimique basé principalement sur
l'extraction et la quantification des composés phénoliques et I’hydrodistillation de
I’huile essentielle. Il porte également sur le diagnostic et la séparation des principaux

métabolites par ’utilisation des différentes techniques chromatographiques.
Pour ce faire, nous avons structuré notre travail comme suit :

e Le premier volet abordera une synthése bibliographique portant sur les
métabolites secondaires notamment les composés phénoliques, les acides
phénoliques, les flavonoides et les chalcones. Cette étude inclura la définition
et la classification de ces derniers, leur biosynthése ainsi que leur activité

biologique.
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Le deuxiéme volet concerne I’étude bibliographique des espeéces Calligonum
azel et Calligonum comosum.

Le troisiéme volet est consacré aux travaux phytochimiques personnels. Cette
partie décrit l'isolement, la purification et la caractérisation structurale ainsi
que les techniques chromatographiques et spectroscopiques utilisées a cet
effet. Nous présentons également dans ce chapitre les techniques des différents
tests biologique effectués.

Le quatrieme volet de ce travail présent I’identification des produits isolés
ainsi que la discussion des résultats obtenus, il comprend également les
résultats des tests biologiques sur les extraits et quelques produits isolés de ces
especes.

Dans le dernier volet nous présentons I’analyse de I’huile essentielle de

Thymus ciliatus ainsi que 1’activité antibactérienne de cette derniere.
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1.1. Introduction

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
'organisme de la plante. Ils y jouent différents rdles, dont celui de moyen de défense contre
les agressions externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante.
Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de 200.000 structures
définies [1], et sont d’une variété structurale extraordinaire. Ces molécules marquent de
maniére originale, une espéce, une famille ou un genre de plante et permettent parfois
d’établir une taxonomie chimique. Parmi eux : les composés phénoliques, les terpénoides et
les alcaloides. Ces composés se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont
distribués selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d’une espece a 1’autre dont nous

nous sommes intéressés au genre Calligonum de la famille des Polygonacées [2].

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in
vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui
sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires,

inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires [3].

Nous connaissons actuellement plus de 250000 espéces végétales. Celles-ci produisent un
large éventail de substances chimiques de structures variées. Parmi elles, on distingue

classiquement les métabolites primaires et les métabolites secondaires [4].

Les métabolites primaires sont des produits issus directement des photo-assimilats (sucres
simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et organiques), qui participent a la
structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base [4]. Ils sont souvent
produits en grande quantit¢ mais présentent une valeur ajoutée relativement basse. Ces
métabolites sont aussi définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes les cellules

végétales et, nécessaires a leur croissance et a leur développement [5].

Par opposition, les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais sont synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions
chimiques ultérieures. Leurs rdles dans la physiologie de la plante ne sont pas encore tous
¢lucidés. Ces composés sont limités a certaines especes de végétaux et sont importants pour la

survie et la valeur adaptative des especes qui les synthétisent [6].
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D’une facon générale, le role du métabolite secondaire est en lien avec sa localisation au sein
de la plante [7]. Par exemple, les furanocoumarines sont des substances antimicrobiennes

(phyto-alexines) jouant un role de défense contre les bactéries ou les champignons [8].

Beaucoup de métabolites se comportent comme des signaux chimiques que la plante utilisée
pour s’adapter aux changements défavorables de 1’environnement [9]. D autres ont pour rdle
la défense de la plante contre les herbivores, les pathogenes, les parasites ou I’inhibition de la
germination et la croissance des plantes concurrentes [10]. Certains assurent une protection
contre les radiations solaires, lorsque d’autres favorisent la dispersion du pollen et des graines

grace a la couleur ou au parfum des fleurs.

1.2. Les composés phénoliques

1.2.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux pour se
défendre contre les agressions environnementales [11]. Il s’agit des dérivés non azotés connus
par une grande variété structurale dont environ 8000 composés ont été identifiés [12]. Ils ont
tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs

fonctions hydroxyles qui peuvent étre libres ou engagées [13].

La nature et la fonction des composés phénoliques s'accumulant dans les plantes sont
variables. Ils présentent des propriétés antimicrobiennes; ce sont des phytoalexines. Ces
composés de défense regroupent différentes classes de composés tels que les iso-flavonoides
prénylés, les stilbénes, les coumarines, les flavonols ou encore les aurones. D’autres
composés ont des fonctions dans la signalisation comme 1’acide salicylique, molécule signal
dans les mécanismes de résistance. La blessure et I’attaque par des herbivores induisent la
synthése de I’acide chlorogénique ou d’esters phénoliques liés aux parois cellulaires, ces
composés pouvant agir directement en tant que molécules de défense ou servir de précurseurs
a la synthese de la lignine, de la subérine et autres barrieres polyphénoliques. Par ailleurs, la
quantité d’anthocyanines augmente fortement apres un stress au froid ou un stress nutritionnel

[14].

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel

est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :
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ether, ester, hétéroside [15]. IIs sont communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés
de I’acide benzoique ou dérivés de I’acide cinnamique), coumarines, stilbénes, flavonoides,
lignanes, lignines, tanins [16].

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que 1'on
trouve chez les plantes médicinales, alli¢es a leur difficulté¢ de production. Chez 'homme, ces
molécules traces jouent un role important en agissant directement sur la qualité nutritionnelle
des fruits et Iégumes, les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines
oléagineuses et les légumes secs et leur impact sur la sant¢ des consommateurs (effet
antioxydant, effet protecteur contre l'apparition de certains cancers...). Les fruits et les
légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en polyphénols, les boissons telles

que jus de fruits et surtout café et thé [17].

1.2.2. Biosynthése des polyphénols

Les composés phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques : la voie de

l'acide shikimique et la voie de I’acétate / malonate.

¢ Voie de l'acide shikimique

La voie de l'acide shikimique figure [I.1.] est la voie la plus importante pour la
biosynthése des composés aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris
les acides aminés aromatiques : la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ce sont des
métabolites primaires qui servent de précurseurs pour de nombreux de produits naturels
(secondaire) tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, les alcaloides
[18]. Les deux substrats phosphoenolpyruvate et 1'érythrose-4-phosphate sont des précurseurs
qui dérivent respectivement de la glycolyse et de la voie des pentoses phosphate. Ils sont
condensés pour former le 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate (DAHP). Cette
réaction est catalysée par I’enzyme DAHP synthase (2-dehydro-deoxyarabinoheptulosonate-
7-phosphate synthase). La série des réactions enzymatiques conduit respectivement a la
formation de : I’acide 3-déhydroquinique par I’enzyme 3- déhydroquinate synthase ; I’acide
3-déhydroshikimique par I’enzyme 3-déhydroquinate déhydratase et finalement 1’acide
shikimique par I’enzyme shikimate déshydrogénase. L’acide shikimique est encore converti

en shikimate 3-phosphate par 1’enzyme shikimate kinase, et plus tard en 5-
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enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) par I’enzyme 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate
synthase, EPSP est alors converti en acide chorismique par la chorismate synthase. L’acide
chorismique est a un point de branchement pour la biosynthése des acides aminés
aromatiques: le tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine. La phénylalanine et la tyrosine
sont des précurseurs d’une importante classe des composés phénoliques ; les
phénylpropanoides, aussi bien que plusieurs d’autres classes des composés phénoliques. Ceci
exige la conversion de 1’acide chorismique en acide préphénique, catalysée par la chorismate
mutase et et en acide arogénique catalysé par le préphénate aminotransférase. L’enzyme
arogénate déhydratase convertit 1’acide arogénique en phénylalanine, tandis que I’enzyme

arogénate déshydrogénase génére la tyrosine figure [I.1] [19].

La désamination de la phénylalanine grace a 1’action de la Phénylalanine Ammoniac Lyase
(PAL) conduit a I’acide t-cinnamique, le premier phénylpropane formé. La PAL est I’enzyme
constituant le point de branchement entre le métabolisme primaire du shikimate et le
métabolisme secondaire des phénylpropanoides. L’acide t-cinnamique est ensuite transformé
en acide coumarique puis en 4-coumaroyl-coenzyme A, respectivement par 1’action des
enzymes cinnamate-4-hydroxylase (C4H) et CoA-ligase (4CL). Cette ¢étape conduit
directement a la voie du phénylpropanoide conduisant a la synthése des différents composés
phénoliques figure [I.1] [20]. Une grande diversité caractérise ces phénylpropanoides
spécifiques du reégne végétal. Le squelette carboné subit, de maniere régio-spécifique, des
réactions d’hydroxylation, de méthylation, de glycosylation, d’acylation, de prénylation ou
encore de sulfatation. Ces réactions biochimiques sont catalysées par des enzymes
spécialisées appartenant a des familles multigéniques telles que les mono-oxygénases, les

méthyltransférases, les glucosyltransférases ou encore les acyltransférases.

Cette variabilité structurale refléte la multitude des activités et des fonctions biologiques de
ces composés. Ceci implique une régulation fine des étapes enzymatiques intervenant dans
cette voie métabolique, que ce soit au cours du développement de la plante ou en réponse a
divers stimulus environnementaux. La régulation du métabolisme des phénylpropanoides et
de la voie de I’acide shikimique est coordonnée, afin de mieux contrdler le flux de carbone

injecté dans la voie des phénylpropanoides, par l'intermédiaire de la PAL [14].
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°

Voie de ’acétate / malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl CoA donnant le

malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,

obtenue par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de

I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase [21].
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Figure 1.1. Métabolisme des phénylpropanoides conduisant aux principaux groupes des

Composés phénoliques.

1.2.3. Classification des polyphénols

Selon (Corona, 2011) Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les

non flavonoides dont les principaux composés sont : les acides phénoliques [14] et les

flavonoides [22].

1.2.3.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques.

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.

On distingue deux classes appartenant a cette sous-famille. Les dérivés d’acide benzoique et

les dérivés d’acide cinnamique [23].

10
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®,

s Les acides hydro-benzoiques

Les acides hydrox-benzoiques dérivent tous par hydroxylation de I’acide benzoique,
constitués d'un squelette a sept carbones (C6-C1) [23]. Ils sont particulierement représentés
chez les Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse
alcaline du matériel végétal [24].

Ils existent fréquemment sous forme d’esters ou de glycosides, a 1’exemple de 1’acide
salicylique dont le glycoside ou les esters méthyliques ou glycosylés représentent
vraisemblablement des formes de stockage ou de circulation dans la plante figure [L.2] [13].

Les acides hydrox-benzoiques sont a la base de structures complexes comme les tanins
hydrolysables présents dans les mangues, et les fruits rouges comme les fraises, les

framboises ou encore les mires [25].

O\ OH
Ry R,
OH
R=R,=H Acide p-hydoxybenzoique
R,=OH, R,=H Acide protocatéchique
R,=0OCH;, R,=H Acide vanillique
R;=0OCHj;, R,=OCH;  Acide syringique
R;=0OH, R,=OH Acide gallique

Figure L1.2. Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques.

% Les acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante dont la structure
de base C6-C3 dérive de celle de I’acide cinnamique, Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont un des €léments
importants de la réactivité chimique de ces molécules [24]. De plus, I’existence d’une double
liaison dans la chaine latérale conduit a deux séries isomeéres (cis ou Zet trans ou E) dont les
propriétés biologiques peuvent étre différentes [26]. Les formes frans sont cependant

11
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naturellement prépondérantes et il est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des

artéfacts d’extraction [13].

Les molécules de base de la série hydroxycinnamique sont I’acide p-coumarique (et ses
isoméres o- et mrcoumariques) et les acides caféique, férulique et sinapique figure [L.3.].
L’ensemble est souvent rapporté sous le vocable commun de «phénylpropanoides». Ces
acides sont rarement présents a I’état libre et existent généralement sous forme d’esters ou de
glycosides [24, 27]. Parmi les acides hydroxycinnamiques, 1’acide caféique a une répartition
quasi universelle chez les végétaux ou il est souvent présent sous forme d’acide
chlorogénique (ester 5-caféoylquinique), par exemple dans la pomme ou le café. On le
retrouve également sous forme d’acide caféoyltartrique dans le raisin, d’acide
caféoylshikimique dans la datte, d’acide caféoylmalique dans le radis, de caféoylglucose, de

caféoylputrescine figure [1.4.] [27].

OH
R, N .
Ry
Rs

R;=R,=R;=H Acide cinnamique
R;=R;=H, R,=OH Acide p-coumarique
R,=R,=0OH, R;=H Acide caféique
R,=0OCH;, R,=OH, R;=H Acide ferulique
R,=R;=0CH;, R,=OH Acide sinapique
R1:R3:H, RZZOCH3 E-anéthol

Figure 1.3. Quelques exemples des acides hydroxycinnamiques
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COOH
) H—C|)—OH
"o N f " Ho x__CO0—C—H
SR S Ra™
HO oH™° by o HO
Acide caféoylshikimique Acide caféoyltartrique

Figure 1.4. Exemples des formes combinées des acides hydroxycinnamiques.

1.2.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux [34]. Tous les
flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze atomes
de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six atomes de
carbones figure [L.5.] liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une

partie d'un troisiéme cycle C [35] comme le montre la figure suivante :

Figure L.5. Squelette de base des flavonoides

Ce sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus proxydants particulierement

impliqués dans la proxydation lipidique [36].
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De plus ils ont une activité chelatrice des métaux tels que le cuivre et le fer, qui a I’état libre
peuvent étre a I'origine de la production des radicaux libres par la réaction de fenton et

d’Haber —Weiss [26].

La variation du degré d’oxydation de la chaine carbonée C3 (formant, en général un
hétérocycle C, par condensation avec un OH phénolique du noyau (A) détermine les
propriétés et la classification utile en sous-groupes ou famille dont les membres peuvent
porter des substituants différents au niveau du noyau B [37]. Le noyau B est reli¢ a

I’hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4 comme le montre la figure [1.6.]:

Figure 1.6. Structure chimique des flavonoides

1.2.3.2.a. La biosyntheése des flavonoides

L’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation de trois molécules de
malonyl-CoA avec un ester du coenzyme A et d’un acide hydroxycinnamique, en regle
générale le 4 coumaroyl-CoA, pour obtenir la 4, 2, 4°, 6’-tetrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthase). Dans les conditions physiologiques normales, cette
chalcone tend a s’isomériser en flavanone sous I’action de la chalcone isomérase qui induit
une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a la seule (2S)-flavanone. Cette chalcone
peut également se cycliser en aurone. Il est le précurseur de toutes les classes de flavonoides

comme le montre la figure [L.7.] [15].
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Figure 1.7. La biosynthese des flavonoides.

CS : Chalcone Synthase ; CI : Chalcone Isomérase ; F3H : Flavanone 3-hydroxylase ; IFS :
Isoflavone Synthase ; DRF : Dihydroflavonol Reductase ; FS : Flavonol Synthase ; AS :
Anthocyanin Synthase. R=-H, -OH ou -OCHj; et OG= -O-sucre [38].
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D’aprés Vederas et al. 2000 [39], la biosynthése des chalcones C-méthylés s’expliquerait
par la présence d’une méthylchalcone synthase qui catalyserait la réaction de condensation
entre un méthymalonyl CoA et le 4-coumaroyl-CoA pour donner la chalcone méthylée
correspondante qui par suite des réactions présentées dans la figure [I.7.], conduirait aux
autres flavonoides C-méthylés. L’existence d’une telle enzyme constitue un des thémes de

recherche de Schroder et al. [40].
1.2.3.2.b. Classification des flavonoides

Les flavonoides existent sous différentes classes et ceci en fonction du degré d’oxydation
du noyau pyranique central, lequel peut-étre ouvert et recyclis€ en un motif furanique
(dihydrofuranone). Ils se répartissent en plusieurs familles de composés comme le montre la

figure [1.8.] [15]:

@ @l C|
FIavones FIavonones
fIavonoIs
OH
c|

Cﬁ)alcones

Flavan-3- oI 6 OH

D|hydrochalcones

C

4 3 OH

OH
Flavan-3,4-diol

Isoflavones

Aurones

Figure L.8. Les différentes familles des flavonoides
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D’une fagon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°,
S5’et / ou 6’ (suivant la numérotation présentée pour les flavones, figure [1.8.]). Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides peuvent étre présents sous forme C- ou O-

glycosylés. Les formes libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones [15].

Les « flavonoides minoritaires » sont représentés par les chalcones, les dihydrochalcones, les
aurones, les flavanones, les dihydroflavonols et les anthocyanidols (structures encadrées dans

la figure [1.8.] [41].

+** Flavonoles

Les flavonoles sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et
d’un groupement hydroxyle en C3 figure [1.9.]. Elles sont les flavonoides les plus répandus
dans le régne végétal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles sont essentiellement
représentés par la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent

dans les tissus végétaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés [42].

Ri=H Kaempferol
R,=OH Quercétine

R;=OCH; Isohamnétine

Figure 1.9. Exemples des structures chimiques des flavonoles.

¢ Dihydroflavonoles

Ces molécules sont caractérisées par I’absence de la double liaison C2 -C3 et par la
présence d’un centre chiral en position 2 figure [I.10.]. Les variations structurales sont de

méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonoles. Elles sont synthétisées a
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partir des chalcones, Il semblerait que seuls les stéréo-isomeéres 2S sont biologiquement actifs.

Cette classe des flavonoides semble un peu moins fréquente que son homologue insaturé

O l

OH

rassemblant les flavones et flavonoles [43].

HO. I
OH o

Figure 1.10. Exemple de structure chimique des flavonoles (3, 5, 7-trihydroxyflavonol =

dihydroflavonol)

+» Flavan-3-oles ou flavanoles

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du groupe
carboxyle en C4 figure [I.11.]. Elles sont souvent a I’origine des polymeéres flavoniques
appelés proanthocyanidols ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont trés abondant dans les
fruits comme les abricots, les cerises, les raisins,... etc [42]. Les flavanols sont largement
répandus dans les fruits et l1égumes, mais la source la plus riche de flavanols au sein de
I’alimentation humaine est certainement le thé. Ce dernier contient principalement de la (-)-

épicatéchine, de la (—)-épigallocatechin-3-O-gallate et de la (—)-épigallocatéchine [44].

OH
OH

OH
OH

HO. 0. \‘\\\\\\

“y, ”, //OH

OH

(-)-épicatéchine

(+)-Catéchine

Figure I.11. Exemples des structures chimiques des flavane-3-ol.
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¢ Les chalcones et les dihydrochalcones

Les chalcones et par défaut les dihydrochalcones sont uniques au sein de la famille des
flavonoides. Dépourvus du cycle C central, les deux cycles A et B sont reliés par une chaine
tricarbonée cétonique a, B insaturée (saturée dans le cas des dihydrochalcones). Les cycles A
et B sont équivalents aux cycles A et B des autres flavonoides mais leurs numérotations sont

inversées figure [L.12.].

Figure 1.12. Numérotation du squelette chalcone

La présence d’une double liaison conjuguée confére aux chalcones une couleur jaune. En
conséquence, les dihydrochalcones sont généralement incolores. La configuration de la
double liaison est généralement E dans les chalcones naturelles [41]. Ces composés sont
rarement substitués sur le cycle B.

De maniére équivalente aux autres flavonoides, les positions 2°, 4’ et 6’ du cycle A peuvent
étre hydroxylées ou méthoxylées. Des dérivés glycosylés existent mais essentiellement O-
glycosylés (une seul chalcone C-glycosylée : 3’-glucosylisoliquiritigénine isolée de
Cladrastis platycarpa (Fabaceae) [45]). Il existe de nombreux composés C-alkylés avec des
substituants méthyles, prényles ou géranyles figure [I.13.] [41]. Les flavonoides C-alkylés
sont présents au niveau de la cuticule foliaire et cela concerne surtout les plantes des régions

arides ou semi-arides, souvent pourvues de structures sécrétrices comme les Piperaceae [15].

L . - OH 0t

‘ oK
"
()

Hi

Figure 1.13. Exemples des structures de chalcones et dihydrochalcones glycosylées ou

alkylées.
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1.2.3.2.c. Distribution des flavonoides dans les plantes

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. Ils sont cependant rares
chez les végétaux inférieurs. Par contre, on les trouve en abondance dans les familles

suivantes : Polygonacées, Apiécées, Rutacées, Astéracées, Composées, Légumineuses.

De plus, leur localisation au sein de la plante est caractéristique. En effet, les flavonoides se
répartissent volontiers dans les organes aériens jeunes (jeunes feuilles, boutons floraux) ou ils

sont localisés dans les tissus superficiels (assise palissadique). Ils se répartissent aussi

volontiers dans les racines [14].

La distribution des différentes familles de flavonoides dans le régne végétal a été évaluée par

plusieurs auteurs tableau [I.1.].

Flavonoides Sources alimentaires

Flavan-3-ols

catéchine Thé vert, thé noir, pomme

¢picatéchine Thé vert, thé noir

Flavonols

quercétine Oignon, pomme, olive, tomate

myricétine Canneberge, vin rouge

kaempférol Radis, brocoli, thé noir

Flavones

chrysine Peau des fruits

apigénine Persil, thym, romarin, céleri

lutéoline Persil, céleri
Flavonones

naringénine Fruits des genres citrus

Anthocyanidol

cyanidol Cassis, myrtille

apigénidol Framboise, fraise
Isoflavones

genisteine-7-glucoside | soja

daidzeine-7-glucoside | soja

Tableau I.1. Sources alimentaires de quelques flavonoides.
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1.2.4. Polyphénols dans les plantes : Localisation et intérét

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués,
avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de
limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et
des flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans
le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est
liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons
[46].
Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et peut
étre trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable,
par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme.
Au niveau de la plante enticre, il faut noter que certains composés ne sont accumulés que dans
des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés phénoliques
interviennent au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité

organoleptique de la chair, notamment pour I’amertume ou 1’astringence [46].

Les composés phénoliques jouent un role important dans le métabolisme de la plante mais
aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV).
Toutes les catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les mécanismes de
résistance [47]. Ils assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux

et animaux [48].

1.2.5. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénols c’est qu’ils sont des agents antioxydants trés
puissants. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps. Cette méme activit¢é antioxydante permet aux
polyphénols de réguler les radicaux libres bon-mauvais, comme 1'oxyde nitrique qui favorise
une bonne circulation sanguine, coordonne l'activité du systéme immunitaire avec celle du
cerveau et module la communication entre les cellules de ce dernier [21]. L’activité
antioxydante des polyphénols peut s’exercer sur les transporteurs des lipides du sang et tout
particuliérement sur le « mauvais » transporteur du cholestérol (les LDL ou les lipoprotéines
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de faible densité). Les polyphénols empéchent ainsi la formation des LDL oxydés, formation
qui rend place lors d’états pathologiques variés caractérisés par un stress oxydatif [49]. IIs
aident a combattre 1’inflammation et réduisent la fragilité des capillaires, ils réduisent les
effets du diabéte et protégent la peau contre les rayons ultraviolets en diminuant les
dommages causés par les rayons solaires [50]. De nombreuses études épidémiologiques
montrent qu’'une alimentation riche en polyphénols diminue le risque des maladies chroniques

[51], dont les plus importantes sont citées ci-dessous.

1.2.5.1. Polyphénols et cancer

Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention du cancer. En
effet, un certain nombre de recherches menées mn witro et in vivo ont montré que les
polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention des différentes maladies
cancéreuses [52]. De nombreuses études ont montré que trois types de cancers (sein, prostate
et digestif) peuvent étre fortement influencés par 1’alimentation notamment 1’apport en lipides
et en antioxydants et que I’huile d’argon pourrait grace a sa teneur en polyphénols, contribuer
a la prévention de certains cancers tels que le cancer de la prostate [53]. Des recherches plus
récentes ont décrit les activités anti-cancérigénes de la curcumine, le resvératrol et
I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement du cancer du col [54].

Les effets inhibiteurs du thé vert et noir dans le traitement du cancer ont largement été étudiés.
Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol sont des composés bioactifs puissants qui
interférent avec l'initiation, le développement et la progression du cancer par des processus
critiques [55-56]. Ils ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogenése
en agissant sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires impliquées dans
I’initiation et / ou la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase de progression du
cancer. Les polyphénols peuvent également déclencher l'apoptose dans les cellules
cancéreuses a travers la modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en signal

cellulaire [57].
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1.2.7.2. Polyphénols et maladies cardiovasculaires

Diverses études épidémiologiques ont montrés qu’il existe une corrélation inverse entre la
consommation d’aliments riches en polyphénols et le risque de développement des maladies
cardiovasculaires [58, 59]. Au niveau des arteres, ces molécules préviennent 1’oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) évitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement des artéres
qui contribue a réduire le flux sanguins et peut conduire a I’asphyxie des tissus irrigués). Les
polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene de
thrombose, qui induit ’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant I’arthérosclérose et les
risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde [21]. Selon
des études épidémiologiques, un plus grand apport des flavonoides tirés des fruits et des
légumes s’associent a une diminution du risque d’apparition de maladie cardiovasculaire. Les
mécanismes expliquant cette observation ne sont pas clairs, mais d’aprés les données
probantes, les flavonoides exerceraient leurs effets par la diminution des facteurs de risque
cardiovasculaire. D’apres de récentes données probantes, certains polyphénols sous forme
purifiée, y compris le resvératrol, la berbérine et la naringénine, ont des effets bénéfiques sur
la dyslipidémie chez les modéles humains ou animaux. Un traitement a la naringénine

atténuait ’athérosclérose en corrigeant la dyslipidémie [60].

1.2.5.3. Polyphénols et inflammation

L’inflammation est la réponse principale de 1’organisme a une agression est précisément
régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de 1’organisme. Cependant, une
régulation inappropriée de ce phénoméne peut conduire a un état inflammatoire chronique. La
plupart des pathologies chroniques possédent une composante inflammatoire. C’est le cas de
I’obésité, du diabete de type II, des maladies cardiovasculaires et du cancer. Les différentes
études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes pathologiques ont
montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation et agissaient sur de
nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de I’inflammation. De
nombreuses études ont pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient
également comme des modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation. Les études

menées chez ’homme sain ont montré que le suivi d’un régime riche en fruits et légumes était
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inversement corrélé aux marqueurs de 1’inflammation dans le plasma, et que la consommation

d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de cytokines circulantes [61].

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols, peuvent
prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau moléculaire.
De manicre spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthése de 1’oxyde
nitrique, qui est déclencheur chimique de I’inflammation. D’autres études, affirment I’action
inhibitrice de ces flavonoides, plus particulicrement la lutéolin, I’apigenine, catéchine sur la
cyclo-oxygénase enzyme synthétiques des molécules impliquées fortement dans le processus

inflammatoire [62].

1.2.5.4. Polyphénols et maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d'Alzheimer représentent un probléme croissant 1ié¢ aux pathologies du vieillissement cérébral,
principalement car il ya une augmentation de la prévalence de la maladie d'Alzheimer a la fois
et la maladie de Parkinson avec l'age. Ceux-ci et d'autres maladies neuro-dégénératives
semblent étre déclenchées par des événements multifactoriels dont la neuro-inflammation, une
augmentation du stress oxydatif, de fer et / ou une déplétion des antioxydants endogenes. Par
ailleurs, 1'apport alimentaire réguli¢re d'aliments riches en flavonoides et / ou de boissons a
ét¢ associée a une réduction de 50% du risque de démence, une préservation des
performances cognitives avec l'age, un retard dans l'apparition de la maladie d'Alzheimer et
une réduction du risque de développer la maladie de Parkinson. Les flavonoides peuvent agir
pour protéger le cerveau dans un certain nombre de fagons, y compris par la protection des
neurones vulnérables, le renforcement de la fonction neuronale existantes ou en stimulant la
régénération neuronale [63]. De nombreuses études d’intervention alimentaire menées chez
I’homme ou chez I’animal avec des aliments ou boissons issus du raisin, du thé ou de baies
comme les myrtilles ont montré une amélioration de la mémoire et de la cognition. Il
semblerait cependant que les seules propriétés antioxydantes des flavonoides contenus dans
ces aliments ne soient pas suffisantes pour expliquer leurs effets bénéfiques au niveau
cérébral, d’autant que la concentration de composés retrouvés a ce niveau est relativement
faible. Il a ainsi été suggéré que les polyphénols puissent agir en protégeant les neurones
vulnérables, en stimulant le fonctionnement neuronal et le flux sanguin ainsi qu’en favorisant

la neurogenése [61].
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I1.1. Introduction

La phytochimie ou chimie des végétaux est la science qui étudie la structure, le
métabolisme et la fonction ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction des
substances naturelles issues des plantes. Elle est indissociable d'autres disciplines telles que la
pharmacognosie traitant des maticres premicres et des substances a potentialité
médicamenteuse d’origine biologique. Ces substances sont toutefois utiles aux plantes elles-
mémes et aux consommateurs de la chaine alimentaire pour diverses raisons. De nos jours,
nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes médicinales sont
souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs propriétés sont actuellement pour
un bon nombre reconnue et répertori¢, et donc mises a profit, dans le cadre des médecines
traditionnelles et également dans la médecine allopathique moderne [1].

La valorisation des plantes aromatiques et médicinales algériennes est devenue indispensable.
Le Sahara, le plus vaste et le plus chaud des déserts du monde, posséde dans sa partie Nord, le
Sahara septentrional, une végétation diffuse et clairsemée [2]. L’état de la flore spontanée
dans cette zone ainsi que les relations entre 1’homme et les especes végétales, méritent une

attention particulicre.

Aujourd’hui, on estime que les principes actifs provenant des végétaux représentent
environ 25% des médicaments prescrits, Soit un total de 120 composés d’origine naturelle
provenant de 90 plantes différentes. Sur les milliers d’espéces de plantes a usage
thérapeutique répertoriées en Algérie, trés peu sont celles qui ont été valorisées sur le plan

phytochimique [3].

I1.2. Aspect botanique de la famille des Polygonacées

I1.2.1. Description de la famille des polygonacées

Cette famille regroupe 43 genres et 1100 especes dans le monde entier. Les principaux
genres sont Calligonum (35 connues et 27 décrites), représenté par especes, Eriogonum (240
especes), Rumex (200 especes), Polygonum (150 especes), Persicaria (150 especes) et
Coccoloba (120 especes) [4].

Les genres herbacés se retrouvent surtout dans les régions tempérées de 1’hémisphére Nord

alors que les ligneux ont plutot une distribution tropicale [5].
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I1.2.2. Description botanique

Les Polygonacées peuvent étre des plantes herbacées annuelles ou vivaces, arbustives ou
grimpantes, elles sont sans latex [6]. Ce sont des plantes facilement reconnaissables par leurs
gaines ou ochréas qui entourent la tige au-dessus des nceuds. Ce sont les stipules soudées
entre elles qui forment I’ochréa et qui assurent la protection des bourgeons [7].

Les feuilles sont généralement alternes, isolées, simples et entiéres. On retrouve parfois des
traces de plis persistant sur le limbe [5].

Les fleurs sont généralement hermaphrodites, mais il existe des fleurs unisexuées,
actinomorphes, elles sont de couleur blanche a rouge [4].

Les filets sont libres ou légeérement soudés. Les grains de pollen sont tricolporés ou polyporés

[4].

I1.2.3. Utilisation économique

La famille des Polygonacées est anciennement connue pour ses propriétés médicinales et
pharmacologiques et utilisée comme remede en médecine traditionnelle [8]. Au sein de cette
famille, certaines espeéces sont cultivées pour [’alimentation : Fagopyrum esculentum
(sarrasin) pour ses graines, Coccoloba uvifera (raisinier) pour ses fruits et Rheum hybridum
(rhubarbe) pour ses pétioles. Quelques genres sont cultivés pour I’ornement, tels que
Antigonon et Polygonum. Fallopia japonica (renouée du Japon) et ses hybrides sont des
exotiques envahissantes agressives et transformatrices en Europe occidentale [9]. Pour toutes

ces raisons, nous nous sommes intéressées au genre Calligonum.

I1.2.4. Les travaux antérieurs de la famille des polygonacées

Du point de vue chimique, cette famille a fait I'objet d'intenses investigations dans le but
d'isoler différents types de composés. Parmi les genres qui sont en cause, on cite :
Fagopyrum dibotrys, Fagopyrum esculentum, Fagopyrum tataricum, Rumex vesicarius. Ces
¢tudes ont permis d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires tels que les acides

phénoliques et les flavonoides.
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11.2.4.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques trés connus dans ce genre et jouent un role

Synthése bibliographique de C. azel et C. comosum

important dans le systéme de défense comme antioxydants.

Les différents flavonoides qui sont isolés de plusieurs espéces de la famille des Polygonacées

sont rassemblés dans le Tableau [II.1.] :

Espéces Structure et dénomination Référence
Polygonum aviculare it
OH
OH
OH
Catéchine
OH
OH
HO.
on [10]
O. d
OH o OH
OH
HO
Myricitrine
OH
OH
HO. O. N
[10]

OH OH
o
OH
OH

epicatechine-3- O-gallate
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[10]
Avicularine

[10]

[10]

Juglanine

OH

Polygonum barbatum ‘
HO () [ 1 1 ]
\o O OH
OH [e]

5,7,2°,5-tetrahydroxy-6-

méthoxyflavanone
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OH
/O 0.
>
OH

OH o

7- Methoxy-3, 5, 8-trihydroxyflavanone

OH
Echiochilon HO ° ‘\\\\\\\O/

fiuticosum [12]

0. o

™~
Naringenin -5-methyl ether

OH O o \‘\\\\\\©

/ [12]

OH o
OH OH

Pinocembrine glycoside

Fagopyrum dibotrys
[13]

OH

Rutine

[13]

Quercetine
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[14]
Isorhamnetine
[14]
[14]
[14]
Luteoline-7, 4'-dimethyl ether
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OH o

Rhamnetine

OH

o.
~
HO, o o
HO, ‘
d

OH o

OH

o
HO o
OH
OH

Hesperidia

OH
HO. o ‘\\\\\\\\Oiw
""’///oH

OH

(-)- Epicatechine

OH
Ho ° ‘-\\\\\\\O: OH
",
'y, o
OH OH
o

Epicatechine-3-O-gallate

OH

OH

[14]

[14]

[14]

[14]
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Fagopyrum [15-16-17]

esculentum

OH o Rha-Glu

Quercetine-3-rhamnoglucoside

OH

Hyperoside

Isovitexine
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Vitexine

Fagopyrum cymosum

5,7, 3", 4'-tetrahydroxyflavan-3-ol =

dimerique procyanidine

[14]

Fagopyrum tataricum

@)

Quercetine

[18]
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[18]
[18]
quercetine 3-O-rutinoside-3'-O-f3-
glucopyranoside
[18]
[18]
kaempferol 3-rutinoside
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Rumex vesicarius 1

[19]

(2a,3a-trans)-3a(f),5a,7a,3’a,4’a-
pentahydroxyfla-vanolyl-(8a — 2°)-
5,7,3’-trihydroxy-4’-methoxy-8-n-but-

3”’-enyl-flavanone

[19]

5,7,3°,4°,5’-pentahydroxy-8-(cis-
1”0,2”B-dihydroxyhept-4-enyl-71"-oic
acid)-flavanoyl-(2°—8a)-5a,7a,3’a,5’a-

tetrahydroxy-4ia-methoxyflavanone

Tableau II.1. Les flavonoides isolés de la famille des Polygonacées.

11.2.4.2. Les acides phénoliques

Les phénols ont des fonctions biologiques importantes (défense biochimique contre les
microbes et champignons chez les végétaux notamment) chez certaines especes. Les principaux
phénols pour les différentes especes de la famille des polygonacées sont cités dans le Tableau

[1L.2.] :
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Espéces Structure et dénomination Réferences

Fagopyrum dibotrys o~
[14]
OH
OH

Acide protocatechuique

O, O\
[14]
HO
OH

Acide -methyl ester- Protocatechuique

5 B

Acide p- Hydroxy benzoique

acide Benzoique
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O, OH
[14]
O (0]
ok

Acide syringique

N [14]

Acide succinique

[e]
Fagopyrum /O/\)‘\% [14]
esculentum o

Acide —p coumarique

OH
(¢}
[14]
HO'
OH

Acide protocatechuique

o
~ OH
. [14]
~

Acide ferulique

MOH [14]

Este-trans-p-hydroxy cinnamique methyl
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Fagopyrum dibotrys ~

[20]

HO OH

OH
Acide gallique
O, OH
[20]
OH
OH
Acide-3, 4-dihydroxybenzoique

Tableau II.2. Les acides phénoliques isolés de la famille des Polygonacées

11.2.4.3. Les stéroides

Les stéroides sont des métabolites d'origine terpénique distribués enticrement dans le regne
végétal et animal. Nous n’allons citer dans ce chapitre que quelques exemples de stérols qui

sont isolés [14] Figure [I1.1.].
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Ip yn graphiq

Shecogenin B- Sitostérol

OH

OH

B-Daucostérol

Figure I1.1. Les stéroides isolés de la famille des Polygonacées

I1.3. Aspect botanique du genre Calligonum

I1.3.1. Description du genre

Le genre Calligonum appartient a la famille des Polygonacées. Il comprend environ 80
especes réparties tout au long de I'Afrique du Nord, Europe du Sud et en Asie occidentale
[21]. Il présente un grand intérét écologique en zone saharienne, et utilis¢ dans la médecine
traditionnelle algérienne [22], il est connu pour son alimentation [23].

11 s'agit d'arbustes ou de sous-arbrisseaux caducs, tres ramifiés, aux feuilles opposées, simples

et entiéres, linéaires a scaliformes, sessiles ou subsessiles, avec une ochréa membraneuse,
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parfois soudée a la base foliaire. Les fleurs, actinomorphes et bisexuées, sont groupées en
fascicules axillaires. Elles se composent de 5 tépales libres et persistants, de 12-18 étamines
aux filets connés a la base, et d'un ovaire supére et tetracarpellé. Les fruits sont des achénes

trigones [4] Figure [I1.2.].

Figure I1.2. Les especes Calligonum azel et Calligonum comosum (Respectivement)

I1.3.2. Place dans la systématique : [4]

Régne ———=  Plantae
Sous-régne ———>  Tracheobionta
Embranchement ———=  Spermaphytes
Sous-embranchement ———>  Angiospermes
Classe ———=  Dicotylédones
Sous-classe ———>  Caryophyllidae
Ordre ———  Polygonales
Famille ———>  Polygonaceae
Genre = Calligonum
Espece azel
comosum
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I1.3.3. Classification phytogénétique [4]

Super ordre Y Caryophyllanae
Ordre —— Caryophyllales
Famille ————  Polygonaceae
Espece vﬁ azel

comosum

I1.3.4. Travaux antérieurs du genre Calligonum

Peu d’études phytochimiques effectuées sur ce genre ont permis d'établir un profil
chimique. On rencontre fréquemment les flavonoides, les stéroides, les acides phénolique
dans les parties aériennes. Les flavonoides sont des composés phénoliques trés connus dans
ce genre et jouent un réle important dans le systétme de défense comme antioxydants. Les
différents composés qui sont isolés de plusieurs especes du genre Calligonum sont rassemblés

dans le Tableau [IL1.3.] :

Espéces Structure et dénomination Référence

Calligonum comosum

[26]

[26]

Stigmastérol
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[26]
Betuline
0O, OH
[26]
OH
Acide-p-hydroxy benzoique
[26]
[26]

Genisteine 6-C-glucoside
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[26]
B-Sitostérol glucoside
[26]
[26]
Quercetine
OH [26]
Quercetine-3-O-B-D-glucoside
(isoquercitrine)
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OH

[26]
kaempferol-3-O-f-D-glucuronide
Calligonum :
polygonoides
[27]
[31]
[31]

OH

HO
HO [e}

OH

Quercetine-3-O-glucuronide
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[31]
OH
HO °
HO (¢]
OH
Kaempferol-3-O-glucuronide
OH
[31]
[31]

o
OH o
HO
HO OH

O,
OH

Astragaline
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[31]
HO °
HO OH
OH
Quercetine-3-O-glucopyranoside
[31]
[31]
[31]
Kaempferol

Tableau I1.3. Composés isolés du genre Calligonum.
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I1.3.5. Intéréts biologiques du genre Calligonum

Le genre Calligonum est connu pour ses activités anti inflammatoire, antibactérienne,

antifongique et antiulcer [28].

En Egypte, Calligonum poligonoides est traditionnellement utilisée pour le traitement des
maux d'estomac et des maux de dents en machant les parties aériennes. La décoction de racine
est utilisée pour les plaies de gomme [29]. Les fleurs fraiches de la plante sont utilisées
comme nourriture en raison de la teneur €¢levée en sucre et en composants azotés. Les fleurs
de C. polugonoides sont aussi utiles contre la toux, I'asthme et le rhume. Le jus de pousse est
appliqué sur les yeux comme antidote a la piqlire de scorpion, une décoction de racines
mélangée a du catechu est utilisée comme gargarisme pour la gomme douloureuse et le latex
est utilis¢ pour traiter l'eczéma, guérir les morsures de chiens enragés et provoquer
I'avortement. L'extrait méthanolique de C. polygonoides a montré une forte toxicité dans le

test de 1étalité saumure-crevette [22].

Les parties aériennes de la plante ont montré une activité protectrice contre le stress oxydatif
induit par 1'halopéridol [30], anti-ostéoporotique [31], anti-ulcere et anti-inflammatoire [28],
hypoglycémique [32], la cytotoxicité et les activités antioxydantes [8]. Les fruits de la plante
présentaient une activité antihelmentique [33]. Une activité antimicrobienne a été rapportée

pour différentes parties de la plante [34].

Les graines de C. /leucocladum sont utilisées pour le traitement de la syphilis et des
rhumatismes et les feuilles aident & promouvoir une vésicule biliaire saine. C. leucocladum est

¢galement utilisé pour ses tanins en teinture ainsi comme plante alimentaire [35].
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[1]

[2]

[3]

[4]

[3]

[6]

[7]
[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]
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I11.1. Etude phytochimique de ’espéce Calligonum azel
I11.1.1. Description botanique de I’espéce

Calligonum azel est un arbre endémique des Ergs de la partie est du Sahara septentrional,
jusqu'au Tassili N'Ajjer. Il peut atteindre 2 a 6 métres de haut, mais peut, suite aux agressions
humaines ou animales, prendre I’allure d’un arbuste. Reconnaissable par ses fleurs blanches
petites et son fruit de 1 a 2 cm, ayant en coupe transversale la forme d'un quadrilatére, portant
deux rangées de poils sur chaque angle et d'autres poils irrégulierement disposés sur les faces.
C’est une espece qui présente un grand intérét écologique en zone saharienne: elle est
fixatrice de sable mobile et donc susceptible d’aider a la lutte contre la désertification et
1’érosion éolienne, amélioration de la teneur du sol en matieére organique, accroissement de la
productivité biologique du milieu, ... etc, Calligonum azel offre 1'un des meilleurs exemples
de résistance a la sécheresse par la perte, en période de stress hydrique estival, en plus de ses
feuilles, d'une partie de ses rameaux. Son cycle biologique se caractérise par une phase de
croissance végétative tres bréve. Calligonum azel, espéce caractéristique des grandes dunes du
Sahara, est connue par son aptitude au drageonnement et c’est essentiellement cette

particularité qui lui permet d assurer une pérennité [1].

I11.1.2. Place dans la systématique [2]

Régne ———= Plantae
Sous-régne ———>=  Tracheobionta
Embranchement ———=  Spermaphytes
Sous-embranchement =————=  Angiospermes
Classe ———> Dicotylédones
Sous-classe ———>  Caryophyllidae
Ordre ———=  Polygonales
Famille ———=  Polygonaceae
Genre ———>  Calligonum
Espece — azel
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e (lassification phytogénétique [2]

Super ordre — Caryophyllanae
Ordre —— Caryophyllales
Famille — Polygonaceae
Genre —— Calligonum
Espece — azel

Figure II1.1. L’espece Calligonum azel

I11.1.3. Etude bibliographique

La recherche bibliographique que nous avons menée sur 1’espéce endémique Calligonum
azel a montrée que cette plante n’a fait 1’objet d’aucune étude phytochimique auparavant, ce

qui nous a encouragés a entamer cette ¢tude.
I11.1.4. Matériel végétal

La plante a été récoltée au mois de Mai de I’année 2011, de la région de Bechar (sud-ouest
d’Algérie), aprés séchage dans un endroit sec et aéré a 1’abri des rayons solaires, La
détermination botanique a été réalisée par le Professeur Mohamed Kaabache (Département
des sciences de la nature et de la vie, Universit¢ Ferhat Abbas, Sétif, Algérie). Un spécimen
(N° 121CA) a été déposé au niveau de I'herbier de 1'unité de recherche VARENBIOMOL de

I’Université des Fréres Mentouri de Constantine.

57



Chapitre 111 Travaux Personnels : étude phytochimique et biologique

II1.1.5. Screening chimique

C’est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et d'analyse des substances
organiques naturelles de la plante. Le but final de I'étude des plantes médicinales est souvent
d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de l'activité particuliere de la plante. De ce
point de vue, les techniques générales de screening phytochimique peuvent étre d'un grand
secours. Ces techniques permettent de déceler, la présence des produits appartenant a des
classes de composés physiologiquement actifs ; notamment, les huiles essentielles, les stérols
et triterpénes, les caroténoides, les alcaloides, les coumarines, les flavones aglycones, les
stéroides, les anthracénosides, les flavones glycosides, les tannins, les amines oxydées et les
saponosides. Le nombre de ces classes est important et il ne peut étre vérifi¢ la présence de
chacune qu’avec le screening chimique. Il faut choisir les classes reconnues comme les plus
actives mais aussi les plus faciles a détecter compte tenu des ressources techniques

disponibles [12].

I1.1.5.1. L’extrait éthéré (Ether diéthylique)

Une quantité de poudre végétale (45g) est extraite avec 1’éther di-éthylique dans un

appareil a Soxhlet. Les solutions éthérées sont combinées, filtrées et concentrées a 40-50 ml.

III.1.5.1.1. Caractéristiques de quelques constituants dans Dextrait éthéré (Ether

diéthylique).

» Identification des huiles essentielles
10 ml de I’extrait éthéré de la plante est placé dans un erlen et évaporé a sec. Le résidu
obtenu est dissous dans des petites quantités d’alcool par des élutions répétés puis une partie
de la solution alcoolique est évaporée a sec.
Un adorat plaisant indique la présence des huiles essentielles.
» Identification des stérols et triterpénes
10 ml de D’extrait éthéré est séché a sec. Le résidu obtenu est dissous dans I’anhydride
acétique (0.5 ml) puis dans le chloroforme (0.5 ml). La solution obtenue est transférée dans un
tube a essai sec en utilisant une pipette. Au fond du tube a essai, nous avons incorporé 2 ml

d’acide sulfurique (Réaction de Liebermann-Bouchard).
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L’apparition d’un anneau rouge-brunatre ou violet dans la zone de contact des deux phases et
d’une coloration verte ou violette de la couche surnageante indique la présence des stérols et

triterpenes.

> Identification des caroténoides
L’extrait éthéré (10 ml) est évaporé a sec, au résidu obtenu une solution saturée de
I’antimoine trichlorure (SbCl;) dans CHCl; (2 a 3 gouttes) est ajoutée (Réaction de Carr
Price). Puis une solution de H,SO, concentrée est ajoutée gouttes a gouttes.

La présence des caroténoides est confirmée par 1’apparition d’une coloration bleue.

» Identification des alcaloides (Réactions de précipitation)

L’identification est faite sur le résidu obtenu par évaporation de 10 ml de la solution
éthérée. Le résidu est dissous dans 1.5 ml d’une solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 2%.
La solution obtenue est divisée en trois tubes a essai :

o 1% tube : 0.5 ml d’une solution aqueuse acide comme référence.
Héme

o tube : Nous avons ajoutés 3 gouttes du réactif de Bertrand a 0.5 ml de la solution

aqueuse acide.
o 3™ tube : Nous avons ajoutés 3 gouttes du réactif de Mayer 4 0.5 ml de la solution.
L’apparition d’un précipité rouge ou blanc jaunatre respectivement témoigne la présence des
alcaloides.

» Identification des coumarines

3 ml de I’extrait éthéré est évaporé a sec. Le résidu obtenu a été dissout dans 2 ml d’eau
chaude. Puis on a partagée la solution obtenue dans deux tubes. Au contenu du premier tube,
nous avons ajoutés 0.5 ml d’une solution d’hydroxyde d’ammonium NH4OH (10%). La
solution obtenue a été¢ examinée sous la lumiere de Wood (UV).
Héme

L’observation d’une fluerescence intence sous UV 366 nm dans le tube indique la

présence des coumarines.

> Identification des flavones aglycones
3 ml de I’extrait éthéré est évaporé a sec. Le résidu est dissous dans 1 a 2 ml du méthanol
(50 °C) a chaud. Quelques gouttes d’une solution du magnésium métallique dans une solution
d’HCI concentré ont été ajoutées a la solution précédente.
Le developpement d’une coloration rouge cerise ou violacée et d’une teinte brune rouge

indique respectivement la presence de leucoanthocyanes et de catéchols.
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» Recherche de stéroides ou de dérivés terpéniques
Nous avons placés dans un verre de montre 1 ml de I’extrait éthéré puis évapore a sec.
L’anhydride acétique (2 gouttes) est ajoute au résidu obtenu dans 1’un des verres de montres
et de I’acide sulfurique au 2¢eme verres de montres.
La présence de stéroides est confirmée si la solution vire au vert et la présence des dérivés

terpéniques est confirmée par 1’apparition d’une coloration bleue.

» Identification des anthracénosides
4 ml de I’extrait éthéré est concentré a moiti¢, puis 2 ml d’une solution de NH4OH (25%)
ont été ajoutés au résidu sous agitation.

Leur présence est révélée par une coloration rouge intense.

» Identification des flavonosides (flavones glycosides)
5 ml de P'extrait éthéré est évaporé a sec. Le résidu obtenu est dissous dans 2 ml du
méthanol (50%) en chauffant. Une solution de quelques gouttes du magnésium métallique et
d’acide chlorhydrique concentré est ajoutée a la solution précédente.

L’apparition d’une coloration rose-orangé¢ indique la présence des flavones glycosides

II1.1.5.2. L’extrait alcoolique

Une quantité¢ de poudre végétale (45 g) est extraite avec 1I’éthanol (alcool a 70-80%) dans
un appareil a Soxhlet ou par plusieurs extractions successives (aucun résidu dans la derniére
extraction apres évaporation de I’éthanol). Les solutions éthérées sont combinées, filtrées et
concentrées a 40-50 ml.

Cette solution peu contenir des produits hydrophiles notamment :
= Polyphénols (tannins, ...etc)
= Les alcaloides a I’état de sels.
= QGlycosides polyphénoliques (anthracénosides, coumarines, flavonoides).
= Glycosides stérols (cardiotoniques, saponosides).
= Triterpénes glycosides.

= Anthocyanosides.
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Le mac ou la poudre épuisée obtenue apres 1’extraction avec 1’éther ou tout autre solvant
apolaire (ou plante séché), est extrait par reflux avec 1’alcool. La solution est concentrée a 50
ml. Cette solution contient les produits hydrophiles comme : Polyphénols (tannins, ...etc);
Composés réducteurs; les alcaloides a [’état de sels; glycosides polyphénoliques
(anthracénosides, coumarines, flavonosides); glycosides stérols (cardiotoniques,
saponosides) ; triterpeénes glycosides ; Anthocyanosides.

Les constituants, chimiquement actifs des extraits peuvent étre identifiés par des réactions

spécifiques dans la solution alcoolique ou aqueuse.

I11.1.5.2.1. Caractéristiques de quelques constituants dans I’extrait alcoolique

» Identification des tannins
1 ml de I’extrait alcoolique est dilué avec de 1’eau (2 ml). A la solution obtenue on a
ajoute 1 ml de FeCls dilué a 1% (jaune claire).
La présence des tannins galliques ou catéchiques se traduit par le développement d’une

coloration verdatre ou bleue noiratre, respectivement.

» Identification des alcaloides
20 ml de I’extrait alcoolique est transféré dans une capsule et évaporé au bain-marie ou

dans un bain de sable. Au résidu contenant les alcaloides sous forme de sels de quelques
acides organiques (les alcaloides maintenant deviennent des sels des acides minéraux), nous
avons ajoutés 10 ml d’une solution d’acide chlorhydrique (10%), ensuite nous avons ajoutés
le NH4OH en solution (pH = 8 - 9,10%) a la solution aqueuse et par conséquent les alcaloides
se précipitent sous forme de base, puis nous l’avons extrait avec un solvant apolaire
Chloroforme. La solution extraite avec du chloroforme est évaporée a sec dans une capsule.
Le résidu obtenu est dissous dans une solution d’acide chlorhydrique (1.5 ml, 2%). La
solution acide, contenant les alcaloides sous forme de sels, est divisée dans deux tubes a
essai :

o Le 1 tube est une référence.

o Au 2°™ tube, nous avons ajoute 3 gouttes du réactif de Mayer.
L’apparition d’un précipité rouge ou blanc jaunatre respectivement témoigne la présence des

alcaloides.
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> Identification des alcaloides, bases quaternaires et les amines oxydées
(réactions de précipitation)

A T’extrait alcoolique, nous avons ajoutés 8 ml d’une solution d’acide chlorhydrique
(10%), sous agitation, en chauffant avec une tige en verre. Apres refroidissement, nous avons
ajoutés 0.5 g de chlorure de sodium sous agitation. Nous avons filtrés la solution sur papier,
lavés avec uns solution d’acide chlorhydrique (10%, 3 ml). L’extrait aqueux acide est traité
par le réactif de Mayer.

L’apparition d’un précipité rouge ou blanc jaunatre respectivement témoigne la présence des

alcaloides.

I11.1.5.3. La solution aqueuse

Apres D'extraction avec 1’éther et I’alcool, le produit végétal est séché puis extrait avec
I’eau tiede dans un erlen conique pendant 20 minutes. Le filtrat est concentré a un volume de
50 ml. L’eau peut extraire les constituants hydrosolubles comme : glucides; glycosides

(hétérosides); alcaloides a 1’état de sels.

» Identification des alcaloides
15 ml de I’extrait aqueux sont rendus basiques avec une solution de NH4OH (pH =8 - 9) et
extrait avec un solvant polaire (EtOH) en suivant les mémes techniques décrites dans le test

de précipitation réalise dans la partie indiqué ci-dessus (extrait alcoolique).

» Recherche des saponosides
1 ml de I’extrait aqueux est placé dans un tube a essai de 150 mm de hauteur.

o Méthode 1 : nous avons notés la hauteur de mousse en centimetre H1, d’une part
immédiatement aprés une vigoureuse agitation, d’autre part aprés 10 minutes de
repos H2. La seconde lecture donne une indication de I’abondance des saponosides.

o Méthode 2 : nous avons agités 2 ml d’une solution diluée (1:1) dans un tube a essai
de 1 cm de diametre pendant 15 min.

La présence des saponines et confirmé aves un indice de mousse superieur a 100, ce dernier
est calculé selon la formule suivante :

I = hauteur de mousse (cm) dans le Xéme tube x 5/ 0.0x
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I11.1.6. Extraction de ’espéce C. azel
I11.1.6.1. Méthode 1

La plante broyée est pesée. Deux kilogrammes (m = 2.129 Kg) de la poudre obtenue est
mise a macérer pendant 48 heures dans un mélange Méthanol / H,O (70:30, v/v). Cette
opération est répétée trois fois avec un renouvellement du solvant.

Apres filtration, concentration a une température n’excédant pas 35°C, cet extrait contenant
toujours de MeOH, on ajoute I’H,O distillée a raison de 400 ml pour 1 kg de matiere se¢che.
Le filtrat obtenu subit une série d’extraction liquide-liquide par des solvants non miscibles a
I’eau et de polarité croissante ; d’abord par 1’éther de pétrole qui élimine la chlorophylle et les
lipides, puis par le chloroforme qui extrait les produits peu polaires et aussi avec 1’acétate
d’éthyle, et enfin par le n-butanol qui entraine les composés polaires et la majorité des
hétérosides.

Les phases organiques sont séchées sur Na,SOy, filtrées et évaporées a sec. Ainsi, il a été
récupéré 0.4 g de I’extrait éther de pétrole, 0.5 g de I’extrait chloroforme et 14 g de 1’extrait
acétate d’éthyle et 80g de I’extrait n- butanol ; I’ensemble de ces opérations d’extraction est

résumé dans la figure [I11.2.]:
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Poudre de la plante (2 Kg)

Meéthanol/Eau (7 :3, V/V)

Filtration
Concentration

Extrait brut (506.4g)
H,0 distillé (900ml)
l Filtration
v v
Résidu Filtrat
Ether de Pétrole
+ Décantation,

Concentration a 35°C

Extrait éther de pétrole (0.4 g)

Phase aqueuse

Chloroforme
Décantation,

Concentration a 35°C

v v
Extrait Chloroforme (0.5 g) Phase aqueuse

Décantation,
Concentration a 35°C

lAcétate déthyle

v v
Extrait acétate d’éthyle (14 g) Phase aqueuse

n-Butanol
Décantation,

Concentration a 35°C

v v

Extrait n-Butanol (80 g) Phase aqueuse

Figure I11.2. 1 protocole d’extraction de I’espéce Calligonum Azel.

I11.1.6.2. Méthode 2

Le matériel végétal séché a I'air a I'abri des rayons solaires et de I'humidité, d'un poids total

de 1.200 kg de l'espece Calligonum azel est pulvérisé. La totalit¢ de la plante est mise a
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macérer séparément dans I'éther de pétrole trois fois pendant 24 heures. Les mélanges sont
ensuite filtrés et concentrés a sec, donnant ainsi 3.200 g d'extrait éther de pétrole. Les marcs
sont ensuite extraits par le chloroforme 3 fois pendant 48 heures. Apres filtration et
évaporation du solvant, 0.800 g d'extrait chloroforme ont été obtenus. Les marcs récupérés
sont de nouveau mis & macérer dans Chloroforme / Méthanol (90:10, v/v) 3 fois pendant 48
heures. Aprés filtration et évaporation totale du solvant. 8 g de I’extrait méthanol total sont
obtenus. Les marcs récupérés sont de nouveau mis a macérer dans le méthanol 3 fois pendant
48 heures. Apres filtration et évaporation totale du solvant. 45 g de I’extrait méthanol total

sont obtenus. Le protocole d'extraction est illustré dans la figure [I11.3] :

Poudre de la plante (1.200 Kg)

Filtration
Concentration a 35°

lEther de pétrole (3fois)

v v

Extrait Ether de pétrole (0.5 g) Mac
Chloroforme
Filtration
lConcentration a35°C
v v
Extrait Chloroforme (0.6 g) Mac

Décantation,

Chloroforme / MeOH (90 :10)
lConcentration a35°C

v '

Extrait CHCl; / MeOH (3.0 g) Mac

MeOH
Décantation,

Concentration a 35°C

v '

Extrait MeOH (18.2 g) Mac

Figure ITL3. 2°™ protocole d’extraction de I’espéce Calligonum azel.
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I11.1.7. Controle chromatographique des extraits de C azel

La faible quantité¢ de I’extrait d’éther de pétrole et de 1’extrait chloroforme ainsi que la
couleur rouge de ces deux extraits sous UV (254-365 nm), indiquent la présence abondante de
chlorophylle. Ceci nous a incités a renoncer a I’étude de ces deux extraits.

Les différents tests chromatographiques sur ’extrait acétate d’éthyle et I’extrait n-butanol

montrent que 1’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en composés.

I11.1.7.1. Séparation de I’extrait acétate d’éthyle sur colonne

La séparation sur colonne a débuté par une recherche sur plaques analytiques de gel de
silice 60, du meilleur systéme d’€lution. Plusieurs systémes de solvants ont été essayés sur
I’extrait brut de la phase acétate d’éthyle en utilisant des plaques analytiques recouvertes de
gel de silice 60 F254. La meilleure séparation a été obtenue avec un systeéme: CHCl; /Acétone
dans les proportions (80:20, v/v). Cette analyse confirme la richesse en composés phénoliques
en montrant sous lumiére de Wood des spots de couleur jaunes, bleus et noir-violets.

Sur la base des résultats de ces tests, nous avons opté pour 1’é¢tude de la composante chimique
de I’extrait acétate d’éthyle d’ou 12g ont été dissout dans le méthanol et mélangée avec du gel
de silice et évaporée a sec, en donnant une poudre solide qui est déposée sur une colonne de
gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme. L’¢lution a été

réalisé avec un gradient d’acétone.

Le suivi de la composition des fractions est effectué¢ par chromatographie sur couche mince
(CCM) de gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumicere UV
visible (254 et 365 nm), puis révélées avec le Ce(SO4), / H,SO4 et chauffées pendant 3 min a
100°C. Les lots de méme composition sont rassemblés dans le tableau suivant ; On aura alors
21 fractions qui ont été testés sur plaque CCM dans les systémes : CHCIl; / MeOH / H,O
(80:18:2, v/v/v) et BAW (60:15:25, v/v/v) et réunies dans le tableau [IIL.1.]:
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Lots des N° des CHCI; | Acétone | MeOH | Poids
fractions fractions (%) (%) (%) (mg)

1-7 CAP/2/1 100 0 0 66
8-13 CAP/2/2 95 5 0 108.9
14-20 CAP/2/3 90 10 0 72
21-27 CAP/2/4 85 15 0 120
28-31 CAP/2/5 83 27 0 116.7
32-59 CAP/2/6 80 20 0 72.5
60-68 CAP/2/7 78 22 0 77.3
69-78 CAP/2/8 76 24 0 82.8
79-121 CAP/2/9 70 30 0 55
122-132 CAP/2/10 68 32 0 832.8
138-149 CAP/2/11 64 36 0 1215.3
150-158 CAP/2/12 60 40 0 1511.6
159-167 CAP/2/13 55 45 0 849.3
168-175 CAP/2/14 50 50 0 286
176-181 CAP/2/15 45 55 0 209
182-186 CAP/2/16 40 60 0 60
187-188 CAP/2/17 35 65 0 102.2
189-192 CAP/2/18 30 70 0 449.3
193-204 CAP/2/19 25 75 0 150.2
205-218 CAP/2/20 0 100 0 420.1
219-240 CAP/2/21 0 0 100 2600

Tableau III.1. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait

Acétate d’éthyle de I’espece C. azel.

Parmi les fractions obtenues, on a choisi la séparation de la fraction CAP/2/12. Ce choix

est établi par rapport a son poids et richesse en métabolites secondaires.
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I11.1.7.1.a. Séparation et purification de la fraction CAP/2/12

o,

< Etude de la fraction CAP/2/12

La quantité de cette fraction est grande donc on n’a pas pu la séparer sur plaque, il faut la
séparer sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck). La séparation sur
colonne a débuté par la recherche de meilleur systeme d’élution sur plaque analytique. La
meilleure séparation est obtenue par le systéme Chloroforme / Acétone (60:40, v/v).

Sur la base des résultats de ces tests, nous avons opté pour 1’étude de la composante chimique
de la fraction CAP/2/12 (m = 1511.6 mg) d’ou 1,200 g ont été déposés sur une colonne de
gel de silice préparée dans le chloroforme. L’élution a été faite avec du chloroforme avec un
gradient d’acétone.

Le suivi de la composition des sous fractions est effectu¢ par chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumi¢re UV
visible (254 et 365 nm), Les pots de méme composition sont rassemblés. On aura alors 180
sous fractions.

% La sous fraction CAP/2/12-10 (m = 95.6 mg) a subit un test sur plaque analytique
avec comme systeme d’élution CHCls/Acétone de proportion (60:40, v/v) qui montre
quatre taches dont un est majoritaire et se colore en noire-violette sous lumicre de
Wood et devient de couleur orange apres la révélation avec 1’anisaldéhyde. Alors la
sous fraction CAP/2/12-10 a subit une deuxiéme séparation sur plaque préparative de
gel de silice avec le méme systeme d’élution pour donner le produit 1 (CAP/2/12-

10N) avec une masse m = 0.9 mg

Figure I11.4. Plaque CCM de la sous fraction CAP/2/12-10 élu¢ dans CHCl3/Acétone (60:40,

v/v) apres révélation avec I’anysdaldehyde
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Produits isolés de la CAP/2/12-10 Observations
CAP/2/12-10N Noir sous UV 365nm, pur
CAP/2/12-10J Jaune sous UV, a purifier
CAP/2/12-10V A identifier

Transparent sous UV, réagit apres
CAP/2/12-10R certain temps a 1’air libre.

Tableau II1.2. Les produits isolés de la sous fraction CAP/2/12-10

La sous fraction CAP/2/12-15 a subit un test sur plaque analytique avec comme
systéme d’¢lution CHCl3/Acétone de proportion (60:40, v/v) qui montre six (6) taches
figure [II1.5.], mais de faible quantité. Alors la sous fraction CAP/2/12-15 a subit une
deuxiéme séparation sur plaque préparative de gel de silice avec le méme systéme

d’¢lution. Le tableau suivant résume tous les produits précédant.

Figure IIL.5. Plaque CCM de la fraction CAP/2/12-15 dans le systeme d’élution
CHCls/Acétone (60:40, v/v)

Produits isolés de la CAP/2/12-15 Observations
CAP/2/12-15N; Noir sous UV 256nm
CAP/2/12-15 N, Noir sous UV 256nm
CAP/2/12-15 N3 Subit une autre séparation sur plaque CCM

pour purification, noir sous UV
CAP/2/12-15] Jaune sous UV, par le temps il dégrade
CAP/2/12-15B Bleu fluorescent sous UV
CAP/2/12-15V Vert sous UV, juste au dessus de dépot

Tableau II1.3. Les produits isolés de la sous fraction CAP/2/12-15

69



Chapitre 111 Travaux Personnels : étude phytochimique et biologique

I11.1.7.2. Séparation de I’extrait CHCl;/ MeOH (90:10, v/v) sur colonne

Environ 2.600 g de cette phase est dissous dans un minimum de méthanol, la solution est
introduite a 1’aide d’une pipette sur une colonne confectionnée avec une quantité de Sephadex
LH-20 préparée dans le méthanol. L’élution a été réalisé avec du méthanol.

Un fractionnement tous les 10 ml (10ml / min) a été effectué. Les fractions recueillies sont
regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur TLC, les plaques sont
visualisées sous lampe UV (254 et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide
sulfurique et chauffées a 100°C pendant 3 minutes. Les résultats obtenus sont regroupés dans

le tableau [II1.4.] :

Lots de fractions | N° de fraction | Poids (mg)
6-8 CAP/3/1 97.1
9-10 CAP/3/2 120.8
11-13 CAP/3/3 80.2
14-15 CAP/3/4 20.3
16-18 CAP/3/5 17.6
19-21 CAP/3/6 130.5
22-24 CAP/3/7 257
25-28 CAP/3/8 115
29-30 CAP/3/9 79.4
31-33 CAP/3/10 189
34-35 CAP/3/11 93.4
36-37 CAP/3/12 64.9
38-41 CAP/3/13 78.9
42-49 CAP/3/14 61.3
50-62 CAP/3/15 69.1
63-66 CAP/3/16 38.9
67-78 CAP/3/17 29.7
79-83 CAP/3/18 18.7

Tableau II1.4. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait

CHCIl;3/ MeOH (90:10, v/v) de I’espece C. azel.
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«» Etude de la fraction CAP/3/10

Nous avons procédé¢ une séparation de CCP/3/10 par CLHP dans les conditions

chromatographiques suivantes :

e Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau,
2.0 ml. min™) (Phase inverse).

e Détecteur : Shimadzu RID-10A.

e Pompe : Shimadzu LC-8A.

e Débit: 2 ml/ min.

e Le volume injecté : 100ul.

e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

e Nombre d’injection : 6

e Masse de la fraction : 189 mg

e Le temps de I’injection : 36 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (35:65, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [111.6.]:

20

1| | 30
\__.

Figure II1.6. Chromatogramme CLHP de la fraction CAP/3/10

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau [IIL5.]

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CAP/4/4 6.1 0.8
CAP/4/6 8 1.0
CAP/4/7 8.7 0.5
CAP/4/8 10.7 1.6
CAP/4/20 34.2 1.5

Tableau IIL.5. Les produits isolés de la sous fraction CAP/3/10
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Cette séparation nous a permis d’obtenir quatre (4) produits purs CAP/4/4, CAP/4/6,
CAP/4/7 et CAP/4/20.

«* Etude de la fraction CAP/3/7

La fraction CAP/3/7 a ét¢ soumise a une séparation sur CLHP dans les conditions
chromatographiques suivantes :
e (Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 pum d’eau,
2.0 ml. min™) (Phase inverse).
e Détecteur : Shimadzu RID-10A.
e Pompe : Shimadzu LC-8A.
e Débit: 2 ml/ min.
e Le volume injecté : 100ul.
e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).
e Nombre d’injection : 5
e Masse de la fraction : 257 mg
e Le temps de I’injection : 36 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (35:65, v/v)

Le chromatogramme obtenu est représenté¢ dans la figure [IIL7.]:

,I \ { 1 ! {

{ 1 Ht

| } ‘ . |l’ 4-6

I % ‘ P ey — -

| ! 1 ." ] o

:’ EE=TLE ¥ L

§ 5, I"'\ / | ’;."-. -t ; {

I N =T———jat 3 14
I i :“'._ = ‘ﬁ. -
] | Sy o

Figure.IlL.7. Chromatogramme CLHP de la fraction CAP/3/7

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau [I11.6.] :
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Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)

CAP/5/3 7.2 1.1
CAP/5/6 12 0.9
CAP/5/14 32.2 1.4

Tableau II1.6. Les produits isolés de la sous fraction CAP/3/7.

Cette séparation nous a permis d’obtenir trois (3) produits purs CAP/5/3, CAP/5/6 et
CAP/5/14.

«* Etude de la fraction CAP/3/8

La fraction CAP/3/8 a subit une séparation sur CLHP dans les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne et injecteur : Shimadzu C8p-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 pm d’eau, 2.0
ml. min™) (Phase inverse).

Détecteur : Shimadzu RID-10A.

Pompe : Shimadzu LC-8A.

Débit : 2 ml/min.

Le volume injecté : 100pul.

La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

Nombre d’injection : 5

Masse de la fraction : 115 mg

Le temps de ’injection : 34 min

Phase mobile : MeOH / H,0 (20:80, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [I11.8.]
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i — ) o 12

Figure II1.8. Chromatogramme CLHP de la fraction CAP/3/8

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau [I11.7]

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CAP/6/2 6.9 1.2
CAP/6/3 8.1 0.9
CAP/6/4 10.8 0.4
CAP/6/6 15.1 0.2
CAP/6/7 17.2 0.3
CAP/6/9 213 0.6
CAP/6/10 24.4 0.9
CAP/6/12 32.7 1.1

Tableau II1.7. Les produits isolés de la sous fraction CAP/3/8

Cette séparation nous a permis d’obtenir un seul (1) produit pur CAP/6/2.

I11.2. Etude phytochimique de ’espéce Calligonum comosum

I11.2.1. Description botanique de I’espéce

C’est une plante arbuste a branches rameuses et flexibles, sans tronc. Fleurs blanches
petites, fruit de 1 a 2 cm portant des poils. Le fruit a en coupe une forme de croix. Plante
excellent fixateur de dunes, une butte se forme au cours des années, sous la butte se trouvent

les branches de la plante, et leur taille et nombre est impressionnant [1].
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I11.2.2. Place dans la systématique [2]

Régne ———=  Plantae
Sous-régne ———=  Tracheobionta
Embranchement =" Spermaphytes
Sous-embranchement =——— Angiospermes
Classe ———>  Dicotylédones
Sous-classe ———>  Caryophyllidae
Ordre ———=  Polygonales
Famille ———=  Polygonaceae
Genre e Calligonum
Espece = comosum
Classification phytogénétique : [2]

Super ordre ———== Caryophyllanae
Ordre ———= Caryophyllales
Famille ———>= polygonaceae
Espece ———— comosum

Figure I11.9. L’espece Calligonum comosum.

I11.2.3. Etude bibliographique

La recherche bibliographique que nous avons menée a montré qu’une seule étude a été
menée sur Calligonum comosum. Cette investigation a montré que cette plante est riche aux
composés phénoliques [3], ce qui nous a donné une motivation pour la concrétisation de ce

travail.
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I11.2.4. Matériel végétal

La plante Calligonum Comosum a été récoltée durant le mois d’Avril 2012 a Bechar. La
plante a été séchée pendant plusieurs jours a I’ombre et pesée. La détermination botanique a
été réalisée par le professeur Kaabache Mohamed (Département des sciences de la nature et
de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif). Un spécimen (N° 122CC) a été déposé au niveau de
I'herbier de l'unité de recherche VARENBIOMOL de I’Université des Freéres Mentouri de

Constantine.

I11.2.5. L’extraction de ’espéce Calligonum comosum

L’étude phytochimique de Calligonum comosum est réalisée sur les parties aériennes. Les
tiges préalablement séchées et coupées en petits morceaux. La quantité du matériel végétal
obtenue (2,016 Kg) a subit une macération dans un mélange hydro-alcoolique (Méthanol /
H,0, 80:20, v/v) pendant 72 heures. Le premier extrait récupéré est concentré sous pression
réduite a une température modérée (environ 35°C). La macération est répétée 3 fois avec
renouvellement du solvant de 24 a 48 heures.

Les trois extraits hydro-alcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution obtenue,
on ajoute de I'eau distillée (a raison de 400 ml d'eau distillée pour 1 kg de matiére seche). La
solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation. Cette
derniére permet le dépot de la chlorophylle, des cires, du sable, ... etc

Apres filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase aqueuse subit une extraction de
type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par 1’éther
de pétrole, puis le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les trois derniéres phases organiques sont concentrées a sec sous pression réduite, pesées et
les rendements sont donnés dans le tableau [IIL.8.]. Le protocole d’extraction est résumé dans

la figure [I11.10.] :

Extraits Masse (g) | Rendement (%)
Ether de Pétrole 3.1 0.15
Chloroforme 0.4 0.01
Acétate d’éthyle 18.2 0.90
n-Butanol 52.3 2.59

Tableau II1.8. Masse et rendement d’extraction des extraits de Calligonum comosum
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Poudre de la plante (2.1 Kg)

Filtration, Con

centration

l Meéthanol / Eau (70 : 30, V/V)

Extrait brut (760.3 g)

H,O distillé (900 ml)
Filtration

!

'

Résidu

Filtrat

Ether de Pétrole
Décantation,
Concentration a 35°C

v

Extrait éther de pétrole (3.1 g)

v

Phase aqueuse

Chloroforme
l Décantation,

Concentration a 35°C

v
Extrait chloroforme (6.0 g)

v

Phase aqueuse

Acétate d’éthyle
Décantation,

Concentration a 35°C

v
Extrait acétate d’éthyle (18.2 g)

v

Phase aqueuse

n-Butanol
Décantation,

Concentration a 35°C

v
Extrait 7-Butanol (52.3 g)

v

Phase aqueuse

Figure I11.10. Protocole d’extraction de 1’espece Calligonum comosum.
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I1.2.6. Controle chromatographique des extraits de C. comosum

I1.2.6.1.a. Séparation de I’extrait acétate d’éthyle sur colonne

Des tests chromatographiques sur couche mince (CCM) de gel de silice ont été réalisés sur

une feuille d’Aluminium, ces derniers nous a permis de sélectionner le meilleur systéme de
séparation : CHCI3/ CH;COCHj3; (80:20, v/v).
Sur la base des résultats de ces tests, nous avons opté pour 1’étude de la composante chimique
de I’extrait acétate d’éthyle d’ou 12 g ont été a été dissoute dans le méthanol et mélangée avec
du gel de silice et évaporée a sec, en donnant une poudre solide qui est déposée sur une
colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme.
L’élution a été réalisé avec un gradient d’acétone avec les gradients d'élutions : CHCl; /
CH3;COCH; (100:0 a 0:100, v/v) et CH;COCH3/ MeOH (100:0; 50:50; 0: 100, v/v). 105 pots
de 100 ml ont été collectés. L'analyse par CCM de ces fractions avec visualisation par des
lampes UV (254 et 366 nm) puis révélation avec 1'anis aldéhyde suivie par un chauffage a 100
°C, permet d’obtenir 22 fractions (Tableau I11.9). Ces derniéres sont éluées par le systéme
CHCI3 / MeOH / H,O (80:18:2, v/v/v) et BAW (60:15:25, v/v/v). Les résultats obtenus sont
regroupés dans le tableau [I11.9.]:
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Lots des N° de la CHCIl; | CH;COCH; | MeOH | Poids
fractions fraction (%) (%) (%) (mg)

1 CCP/2/1 100 0 0 3934.8
2 CCP/2/2 98 2 0 95
3-4 CCP/2/3 96 4 0 57
5-19 CCP/2/4 94 6 0 79
20-23 CCP/2/5 90 10 0 83.4
24-29 CCP/2/6 80 20 0 87
30-33 CCP/2/7 76 24 0 511.5
34-37 CCP/2/8 70 30 0 899
38 CCP/2/9 66 34 0 1100.8
39 CCP/2/10 62 38 0 1042.3
40-44 CCP/2/11 60 40 0 786
45-49 CCP/2/12 55 45 0 174.7
50 CCP/2/13 50 50 0 197.9
51-54 CCP/2/14 45 55 0 556.8
55-59 CCP/2/15 30 70 0 282
60-69 CCP/2/16 25 75 0 361.5
70-79 CCP/2/17 15 85 0 756.8
80-89 CCP/2/18 10 90 0 923.4
90-93 CCP/2/19 5 95 0 1071.5
94-96 CCP/2/20 0 100 0 351.7
97-100 CCP/2/21 0 50 50 504.1
101-105 CCP/2/22 0 0 100 237.3

Tableau II1.9. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait

Acétate d’éthyle de C. comosum.

I11.2.6.1.b. Séparation et purification des fractions de C. comosum par CLHP

Toutes les fractions obtenues sont des mélanges plus ou moins complexes. Pour cette
raison, nous avons étudi¢ seulement sept fractions, les fractions CCP/2/9, CCP/2/14,

CCP/3/5+6, CCP/3/9, CCP/8/9, CCP/8/14 et la fraction CCP/8/15
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«» Etude de la fraction CCP/2/9

La fraction CCP/2/9 a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les
conditions chromatographiques suivantes :

e Colonne et injecteur : Shimadzu C8u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau, 2.0
ml. min™") (Phase inverse).

e Détecteur : Shimadzu RID-10A.

e Pompe : Shimadzu LC-8A.

e Débit: 2 ml/ min.

e Le volume injecté : 100 pl.

e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

e Nombre d’injection : 7

e Masse de la fraction : 556.8 mg

e Le temps de I’injection : 38 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (48:52, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [II1.11.]:
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Figure III.11. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/2/9

Les résultats obtenus sont reportés sur le tableau [II1.10.].

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/7/2 3.1 0.2
CCP/7/4 59 1.6
CCP/7/10 18 1.0
CCP/7/11 31 0.9

Tableau II1.10. Les produits isolés de la sous fraction CCP/2/9
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Cette séparation nous a permis d’obtenir un (1) produit pur CCP/7/4.

o
*

Etude de la fraction CCP/2/14

La fraction CCP/2/14 a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les

conditions chromatographiques suivantes :

Colonne et injecteur : Shimadzu C8p-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 pm d’eau, 2.0
ml. min™) (Phase inverse).

Détecteur : Shimadzu RID-10A.

Pompe : Shimadzu LC-8A.

Débit : 2 ml / min.

Le volume injecté : 100 pl.

La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

Nombre d’injection : 7

Masse de la fraction : 556.8 mg

Le temps de I’injection : 48 min

Phase mobile : MeOH / H,O (30:70, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [IT1.12.]:
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Figure I11.12. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/2/14

Les résultats sont reportés sur le tableau [II1.11.]:
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Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/4/2 8 0.2
CCP/4/3 9.2 0.3
CCP/4/4 16.8 0.4
CCP/4/5 18.3 0.7
CCP/4/7 34.7 0.9
CCP/4/14 42.3 1.0

Tableau II1.11. Les produits isolés de la sous fraction CCP/2/14

Cette séparation nous a permis d’obtenir un (2) produits purs CCP/4/14 et CCP/4/15

I1.2.6.1.c. Séparation de I’extrait 7~~-Butanol sur colonne

2.500 g de I’extrait n-butanol ont été fractionnés par chromatographie sur colonne de
Sephadex LH20. L’élution a été réalisée avec le méthanol. Des fractions de 10 ml / 10min
sont recueillies, leur suivi est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice.
L’examen de plaques CCM est réalisé sous lumiere UV a 254 nm et & 365 nm avec élution
dans les systemes CH3;CI / MeOH / H,O (80:18:2, v/v/v) et BAW (60:15:25, v/v/v) puis
révélation avec le Ce(SQO4), / HySO4 et chauffées pendant 3 min a 100°C. Les fractions de

compositions similaires sont rassemblées et évaporées. 17 fractions ont été ainsi obtenues. Les

résultats de cette colonne sont rassemblés dans le tableau [I11.12.].
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Lots des fractions | N° de fraction | Poids (mg)
1-10 CCP/3/1 10.2
11-12 CCP/3/2 9.9
13-18 CCP/3/3 12.6
19-22 CCP/3/4 19.4
23-24 CCP/3/5 54.6
25-28 CCP/3/6 55.9
29-31 CCP/3/7 19.2
32-33 CCP/3/8 10.2
34-38 CCP/3/9 113.1
39-41 CCP/3/10 40.9
42-51 CCP/3/11 36.9
52-54 CCP/3/12 15.8
55 CCP/3/13 6.4
56-63 CCP/3/14 33.7
64-72 CCP/3/15 39.7
73-113 CCP/3/16 45.9
114-120 CCP/3/17 65.8

Tableau II1.12. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de Sephadex de
L’extrait n-butanol de Calligonum comosum
I1.2.6.1.d. Purification des fractions de l'extrait 7~-Butanol
Le poids important et la simplicité des fractions CCP/3/5+6 et CCP/3/9 nous a permis
d’étudier ces deux fractions jusqu’a la détermination structurale de principaux composés
isolés.

«» Etude de la fraction CCP/3/5+6

La fraction CCP/3/5+6 a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les

conditions chromatographiques suivantes :
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e Colonne et injecteur : Shimadzu C8u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau, 2.0
ml. min™") (Phase inverse).

e Détecteur : Shimadzu RID-10A.

e Pompe : Shimadzu LC-8A.

e Débit: 2 ml/ min.

e Le volume injecté : 100 pl.

e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

e Nombre d’injection : 5

e Masse de la fraction : 110.5 mg

e Le temps de I’injection : 44 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (40:60, v/v)

Le chromatogramme obtenu est représenté dans la figure [I11.13.]:
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Figure II1.13. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/3/5+6

Les résultats sont reportés sur le tableau [II1.13.] :

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/9/3 17.1 0.9
CCP/9/4 19.8 0.6
CCP/9/7 21.9 1.1
CCP/9/12 40.4 1.6

Tableau II1.13. Les produits isolés de la sous fraction CCP/3/5+6
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Cette séparation nous a permis d’obtenir trois (3) produits purs CCP/9/3, CCP/9/7 et
CCP/9/12.

«* Etude de la fraction CCP/3/9

Afin de séparer les différents pics de cette fraction nous avons utilisé les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne et injecteur : Shimadzu C8p-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau, 2.0
ml. min -1) (Phase inverse).

Détecteur : Shimadzu RID-10A.

Pompe : Shimadzu LC-8A.

Débit : 2 ml / min.

Le volume injecté : 100 pl.

La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

Nombre d’injection : 5

Masse de la fraction : 113.1 mg

Le temps de I’injection : 82 min

Phase mobile : MeOH / H,0 (35:65, v/v)

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau [I11.14.]

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/6/3 43 1.2
CCP/6/4 78 0.4

Tableau II1.14. Les produits isolés de la sous fraction CCP/3/9

Cette séparation nous a permis d’obtenir un (1) produit pur CCP/6/3.

I11.2.6.1.c. Séparation de I’extrait Chloroforme sur colonne

L’extrait Chloroforme (2.500 g) dissout dans le méthanol et déposée sur la colonne de gel

de silice, préparée dans le chloroforme. La masse de gel de silice utilisée est de 125 g.

L’¢lution a été effectuée par le chloroforme enrichi progressivement avec méthanol. Les

fractions obtenus sont regroupées suivant la similitude de leurs profils chromatographique sur
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des plaques CCM, qui apreés développement dans des cuves en verre avec des systemes
approprié, ont été¢ visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées et chauffées

pendant 1 min a 100 °C, les résultats obtenus sont présentés dans le tableau [I11.15.].

Lots des fractions | CHCl; | MeOH | N° de fraction | Poids (mg)
1-11 100 0 CCP/8/1 88.5
12-18 100 0 CCP/8/2 59.6
19-24 100 0 CCP/8/3 18.0
25-28 100 0 CCP/8/4 13.6
29-33 100 0 CCP/8/5 16.2
34-36 100 0 CCP/8/6 433
37-38 100 0 CCP/8/7 160.5
39-46 100 0 CCP/8/8 430.8
47-56 99 1 CCP/8/9 188.4
57-59 98 2 CCP/8/10 14.3
60-63 98 2 CCP/8/11 17.0
64-77 98 2 CCP/8/12 5.5
78-85 98 2 CCP/8/13 79.2
86-95 98 2 CCP/8/14 230.3

96-101 97 3 CCP/8/15 214.2
102-110 97 3 CCP/8/16 103.2
111-129 95 5 CCP/8/17 73.9
130-138 80 20 CCP/8/18 31.6
139-145 70 30 CCP/8/19 96.4
146-156 50 50 CCP/8/20 98.4
157-159 30 70 CCP/8/21 21.6
160-165 0 100 CCP/8/22 59.8

Tableau II1.15. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait

Chloroforme de C. comosum
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I1.2.6.1.e. Purification des fractions de 1'extrait Chloroforme

La richesse de I’extrait et la difficulté de certaines séparations surtout par la présence de la
chlorophylle, nous avons eu recours a divers systémes chromatographiques. Pour les fractions

étudiées, nous avons utilis€ CLHP.

«» Etude de la fraction CCP/8/9

La fraction CCP/8/9 a été chromatographiée par CLHP dans les conditions suivantes :
e Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau,
2.0 ml. min™) (Phase inverse).
e Détecteur : Shimadzu RID-10A.
e Pompe : Shimadzu LC-8A.
e Débit: 2 ml/ min.
e Le volume injecté : 100 pl.
e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).
e Nombre d’injection : 5
e Masse de la fraction : 188.4 mg
e Le temps de I’injection : 16 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (62:38, v/v)

Le chromatogramme obtenue est représenté dans la figure [I11.14.]:
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Figure II1.14. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/8/9

Les résultats sont regroupés dans le tableau [I11.16.] :
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Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/10/3 5.4 0.8
CCP/10/4 6.3 0.4
CCP/10/6 8.3 0.9
CCP/10/10 9.8 0.5
CCP/10/11 14.3 1.5 (pur)

Tableau II1.16. Les produits isolés de la sous fraction CCP/8/9

Cette séparation nous a permis d’obtenir un (1) produit pur CCP/10/11.

«* Etude de la fraction CCP/8/14

Nous avons procédé une séparation de CCP/8/14 par CLHP dans les conditions

chromatographiques suivantes :

Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 um d’eau,
2.0 ml min™) (Phase inverse).

Détecteur : Shimadzu RID-10A.

Pompe : Shimadzu LC-8A.

Débit : 2 ml / min.

Le volume injecté : 100 pl.

La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).

Nombre d’injection : 5

Masse de la fraction : 230.3 mg

Le temps de I’injection : 36 min

Phase mobile : MeOH / H,0 (45:55, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [II1.15.]:
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Figure II1.15. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/8/14

Les résultats sont regroupés dans le tableau [II1.17.]:

Produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/11/3 1.1 0.9
CCP/11/4 3 0.8
CCP/11/6 9.1 1.6
CCP/11/7 14.3 1.7
CCP/11/12 18 1.8
CCP/11/16 31 1.9

Tableau II1.17. Les produits isolés de la sous fraction CCP/8/14

Cette séparation nous a permis d’obtenir un (01) produit pur CCP/11/12.

«* Etude de la fraction CCP/8/15

La fraction CCP/8/15 a été soumise a une chromatographie par CLHP dans les conditions
suivantes :
e Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25 cm x 10 mm, 10 uym d’eau,
2.0 ml. min™) (Phase inverse).
e Détecteur : Shimadzu RID-10A.
e Pompe : Shimadzu LC-8A.
e Débit: 2 ml/ min.

e Le volume injecté : 100 pl.
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e La concentration de la fraction : 100 mg/ml (dans le MeOH).
e Nombre d’injection : 5

e Masse de la fraction : 188.4 mg

e Le temps de I’injection : 58 min

e Phase mobile : MeOH / H,O (40:60, v/v)

Le chromatogramme est représenté dans la figure [II1.16.]:
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Figure II1.16. Chromatogramme CLHP de la fraction CCP/8/15

Les résultats sont regroupés dans le tableau [II1.18.]:

produits | Temps de rétention (min) | Poids (mg)
CCP/12/3 1.3 0.9
CCP/12/8 12.5 0.9
CCP/12/12 26 1.6
CCP/12/13 523 1.7

Tableau II1.18. Les produits isolés de la sous fraction CCP/8/15

Cette séparation nous a permis d’obtenir un (1) produit pur CCP/12/8.
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I11.3. Etude des activités biologiques des espéces étudiées

I11.3.1. Etude des activités anti-oxydantes

L'utilisation d'antioxydants est nécessaire dans les industries cosmétiques, agroalimentaires
en tant que conservateurs des corps gras. Or, dans l'oxydation d'un corps gras, en contact avec
l'oxygeéne de l'air, ou inclus dans une membrane biologique, intervient un type particulier
d'intermédiaires a courte durée de vie, les radicaux libres, qu'il convient de neutraliser pour
assurer sa protection. C'est pourquoi les substances anti-oxydantes sont souvent anti-
radicalaires [3]. Les radicaux libres sont également produits dans notre organisme sous
l'action de facteurs déclenchant externes (UV, fumées de combustion, solvants, ...), mais
également dans le cadre de phénomenes biologiques importants, comme respiration cellulaire.
La production permanente de ces molécules réactives dans notre corps est généralement
controlée par l'action de systémes enzymatiques ou d'antioxydants. Lorsque cet équilibre
précaire est rompu en faveur des radicaux libres, il se produit un stress oxydatif. Par les
dommages ainsi causé€s a nos cellules, ces différents mécanismes semblent jouer un rdle
prépondérant dans les phénoméenes du vieillissement et engendrer des pathologies telles que
des cancers et de troubles neuro-dégénératifs. L'apport exogene d'antioxydants pourrait donc

ralentir, voire prévenir, ces désordres physiologiques [4].

I11.3.1.1. Evaluation de ’activité antioxydante par trois tests DPPH, ABTS
et FRAP

L’évaluation de D’activité anti-oxydante peut se réaliser selon plusieurs méthodes. Au
cours de cette étude nous avons choisi d’évaluer I’activité antioxydante par trois tests : le test

DPPH, le test ABTS et le test FRAP.

I11.3.1.1.a. Principe du test DPPH

L’activité anti radicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH (2,2’-Diphenyl-1
picrylhydrazyl), qui est un radical synthétique présentant une intense coloration violette. La
couche électronique de ce radical est saturée en contact d’antioxydants, ce qui explique la
disparition de sa coloration. Cette décoloration explique le pouvoir de I’extrait de la plante a

piéger ce radical, qu’on peut détecter par un spectrophotométre UV.
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N3
DPPH-H
DPPH
Figure II1.17. Mécanisme d’action du DPPH.
I11.3.1.1.b. Principe du test ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS"
(sel d’ammonium de 1’acide 2, 2’- Azino Bis-(3-éthylbenzoThiazoline-6-Sulfonique)) de
coloration bleu verdatre. Ce radical cationique est formé suite a I’oxydation de I’ABTS
initialement incolore avec les différents composés comme le phosphate de potassium
(KH,PO,) et le 2,2’-azo-bis (2-amidino-propane) dihydro-chloride (AAPH). Ainsi, la réaction
se déroule en deux étapes : au cours de la premiére étape le radical ABTS" est formé par
arrachement d’un électron (e-) a un atome d’azote de ’ABTS. La deuxiéme se déroule en
présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H), le radical d’azote concerné piege un H,

conduisant 8 ’ABTSH", ce qui entraine la décoloration de la solution

I
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Figure II1.18. Génération du radical cation de I’ABTS
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I11.3.1.1.c. Principe du test FRAP

L’essai de FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) a été réalisé¢ selon la méthode
décrite par (Benzie et Strain, 1996) [5]. Cette méthode mesure le pouvoir réducteur des
antioxydants présents dans un mélange par leur capacit¢ de réduire le tripyridyl-triazine

ferrique (Fe’" -TPTZ) en ferreux (Fe*" -TPTZ) a pH acide.

I11.3.1.2. Méthodes utilisées
I11.3.1.2.a. Test DPPH

L’estimation de cette activité anti-radicalaire est mesurée selon la méthode de (Tepe et al.
2005) [6]. Un aliquote de 90uL de I’extrait a différentes concentrations, est mélangé avec 8§10
uL d’une solution de DPPH. Aprés agitation vigoureuse du mélange, il est conservé au repos
pendant 30 min a [D’obscurité. L’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un
spectrophotométre-UV visible, en se référant a un témoin sans extrait. L’activité anti-

radicalaire est estimée en pourcentage d’inhibition grace a la formule suivante :
%o inhibition = [(ADPPH — AE) / ADPPH] x 100.

Ag: absorbance de 1’extrait.

Apppr : absorbance du témoin.

En modifiant les concentrations des extraits et en calculant les pourcentages d’inhibition,
on va ¢établir une courbe de régression linéaire qui relie les différentes concentrations et les
pourcentages d’inhibition. A partir de cet abaque, on détermine I’ICsy qui correspond a la
concentration de 1’échantillon qui entraine 50% d’inhibition. Notons que [D’activité
antioxydante est inversement proportionnelle a la valeur de I’ICsy. Ainsi, 1’échantillon qui
présente 1’ICs la plus faible est celui qui présente 1’activité anti-radicalaire la plus importante.

Le BHT (Hydroxy Toluéne Butylé) a été utilis¢é comme standard.
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I11.3.1.2.b. Test ABTS

La méthode utilisée est celle décrite par (Re et al. 1999) [7]. Ainsi, Une solution mere de 7
mmol/L de solution aqueuse d'acide 2,2-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
(ABTS) a été préparée. Les cations radicalaires ABTS (ABTS') Ont été produits par la
réaction de la solution mere d'ABTS avec 2,45 mmol/l de K,S,0s. Le mélange a été laissé au
repos pendant 15 heures dans 1'obscurité a température ambiante. La solution a été diluée avec
de I'¢thanol pour obtenir une absorbance de 0,7 + 0,02 unité a 734 nm. Les échantillons ont
été dissous séparément dans de 1'éthanol pour donner les concentrations suivantes: 0,125,
0,25, 0,5, 1 et 2 mg/ml. Afin de mesurer l'activité antioxydante FSLE, 10 ul de chaque
échantillon ont été ajoutés a 990 pL d'ABTS™ dilué a différentes concentrations. L'absorbance
a été lue aprés 20 min. L'effet antioxydant de chaque échantillon a été exprimé en pourcentage

d'inhibition (%). Le pourcentage de balayage ABTS" a été calculé comme suit:

% inhibition = ((Aapts — Ar) / Aagts) X 100

Ag: absorbance de 1’extrait.

Aagts : absorbance du témoin.

La concentration de FSLE fournissant 50% de l'activité de piégeage des radicaux (EC50) a
été calculée a partir du graphique du pourcentage d'activité de piégeage des radicaux par
rapport a la concentration d'extrait de feuilles et le Trolox a été utilisé comme standard. Les

résultats représentent les moyennes de trois expériences différentes.

I11.3.1.2.c. Test FRAP

Une solution fraiche du réactif FRAP a été préparé quotidiennement en mélangeant 10
volumes de tampon acétate 300 mM, pH 3,6, avec 1 volume de TPTZ 10 mM (2, 4, 6-tri (2-
pyridyl) -s- triazine) dans de I'acide chlorhydrique 40 mM. et avec 1 volume de chlorure de 20
mM ferric (FeCl). Une courbe standard a été préparée en utilisant diverses concentrations de
sulfate ferreux. Toutes les solutions ont été utilisées le jour de la préparation. 100 pl de
solutions d'échantillon et 300 pl d'eau dés ionisée ont été ajoutés a 3 ml de réactif FRAP

fraichement préparé. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 30 minutes a 37°C dans un
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bain d'eau, puis 'absorbance des échantillons a été mesurée a 593 nm. Une lecture a blanc en
utilisant un tampon BHA (Hydroxy Anisole Butyl¢) a également été prise. La différence entre
I'absorbance de 1'échantillon et 1'absorbance du blanc a ét¢ déterminée et utilisée pour calculer

la valeur FRAP [5].

Dans ce test, la capacité réduit des extraits de plantes testés a été calculée en référence au
signal de réaction donné par une solution de Fe (II). Les valeurs de FRAP ont été exprimées

en mmol Fe (IT) / g d'échantillon. Toutes les mesures ont été effectuées en trois exemplaires.

Le parametre EC1 (Concentration Equivalente 1) des extraits et standard a été calculée a 4 et
30 minutes. L’EC1 est défini comme la concentration de I’antioxydant qui donne une
réduction du TPTZ équivalente a 1 mM du FeSO, .7H,0, c’est la concentration de
I’antioxydant donnant une augmentation dans I’absorbance a 593 nm équivalente a la valeur
théorique de 1’absorbance donnée par une concentration de 1 mM du FeSO4 déterminée par

I’équation de régression correspondante.

I11.3.2. Etude de I’activité antimicrobienne et antifongique

Cette étude est réalisé au niveau de I’Institut Supérieur de Biotechnologie de Monastir,
Universit¢ de Monastir-Tunisie et en collaboration avec le Laboratoire de Traitement et
Valorisation des Rejets Hydriques (Centre de Recherches et de Technologie des Eaux;
Technopole de Borj Cédria-tunisie); L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée

par la méthode de diffusion sur gélose.

I11.3.2.1. Définitions
II1.3.2.1.a. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants qui ne sont constitués que d’une seule cellule:
on dit qu’ils sont unicellulaires. Dotés d’une membrane cellulaire et d’un matériel génétique
(ADN), les bactéries sont capables d’assumer les fonctions élémentaires propres au vivant : se
reproduire, transmettre 1’information génétique, mais aussi tirer matiére et énergie de

I’environnement. Elles possédent une certaine autonomie et un métabolisme propre [8].

Les bactéries nocives peuvent étre combattues par les antibiotiques. Ce sont souvent des

molécules synthétiques qui vont détruire ou bloquer la croissance des bactéries. Ils agissent de
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manicre spécifique sur celles-ci, en bloquant la synthése de la paroi de la cellule ou en
inhibant leur métabolisme. L’avantage de ce traitement est qu’il est suffisamment sélectif
pour ne viser que les bactéries : il n’aura donc aucun impact (sauf exception) sur les cellules

du patient traité [9].

I11.3.2.1.b. Microorganismes testés

Dans cette étude, nous avons utilisés plusieurs bactéries a Gram positif et a Gram négatif
communément associées a des infections humaines ou associées a des cas de toxi-infections
alimentaires par ces Dbactéries (Sa/monella typhimurium ATCC 1408; Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802; Listeria monocytogenes ATCC 19115; Pseudomonas
aeruginosa PAO1, Staphylococcus aureus ATCC 25923; Bacillus cereus ATCC 11778;
Salmonella typhimurium DT 104; Staphylococcus epidermidis CIP 106510). Nous avons aussi
utilis€ quatre levures du genre Candida fréquemment associ¢ées a des cas de mycoses
humaines (Candida albicans ATCC 2019; Candida tropicalis 06-085; Candida krusei ATCC
6258; Candida parapsilosis ATCC 22019).

I11.3.2.1.c. Diffusion sur gélose « aromatogramme »

La détermination de l’activité¢ antibactérienne et antifongique des différents extraits
organiques Chloroforme, Acétate d’éthyle et Méthanol des deux especes Calligonum azel et
Calligonum comosum a été réalisée selon la méthode adoptée par (Snoussi et al. 2016) [10] et
(Noumi ez al. 2010) [11]. Les différentes bactéries testées ont été enrichies dans du bouillon
MH (Mueller Hinton) et incubées a 37°C pendant 24 heures. Les levures du genre Candida
ont-elles aussi ét¢ incubées a 37°C dans du bouillon Sabouraud pendant 24 a 48 heures. La
densité cellulaire des bactéries a été ajustée a 10° UFC/ml correspondant a une densité
optique de l'ordre de (0,1) a une longueur d'onde 600nm. La concentration en cellules
fongiques a été estimée a (0,38) mesurée a une longueur d'onde 540 nm (correspondant a
10 UFC/ml). Des boites de forme carrée en polystyréne (12cmx12cm) contenant les
milieux gélosés Mueller Hinton et Sabouraud chloramphénicol ont été inondées par les
suspensions microbiennes en utilisant la méthode d’écouvillonnage recommandées par la
Société¢ Frangaise de Microbiologie (EUCAST-SFM, 2017). Ces boites ont été placées a

37°C pendants 15 minutes avant le dépdt des disques.
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Les différents extraits secs des deux espéces ont été ré-suspendues dans le solvant
d'extraction, et une solution mere de départ a été préparée a une concentration finale de
I'ordre de 150 mg/ml.

Par la suite les disques en papier Whatman (diamétre 6 mm, Biolife Italie) ont étés
imprégnés par 20 microlitres des différentes solutions meéres préparées (3 mg/disque) sont
déposés a la surface de gélose puis les boites sont incubées a 37°C pendant 24 heures. La
lecture se fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition (exprimés en mm). Chaque
diameétre est représenté par la moyenne de trois mesures.

Des disques imprégnés d’ampicilline sont utilisés (10 mg/ml) comme témoins positifs dans
les tests de I’activité antibactérienne. L’amphotéricine B (1 mg/ml) est utilisée comme

témoin positif dans les tests de ’activité antifongique.

Disque de
papier imbibé Tapis bactérien

de I’extrait

y

[

@ E—— =
A( Incubation a 37°C
Inocudum

/" |pendant 24 heures

bactérien

Boite de Pétn
avec gelose
nutritive

Figure.Ill.19. Principe de la méthode de diffusion sur disque.

I11.3.3. Activité anti-inflammatoire et antioxydante

Dans le cadre de notre étude phytochimique sur les deux plantes médicinales Calligonum
azel et Calligonum comosum, nous avons mené ¢également a leur éventuelle activité
antiproliférative contre les monocytes / macrophages murins (J774.A1) sur certains produits

purs isolés.
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Les composés les plus abondants, le acide ethyl ester protocatachuique (CCP/11/12), acide-
o,B-diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique (CAP/5/3), la tamgermanetin (CCP/12/8),
l'acide 5- (p-hydroxy-phényl) -3-hydroxy-pentanoique (CAP/5/6) et acide 5-(p-hydroxy-
phenyl)-pent-2-en (CAP/5/14 : nouveau compos¢), ont été testés pour évaluer leurs activités

antioxydantes et anti-inflammatoire sur les cellules J774A.1 et Jurkat.

111.3.3.1. Etude de ’activité anti-inflammatoire

I11.3.3.1.a. Cultures cellulaires

Des lignées cellulaires J774A.1 (monocytes macrophages murins) et Jurkat (leucémies a
cellules T) ont été obtenues aupres de I'American Type Cell Culture (ATCC) (Rockville, MD,
USA). Les cellules ont été maintenues dans du DMEM (J774A.1) ou du RPMI 1640 (Jurkat),
additionné de 10% de sérum de veau feetal (FCS), de 25 mM (acide 4- (2-hydroxyéthyl) -1-
pipérazine-éthanesulfonique (HEPES), glutamine 2 mM. , 100 ug / ml de pénicilline et 100
mg / ml de streptomycine a 37 °C dans une atmosphére de 5% de CO,. Les macrophages
J774A.1 ont été étalés dans des plaques a 96 puits (5,0 x 104) pour 3- (4,5-diméthyltiazol-2yl)
essai au bromure de -2,5-phényl-2H-tétrazolium (MTT) ou dans des plaques a 24 puits (3,0 x
105) pour la production de NO et de ROS et laiss¢ adhérer pendant 4h, aprés quoi le milieu a
¢été remplacé par du milieu frais pur ou contenant dilutions en série des composés testés (100-
12,5 uM) pendant 24, 48 et 72h pour le test MTT, ou pendant 1h puis co-exposition a une
concentration finale de LPS (1 pg / mL) pendant 24h supplémentaires pour la libération de
NO ou pendant 1h, puis co-exposition a une concentration finale de H,O, (1 mM) pendant 1h

pour la détection de ROS.

I11.3.3.1.b. méthode du test anti-inflammatoire

Des macrophages J774A.1 (5 x 104 / puits) ont été placés sur des plaques a 96 puits et
laissés a adhérer pendant 4h. Par la suite, le milieu a été remplacé par un milieu frais seul ou
contenant des dilutions en série des composés (100-12,5 uM) ensuite les cellules ont été
incubées pendant 24, 48 et 72h. La viabilité cellulaire a ét¢ évaluée par un test MTT comme
indiqué précédemment [12]. Brievement, 25 ul de MTT (5 mg / ml) ont été ajoutés et les
cellules ont été incubées pendant 3 heures supplémentaires. Ensuite, les cellules ont été lysées

et les cristaux bleu foncé solubilisés avec 100 puLL d'une solution contenant 50% (mL/L) de N,
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N-diméthylformamide, 20% (mL/L) de dodécylsulfate de sodium (SDS) avec un pH ajusté de
4,5. La densité optique (DO) de chaque puits a été mesurée avec un spectrophotometre a
microplaques Titertek (Dasit, Cornaredo, Milan, Italie), équipé¢ d'un filtre de 620 nm. La

viabilité des cellules en réponse au traitement a été calculée comme suit:

% de cellules mortes = 100 - (DO traité / controle OD) x 100.

I11.3.3.1.c. Mesure de libération de NO

La génération de NO a été mesurée en nitrite (NO?), indice de NO libéré par les cellules,
dans le milieu de culture des macrophages J774A.1 24h aprés stimulation par LPS par

réaction de Griess [13].

100 ul de milieu de culture cellulaire ont été mélangés avec 100 ul de réactif de Griess, des
volumes égaux de 1% (v:v) de sulfanilamide dans 5% (v:v) d'acide phosphorique et 0,1% (v:
v) de naphtyléthylénediamine-chlorure d'hydrogene, incubé a température ambiante pendant
10 minutes, puis l'absorbance a ét¢é mesurée a 550 nm dans un lecteur de microplaques
Titertek. La quantité de NO* dans les échantillons mesurés est exprimée en concentration de

UM, qui a été calculée par une courbe standard de NO* sodium.

I11.3.3.2. Etude de ’activité antioxydante de quelques produits isolés
I11.3.3.2.a. Mesure de ROS intracellulaires

L'évaluation de la concentration en peroxydes intracellulaires a été réalisée selon (Rothe G
et Valet G. 1996) [14] avec quelques modifications. Dans les détails, les cellules Jurkat ont
¢été recueillies par centrifugation et mises en suspension dans le RPMI contenant 5% de FBS a
une densité¢ de 5 x 105 cellules / ml. La concentration de FBS a été abaissée a 2% pour
augmenter le taux d'absorption des composés et des réactifs dans un temps d'incubation court
(1 h) choisi pour I'essai. Les suspensions cellulaires ont été incubées avec des concentrations
croissantes de composés a 37°C. Pour chaque échantillon, des éprouvettes en double ont été
préparées. Aprés 30 minutes d'incubation, on ajoute du BHT (concentration finale 550 mM)
ou un volume égal de véhicule. Ceci nous a permis de surveiller 1'effet du composé acide 5-
(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en sur 1'élévation de peroxyde induite par BHT ou les niveaux

basaux de peroxydes, respectivement. Au cours des 15 derniéres minutes d'incubation, les
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cellules ont été chargées avec du diacétate de 2',7'-dichlorofluorescéine (DCFH-DA) avec une
concentration finale de 8 mM. Les éprouvettes ont ét¢ doucement mélangées plusieurs fois le
long de la période d'incubation (1 h). La suspension de cellules a ensuite été lavée, remise en
suspension dans un volume égal de milieu et 10 000 événements ont été analysés pour la
fluorescence DCF par cytofluorimétrie (instrument BD FACSCalibur ™, Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). La fluorescence verte du DCF a ¢été analysée dans le canal FL1 (lexc
488 nm, lem 1535 nm). Avant l'analyse cytofluorimétrique, une aliquote de chaque
échantillon a été prélevée pour évaluer la viabilité cellulaire par un test d'exclusion au bleu de

Tripan.
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Chapitre IV

Résultats et Discussions

IV.1. Screening chimique

Le tableau [IV.1.] montre les observations et les résultats obtenus du screening chimique

réalisés sur C.azel

Identifications Observations Résultats
Extrait éthéré
Huiles volatiles Une odeur caractéristique et plaisante. +++
A la surface des deux liquides nous avons
remarquez 1’apparition d’un anneau de
couleur violette ce qui indique la présence des
Stérols et triterpénes stérols et des terpenes, alors que la solution
devient verte ce qui indique la présence de la +
chlorophylle.
Caroténoides une solution légerement bleue. +++
Alcaloides a I’état de I’apparition d’un précipité blanc jaunatre. +
bases
Coumarines A366 : aucune fluorescence n’est observée. +
Au bout d’un certain temps, la solution traité
uniquement par une solution d’anhydride
acétique vire au vert ce qui indique la
présence des stérols, alors que la solution
Stéroides ou dérivés traité par une solution concentrée d’acide +
terpéniques sulfurique seule vire au bleue ce qui confirme
la présence des caroténoide.
Flavones aglycones Aucune coloration n’a été observée. -
Anthracénosides L’apparition d’une couleur rouge cerise. +
Flavonosides L’apparition d’une coloration orange. +
Extrait alcoolique
Tannins La solution obtenue vire vers le bleu noiratre. ++
Alcaloides sous forme de | L’apparition d’un précipité légerement blanc +
sels jaunatre
Alcaloides, bases L’absence d’un précipité. -
quaternaires et les amines
oxydées
Extrait aqueux
Alcaloides a I’état de sels | Aucun précipité n’est apparu. +

Saponines

L’absence de la mousse.

Tableau IV.1. Résultats du screening chimique
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IV.2. Caractérisation chimique et élucidation structurale des produits isolés

de ’espece C. Azel

IV.2.1. Elucidation structurale du composé 150-21N

Le spectre IR de ce composé montre des bandes d’absorption 4 3402.2 cm™ correspondant

a la présence des groupements hydroxyle.
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Figure IV.1. Spectre Infrarouge (IR) du composé 150-21N.
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Le spectre de masse HR-ESIMS enregistré en mode positif, présente un pic d’ion pseudo
moléculaire & m/z= 313 [M+Na]", correspondant & une masse moléculaire de 290 uma et une

formule brute en Cy5 Hy4 Og avec 9 insaturations.
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Figure IV.2. Spectre de masse HR-ESIMS (+) du composé 150-21N.

Le spectre RMN 'H (400 MHz) de ce composé 150-21N ; figure [IV.3.] ; enregistré dans

le MeOH -d4 montre la présence de :

e Un signal sous forme d’un doublet de doublet (dd) d’intégration 1H a 6y = 2.54 ppm
avec une constante de couplage J = 12.8 et 6.7 Hz (un couplage géminal et ortho)
attribué¢ a H-4b.

e Un signal sous forme d’un doublet de doublet (dd) d’intégration 1H a 6y = 2.92 ppm
avec une constante de couplage J = 12.8 — 4.3 Hz (un couplage géminal et ortho)
attribué a H-4a.

e Un autre signal sous forme de doublet de doublet de doublet (ddd) et également
d’intégration 1H a 8y = 4.00 ppm et une constante de couplage /= 6.7; 6.2 et 4.3 Hz
attribué¢ a H-3.

e e signal sous forme de doublet (d) avec une constante de couplage /= 6.2 Hz; un

couplage ortho) qui apparait a oy = 4.58 ppm, avec une intégration 1H attribué¢ a H-2.
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Le signal a oy = 5,89 ppm, d’intégration 1H sous forme de doublet (d) (/= 1,8 Hz;

couplage méta) attribuable a H-8.

Un signal sous forme d’un doublet (d) d’intégration 1H a oy = 6,04 ppm avec une

constante de couplage /= 1,8 Hz (un couplage méta) attribu¢ a H-6.

Le signal a 0y = 6,77 ppm ; d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (dd)

avec une constante de couplage (/ = 6,84 Hz ; un couplage ortho et /= 1,52 Hz; un

couplage méta) attribuable a H-6’.

Le signal a dy = 6,81 ppm; d’intégration 1H sous forme d’un doublet (d) avec un

constant de couplage (/ = 6,48 Hz; un couplage ortho) attribuable a H-5’. Ce ci

confirme I’hydroxylation des positions 3’ et 4’ du cycle B.

Le signal a & = 6,91 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet (d) avec un

constant de couplage (/= 1,48 Hz ; un couplage meéta) correspondant au proton H-2’.
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Figure IV.3. Spectre RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N.
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ozt -

L A

Figure IV.4. Spectre RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N,

¢talement [2 a 5 ppm].

Figure IV.5. Spectre RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N,

¢talement [6 & 8 ppm].

107



Chapitre IV Résultats et Discussions

Le spectre RMN >C montre que nous avons 15 pics qui signifient qu’on a 15 atomes de

carbones. Selon I’expérience DEPT 90°, nous avons 7 pics qui signifient qu’on a 7 (CH).
Selon I’expérience DEPT 135° nous avons un pic qui signifie qu’on a un (CHy), et les autres
pics sont des carbones quaternaires.
L’étude des spectres RMN °C et les séquences DEPT 90° et 135° et ses étalement de ce
composé montre la présence de trois atomes de carbone sp’ : le premier correspondant a un
CH; a 8¢ = 28,8 ppm, le second correspondant a un CH oxygéné a ¢ = 68,3 ppm et le dernier
correspondant a un CH a 8¢ = 82,7 ppm. Nous avons aussi sept (7) atomes de carbones
éthyléniques sp® correspondant a des C quaternaires : quatre (4) carbones quaternaires
oxygénés a oc = 145,6; 145,7; 157,1 et 157,7 ppm et les trois (3) autres carbones a ¢ =
100,6; 156,9 ; 132,2 ppm. La présence de cinq (5) carbones éthyléniques sp” correspondants a
des CH a 6y =95,4; 96,1; 115,2 ; 115,7; 120,0 ppm.
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Figure IV.6. Spectre RMN *C (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N
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Figure IV.8. Spectre RMN "*C (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N, étalement

[110 a 160 ppm].
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L’expérience COSY ; figure [IV.11.] ; permet d’observer les corrélations suivantes :

e Le proton H-4a et le proton H-4b résonant sous forme de doublet de doublet (dd) a oy
= 2,92 ppm, les deux protons correélent avec un signal multiplet (z2) a dy = 4.00 ppm
correspondant au proton H-3, ce dernier donnant une tache de corrélation avec le
proton H-2 résonant a 6y = 4,58 ppm.

e Le proton H-6’ et le proton H-5" résonant sous forme d’un doublet (d) a oy = 6,81
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Figure IV.11. Spectre COSY (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N

L’expérience de corrélation direct proton-carbone ou HSQC ; figure [IV.12.] ; montre des
couplages entre :

e Les deux protons H-4a, H-4b et son carbone C-4 résonant a d¢ = 28,8 ppm.

e Le proton H-3 et son carbone C-3 résonant a §¢ = 68,3 ppm.

e Le proton H-2 et son carbone C-2 résonant a 6¢ = 82,7 ppm.

e Le proton H-8 et son carbone C-8 résonant a 6¢ = 95,4 ppm.

e Le proton H-6 et son carbone C-6 résonant a 5¢ = 96,1 ppm.
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e Le proton H-2’ et son carbone C-2’ résonant a 3¢ = 115,2 ppm.
e Le proton H-5’ et son carbone C-5’ résonant & 5c = 115,7 ppm.
[ ]

Le proton H-6" et son carbone C-6’ résonant a 6¢ = 120,0 ppm.
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e o
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Figure I'V.12. Spectre HSQC (400 MHz, MeOH-d4) du composé 150-21N
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Figure IV.14. Les corrélations HMBC du composé 150-21N
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Figure IV.15. Spectre ROESY (400 MHz, MeOH-d+) du composé¢ 150-21N

La configuration absolue du carbone C, est toujours a selon la biogénétique qui impose
une orientation o du cycle B. Pour la configuration du carbone C; nous avons : 3]3, 2=6,2
Hz ; Iy 3 4=4,36 Hz et J J3 4= 6,76 Hz. Nous avons aussi selon le spectre ROESY la présence
de deux taches qui représentent la corrélation entre le H-3 et H-6" et entre le H-3 et H-2” donc
les trois protons sont dans le méme espace, alors nous conclurons que le Cs est représente
selon la configuration f.

Les résultats des études des spectres RMN 'H et "°C sont reportés dans le tableau [IV.2.]
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Positions RMN "H & (ppm), m, J (Hz) RMN “C & (ppm)

1 - -

2 4.58 (1H, d, J= 6.2 Hz) 82.7
3 4.0 (1H, m) 68.3
4a 2.92 (1H, dd, J=12.8 - 4.3 Hz) 28.8
4b 2.54 (1H, dd, J=12,8 - 6,7 Hz)

5 - 157.1
6 6.04 (1H, d. J= 1.8 Hz) 96.1
7 157.7
8 5.89 (1H, d. /= 1.8 Hz) 95.4
8a - 156.9
9a - 100.6
1 - 132.2
2’ 6.91 (1H, d, J=1.48 Hz) 115.2
3 - 145.7
4 - 145.6
5¢ 6.81 (1H, d, J= 6.4 Hz) 115.7
6’ 6.77 (1H, dd, J= 6.4 - 1.5 Hz) 120.0

Tableau IV.2. Données de la spectrométrie RMN 'Het “C (MeOH-d4, 400 MHz) du
compos¢ 150-21N

L’ensemble des données de RMN-'H, RMN-"C, COSY, ROESY, DEPT, HSQC et
HMBC et en comparaison avec celle de la littérature [1] ménent a la structure finale du
compos¢ 150-21N qui est le (2R, 3S)-2-(3’,4’-dihydroxyphenyl) chroman-3, 5, 7-triol
(Catéchine) ; figure [IV.16.].

OH

OH

Figure IV.16. La structure de la Catéchine
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IV.2.2. Elucidation structurale du composé CAP-122

Le spectre RMN 'H et HSQC figure [IV.17.] et figure [IV.18] montre qu'il s’agit d'un
flavonoide de type dihydroflavanol et conduit a la distinction entre les protons des cycles A et

B. En effet :

*  Un doublet (d) d'intégration I H a 6y = 4,94 ppm (J = 11,6 Hz) attribuable au proton
H-2.

* Un doublet (d) d'intégration 1H a 6y = 4,52 ppm (J = 11,6 Hz) attribuable au proton
H-3. La valeur ¢élevé de la constante de couplage J = 11,4 Hz, confirme une
configuration #rans des protons vicinaux H-2 et H-3.

* Un singulet (s) d'intégration 1H, a 6y = 7.0 ppm attribuable a H-6'".

* Un doublet (d) d'intégration 1H, a oy = 6,88ppm (/= 8,5 Hz) attribuable a H-2'.

*  Un doublet (d) d'intégration 1H, a dy = 6,83 ppm (/= 8,0 Hz) attribuable a H-3".

* Un singulet (s) d'intégration 1H a 8y = 5,90 ppm attribuable a H-6 / H-8.
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Figure IV.17. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP-122

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC ; figure [IV.18.] ; permet I’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants comme suit :

e La corr¢lation du proton H-6" avec le carbone C-6’ montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢c = 116.0 ppm.

e La corr¢lation du proton H-2’ avec le carbone C-2° montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ = 120.7 ppm.

e La corr¢lation du proton H-3’ avec le carbone C-3’ montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢c = 116.0 ppm.

e La corrélation du proton H-6, H-8 avec le carbone C-6, C-8 montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ = 96.2 ppm.

e La corrélation du proton H-2 avec le carbone C-2 montre que ce dernier a un
déplacement chimique d¢ = 85.0 ppm.

e La corrélation du proton H-3 avec le carbone C-3 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 73.7 ppm.
Cela permit de déduire que chacun des cycles A et B sont di substitués.
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Figure IV.18. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CAP-122

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HMBC ; figure [IV.20.] ; permet de tirer les

indications suivantes :

e Trois taches de corrélations entre le proton H-3 et les carbones a oc = 85.0, 130.1 et
198.3 ppm attribuable aux carbones C-2, C-1°, C-4, respectivement.

e Cinq taches de corrélations entre le proton H-2 et les carbones a 6¢ = 73.7, 116.0,
120.7, 130.1 et 198.3 ppm attribuable eux carbone C-3, C-6’ et C-2°, C-1" et C-4,
respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre les protons H-8 / H-6 et les carbones a o¢ = 97.3,
101.8, 168.6 et 169.8 ppm attribuable eux carbone C-8a, C-4a, C-5 et C-7
respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-3’ et les carbones a 6¢ = 130.1 et 146.7
ppm attribuable eux carbone C-1°, C-5’, respectivement.

e Trois taches de corrélations entre le proton H-2’ et les carbones a 6¢ = 85.0, 116.0 et

147.8 ppm attribuable eux carbone C-2, C-6’ et C-4’, respectivement.
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Figure I'V.19. Les corrélations HMBC du composé CAP-122
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Figure 1V.20. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CAP-122
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Positions RMN 'H 6 (ppm), m, J(Hz) RMN “C & (ppm)

2 4.94 (d, J=11.4 Hz, 1H) 85.0
3 4.52 (d, J=11.0 Hz, 1H) 73.7
4 - 198.3
4a - 101.8
5 - 168.6
6/8 5.90 (s, 1H) 96.2
7 - 169.8
8a - 97.3
r - 130.1
2’ 6.88 (d, J=8.5 Hz , 1H) 120.7
3’ 6.83 (d, J= 8.0 Hz, 1H) 116.0
4 - 147.8
5¢ - 146.7
6’ 7.00 (s, 1H) 116.0

Tableau IV.3. Données de la spectrométric RMN 'H et °C (MeOH-d4, 400 MHz) du
compos¢ CAP 122

Ces données menent a un dihydroflavanol (3-hydroxyflavanone ou flavanonol). La
stéréochimie de la position C-2 est déterminée (2R) grace a la biogenese des dihydroflavonols
qui impose une orientation au cycle B; celle de la position C-3 est déterminée (3R) grace a la
valeur de la constante de couplage (11,6 Hz) entre H-2 / H-3 qui signifie une disposition trans
de ces deux noyaux [2-3], Ce composé est donc la (2R, 3R)-dihydroquercetine. Il est connu

sous le nom de Taxifoline ; figure [IV.21.].

OH

OH

Figure IV.21. La structure de la Taxifoline
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1V.2.3. Elucidation structurale du composé CAP/4/4

Le spectre de masse ESI-MS ; figure [IV.22.] ; enregistré en mode négatif de ce composé
indique la présence d’un pic d’ion pseudo moléculaire a m/z= 153,0 [M-H] correspondant a

une masse moléculaire de 154 uma et une formule brute en C7 Hg O4 avec 5 insaturations.

o, 1 TOF VD R
o 4 M-
| 0O
(M.H]
-
e "weo
4o
3"0
20 ‘T" [ e
" . i . i 1o el
2 v 3 A " an e » e " [ e e =n - ~ s e

Figure IV.22. Spectre de masse ESI-MS du compos¢ CAP/4/4

Ce qui est remarquable sur le spectre RMN 'H ; figure [IV.23.]; de ce composé, est
I’absence de la symétrie au niveau du noyau aromatique. Il révele la présence d’un systeéme de
spins de type ABX ou les protons sont localisés a oy = 7,10 ppm (d, /= 1,9 Hz, H-2), oy =
7.16 ppm (dd, J= 8,2, 1.9 Hz, H-6) et 6.48 ppm (d, /= 8,2 Hz, H-5).
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Figure IV.23. Spectre RMN 'H (400 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/4

Positions

RMN 'H 6 (ppm), m, J (Hz)

1

2
3
4
5
6
7

7.10 (1H, d, J= 1.9 Hz)

6.48 (1H, d, J=8.2 Hz)
7.16 (1H, dd, J=8.2-1.9 Hz)

Tableau IV.4. Données de la spectrométrie RMN "H (MeOH-d4, 400 MHz) du composé

CAP/4/4

Les déplacements chimiques de ce noyau 1, 3, 4- trisubstitué¢ sont déterminés par

comparaison avec les données de la littérature [4]. Ceci conduit a identifier le composé

CAP/4/4 comme étant : I’Acide Protocatéchique ; figure [IV.24.].
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HO 0]

OH

OH

Figure 1V.24. La structure de 1’ Acide Protocatéchique.

1V.2.4. Elucidation structurale du composé CAP/4/6

CHj3

Le spectre de masse ESI-MS ; figure [IV.25.] ; du composé¢ CAP/4/6 présente un pic d’ion
pseudomoléculaire a m/z = 207,1 [M+Na]’, soit une masse moléculaire égale a 184 uma

correspondant a une formule brute en Cg Hg Os.
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Figure IV.25. Spectre de masse ESI-MS (+) du composé¢ CAP/4/6

Le nombre et la nature des protons et carbones observés sur les spectres RMN 'H et °C de
ce composé, traduisent clairement sa nature phénolique. En effet, le spectre RMN 'H ; figure
[IV.26.] ; révele I’existence de deux signaux singulets résonant a oy = 3,85 ppm et oy = 7,08
ppm d’intégration 3H pour le signal blindé et 2H pour le signal déblindé. Ces données

témoignent la présence d’un groupement méthoxyle et deux protons aromatiques symétriques.

Par ailleurs, le spectre RMN "°C ; figure [IV.27.] ; donne plus d’informations sur la structure
de ce composé en montrant les signaux correspondant a un groupement OCH; a 8¢ = 51,6
ppm, deux groupements CH a ¢ = 109,4 ppm et cinq carbones quaternaires, parmi eux : trois

oxygénés a 6¢c = 138 et 147.5 ppm et un carbonyle a dc = 167,6 ppm.
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Figure IV.26. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d,) du compos¢ CAP/4/6
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Figure IV.27. Spectre RMN *C (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/4/6
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L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC ; figure [IV.28.]; permet de tirer les

indications suivantes :

*Le proton H-2 / H-6 montre cinq taches de corrélation avec les atomes de carbone a 6¢ =
108.4, ppm, oc = 120.5 ppm, 6c = 147.5 ppm, 6c = 138.0 ppm et, 6c = 167.6 ppm
attribuables aux carbones C-2/C-6, C-1, C-3/C-5, C-4 et C-7, respectivement
* Les protons du groupement méthoxyle corrélent avec le carbone C-7 a d¢c = 167.6 ppm

porteur de la fonction carbonyle ester.

*[’absence d’autres corrélations avec les carbones C-3, C-4 et C-5 confirme la présence

des groupements hydroxyles libres dans ces positions.

T Tﬂ
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Figure 1V.28. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/6
Positions RMN 'H 6§ (ppm), m, J (Hz) RMN "“C 6 (ppm)
1 - 120.5
2/6 7.08 (s, 1H) 109.4
3/5 - 147.5
4 - 138
7 - 167.6
0O-CH; 3.85 (s, 3H) 51.6
Tableau IV.5. Données de la spectroscopie RMN 'H et °C (600 MHz, MeOH-d4) du

compos¢ CAP/4/6
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Toutes ces données spectrales et la comparaison avec celles de la littérature [5] permettent
d’identifier le composé¢ CAP/4/6 a un dérivé méthylé¢ de 1’acide gallique connu sous le nom

Méthyle gallate ; figure [IV.29.].

~

O

HO

HO

OH

Figure I'V.29. La structure du Méthyle gallate

IV.2.5. Elucidation structurale du composé CAP/4/7

L’examen du spectre RMN 'H; figure [IV.30.]; montre qu’il s’agit d’un composé

aromatique dont le cycle benzénique est caractérisé par :

* Deux doublets a dy = 7.34 ppm et oy = 8.65 ppm ayant la méme constante de
couplage J=15.9 Hz attribuable a des protons vicinaux d’une double liaison, La
valeur de constante de couplage indique la configuration #frans de ces protons.

* Un doublet a 6y = 7.90 ppm qui ne peut étre attribué qu’au proton H-8 car la
valeur de la constante de couplage J = 8,2 Hz indique la présence d’un proton en

ortho.
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* Un doublet de doublet a &y = 8.03 ppm J=8,2-1,9 Hz attribuable au proton H-9.
* Un doublet a 6y = 8.14 ppm donnant un couplage méta avec J = 1,9 Hz

attribuable au proton H-5.
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Figure IV.30. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/7

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC ; figure [IV.31.] ; permet I’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :
* Le H-2 permet I’attribution du signal a ¢ = 111.5 ppm a I’atome de carbone C-2.
* Le H-3 permet I’attribution du signal a 6¢ = 143.6 ppm a I’atome de carbone C-3.
* Le H-5 permet I’attribution du signal a 6c = 111.8 ppm a I’atome de carbone C-5.
* Le H-8 permet I’attribution du signal a 6¢c = 111.9 ppm a 1’atome de carbone C-8.
* Le H-9 permet I’attribution du signal a 6¢ = 119.6 ppm a I’atome de carbone C-9.
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Figure IV.31. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d+4) du compos¢ CAP/4/7

L’élucidation structurale en HMBC ; figure [IV.32.] ; de ce composé¢ montre :

e Deux taches de corrélations entre le proton H-2 dy = 7.34 ppm et les carbones a d¢

124.3 et 166.5 ppm attribuable aux carbones C-4 et C-1, respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-8 6y = 7.90 ppm et les carbones a d¢

119.6, 124.3, 143.2 et 145.7 ppm attribuable aux carbones C-9, C-4, C-6 et C-7,

respectivement.

e Trois taches de corrélations entre le proton H-9 dy = 8.03 ppm et les carbones a d¢
111.8, 143.6 et 145.6 ppm attribuable aux carbones C-5, C-3 et C-7, respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-5 8y = 8.14 ppm et les carbones a d¢

119.6 et 145.7 ppm attribuable aux carbones C-9 et C-7, respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-3 6y = 8.65 ppm et les carbones a d¢ =

111.8, 119.6, 124.3 et 166.5 ppm attribuable aux carbones C-5, C-9, C-4 et C-1,

respectivement.
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Figure I1V.32. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/7

Positions RMN 'H & (ppm), m, J(Hz) RMN BCs (ppm), m, J (Hz)

7.34 (d, J=15.9 Hz, 1H)
8.65 (d, /= 15.9 Hz, 1H)

8.14 (d, /= 1.9 Hz, 1H)

6.90 (d, J= 8.2 Hz, 1H)
8.03 (dd, J=8.2-1.9 Hz,1H)

O 0NN AW -

166.5
111.5
143.6
124.3
111.8
143.2
145.7
111.9
119.6

Tableau IV.6. Données de la spectroscopie RMN 'H et *C (600 MHz, MeOH-d4) du

compos¢ CAP/4/7

L’ensemble des données de RMN 'H, "*C, HSQC et HMBC orientent vers le composé

Acide caféique ; figure [IV.33.].
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OH

HO

OH

Figure IV.33. La structure de I’ Acide caféique

1V.2.6. Elucidation structurale du composé CAP/4/20

L’analyse du spectre RMN 'H ; figure [IV.34.] ; donne les indications suivantes :

* Un signal sous forme d’un multiplet (zz2) d’intégration 2H a dH = 3.48 ppm attribuable
a H-al et H-02, un des caractéristiques des chalcones.

* Un signal sous forme d’un triplet (¢ 6.6 Hz) a 8y = 2.92 ppm attribuable a H-B1 et H-
B2, ce qui confirme qu’on a un une structure de chalcone.

* Un signal sous forme d’un doublet (d) d’intégration 1H a 6y = 7.11 ppm (/= 7,9 Hz)

attribuable au proton aromatique du cycle B attribuable aux protons H-6 et H-2.
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* Un signal sous forme d’un doublet (d) d’intégration 1H a dH = 6,73 ppm (/= 7,8 Hz)

attribuable au proton aromatique du cycle B: H-3 et H-5. Ce qui confirme une

substitution du noyau B en position 4.

* Un signal sous forme d’un singulet (s) a g = 6,22 ppm attribuable a H-5".

* Un signal sous forme d’un singulet (s) a 6y = 5.99 ppm attribuable a H-3".

Ces signaux confirment une substitution du noyau A en 2°,4°, 1’et 6’.

* Un signal sous forme d’un doublet (d) d’intégration 1H a 6y = 5.08 ppm (/= 6,9 Hz)

caractérisant le proton anomérique d’un sucre et qui montre un couplage meéta H-6’,

ainsi que les autres signaux de ce sucre entre oy = 3.70 - 3.95 ppm.
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Figure IV.34. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/4/20

Le spectre 'H-"H COSY et son étalement figure [IV.35.] et figure [IV.36.] donne les

indications suivantes:
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* Le proton H-2 résonant a 6y = 7,11 ppm en corrélation avec le proton H-3 a 8y = 6.73
ppm ce qui confirme leurs couplage meéta.

* Le proton H-6 résonant a 6y = 7,11 ppm en corrélation avec le proton H-5 a dy = 6.73
ppm, ce qui confirme leurs couplage mefa donc une substitution du noyau B en C-4.

*  Une tache de corrélation entre le H-1"" a 6y = 5.08 ppm (proton anomérique) du sucre
avec un proton a oy = 3.52 ppm qui ne peut étre que le H-2’" avec une constante de
couplage /= 8.0 Hz

* Une tache de corrélation entre le H-2>" a 6y = 3.52 ppm avec un proton a 6y = 3.49
ppm qui ne peut étre que le H-3".

* Une tache de corrélation entre le H-3"" a oy = 3.49 ppm avec un proton a oy = 3.40
ppm qui ne peut étre que le H-4"".

* Une tache de corrélations entre H-4’" et un proton résonant a oy = 3.45 ppm

attribuable a H-5"".

COSY_CAP4/20

f1 (ppm)

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5

5.0
f2 (ppm)

Figure IV.35. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CAP/4/20
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Figure IV.36. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/20
Etalement (3.00 a 4.20 ppm)

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC ; figure [IV.37.] ; permet ’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

e Le H-6 et H-2 permet I’attribution du signal a 5¢ = 130.4 ppm a 1’atome de carbone C-
6 et C-2 respectivement.

* Le H-3 et H-5 permet I’attribution du signal a 8¢ = 116,8 ppm a I’atome de carbone C-
3 et C-5 respectivement.

* Le H-5" permet I’attribution du signal a d¢ = 95,5 ppm a I’atome de carbone C-5’.

* Le H-3" permet I’attribution du signal a 3¢ = 98,5 ppm a 1’atome de carbone C-3’

* Le H-1"" permet I’attribution du signal & 5c = 102.0 ppm a I’atome de carbone C-1"’

* Le H-a permet I’attribution du signal & 5c =47.3 ppm a I’atome de carbone C-a.

* Le H- p permet I’attribution du signal a 5¢ = 30.9 ppm a I’atome de carbone C-5.
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Figure IV.37. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/4/20

L’examen de spectre HMBC ; figure [IV.38.] ; nous a permis ’attribution des carbones

quaternaires notamment :

Une tache de corrélation a 6c = 206.0 ppm caractéristique du carbone (C=0) de
cétone conjugué de la chalcone grace a sa corrélation avec H-a et H-f

Une tache de corrélation a dc = 166.6 ppm attribué a C-4’ grace a sa corrélation avec
H-5".

Un tache de corrélation a 6c = 168.0 ppm attribué a C-2’ grace a sa corrélation avec
H-3".

Un tache de corrélation a 8¢ = 134.6 ppm attribué a C-1 grace a sa corrélation avec H-
a.

Un tache de corrélation a 8¢ = 156.5 ppm attribué a C-4 grace a sa corrélation avec H-
3, H-5, H-6 et H-2.

Un tache de corrélation a 6c = 106.8 ppm attribué a C-1" grice a sa corrélation avec

H-5" et H-3".
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HO OH
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Figure IV.38. Les corrélations HMBC du composé CAP/4/20
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Figure 1V.39. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/4/20
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Positions  RMN "H 6 (ppm), m, J (Hz) RMN "“C & (ppm)

C=0 - 206.5
CH;-o 3.48 (m, 2H) 47.1
CH,-p 2.92 (¢, 6.6 Hz, 1H) 31.0

1 134.6
2/6 7.11 (d, J="17.9 Hz, 1H) 130.4
3/5 6.73 (d, /J=17.9 Hz, 1H) 116.1

4 - 156.5
1 - 106.8
2’ - 168.0
3 5.99 (s, 1H) 98.3
4 - 166.6
5 6.22 (s, 1H) 95.6
6’ - 162.3
1” 5.08 (d, /=69 Hz, 1H) 102.1
2” 3.52 (d, /J=8.0 Hz, 1H) 74.7
3” 3.49 (dg, J=40.8,8.9,7.7 Hz, 1H) 78.5
4¢ 3.40 (dg, /=40.8, 8.9, 7.7 Hz, 1H) 71.2
5 3.45 (s, 1H) 95.6

6 a 3.74 (dd, J=12.1, 5.4 Hz, 1H) 62.6

6” b 3.93 (d,/=11.8 Hz, 1H)

Tableau IV.7. Données de la spectroscopie RMN 'Het °C (600 MHz, MeOH-d4) du
compos¢ CAP/4/20

Ces ¢léments convergent vers la structure de 4, 2°,4°,6’-tetrahydroxy chalcone-2’- - D-

glucopyranoside ; figure [IV.40.].

HO OH

HO

OH

Figure 1V.40. La structure de 4, 2°,4°,6’-tetrahydroxy chalcone-2’- - D-glucopyranoside.
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IV.2.7. Elucidation structurale du composé CAP/5/14 (Nouveau produit)

Le spectre de masse HR-ESIMS (-) du composé CAP/5/14 ; figure [IV.41.] ; a donné un
pic [M-H] a mvz = 191.0711 (calculé; C;;H;;03, 191.0708) correspondant a la formule
C11H120s.

Un ion 4 m/z = 147 correspondant & [M-45]" indiquant la présence de groupement —-COOH
Comme il s’agit d’'un composé aromatique donc entre le groupement -COOH et le noyau

aromatique il doit y avoir des atomes de carbones.

CAP5_14B 56 (1.032) [M'H] TOF MS ES-
100 191 0711 2.26e4
negativo
®
213.0708 405.1153
19208720 _221.0973
1460716 [ 380.7040
1239.1151 421.0793
163.0841 1 2536263
126.6971 1 bl ko) | 289.0547 341 1039316 9781 311090 379072i|/383 unl || 4430620 454 g3 570078
L A L L L LA s L b L LA e A L LA L LA B b L LA g LA L ad LAE LA AR B LAkt LA LA A Lokt bess Lalad isss adis nasss Y1172
100 120 = 140 = 160 = 180 ~ 200 = 220 = 240 = 260 = 280 300 = 320 340 = 360 380 ~ 400 420 = 440 = 460 = 480 500

Figure IV.41. Spectre de masse HR-ESIMS (-) du composé¢ CAP/5/14
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L'examen du spectre RMN H; Figure [IV.42.] ; de ce composé, montre vers les champs
faibles des signaux caractéristiques d'un dérivé d'acide phénolique dont le noyau aromatique
est para-substitué notamment:
e Ady=15.78 ppm (d, /= 15.60 Hz) et 6y = 6.93 ppm (dt, /= 14.6- 6.9 Hz), un systéme
AB d'intégration 1H caractéristiques de protons de la double liaison, de configuration
trans. Ces protons sont attribuables par conséquent aux protons H-2 et H-3,
respectivement de ce dérivé d'acide phénolique. Ceci est d'ailleurs vérifié sur le
spectre COSY ; figure [IV.43.]; qui montre une corrélation nette entre ces deux
noyaux.

e Deux systemes de doublets d'intégration 2H chacun caractérisant le noyau aromatique
para-substitué a oy = 7,02 ppm (J = 8.2 Hz) attribuable a H-2" / H-6’ et 6y = 6,72 ppm
(/= 8.2 Hz) attribuable & H-3’/ H-5".
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Figure IV.42. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/14
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Figure IV.43. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CAP/5/14

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC ; figure [IV.44.] ; permet ’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants comme suit :

e La corrélation du proton H-2’ / H-6" avec le carbone C-2°/ C-6" montre que ce dernier

a un déplacement chimique 6¢ = 129.0 ppm.

e La corrélation du proton H-3’ / H-5" avec le carbone C-3°/ C-5" montre que ce dernier

a un déplacement chimique 6¢c = 114.7 ppm.

e La corrélation du proton H-3 avec le carbone C-3 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 147.7 ppm.

e La corrélation du proton H-2 avec le carbone C-2 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 122.7 ppm.

e La corrélation du proton H-5 avec le carbone C-5 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 33.8 ppm.

e La corrélation du proton H-4 avec le carbone C-4 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 34.4 ppm.
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Figure 1V.44. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/14

L’analyse du spectre relatif a ’expérience HMBC ; figure [IV.46.] ; permet de tirer les

indications suivantes :

Quatres taches de corrélations entre le proton H-2’ et les carbones a dy = 33.8 ppm, dy
= 114.7 ppm, oy = 129.0 ppm et 6y = 156.0 ppm, attribuable aux carbones C-5, C-3°,
C-2’ et C-4’, respectivement, ce qui confirme que le cycle benzylique est li¢ a un CH;
(C-5).

Trois taches de corrélations entre le proton H-3’ et les carbones a oy = 114.7 ppm, oy
= 131.8 ppm et oy = 156.0 ppm, attribuable aux carbones C-3’, C-1’ et C-4’,
respectivement.

Trois taches de corrélations entre le proton H-5 et les carbones a dy = 34.4 ppm, oy =
129.0 ppm et oy = 147.7 ppm, attribuable aux carbones C-4, C-2° et C-3,
respectivement, ce qui confirme la liaison entre le CH, (C-5) et le groupement CH,-

CH (C-4 et C-3).
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e Trois taches de corrélations entre le proton H-4 et les carbones a &y = 33.8 ppm, oy =
129.0 ppm et oy = 147.7 ppm, attribuable aux carbones C-5, C-2° et C-3,
respectivement.

e Trois taches de corrélations entre le proton H-3 et les carbones a &y = 33.8 ppm, oy =
122.7 ppm et oy = 169.9 ppm, attribuable aux carbones C-5, C-2 et C-1,
respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-2 et les carbones a dy = 34.4 ppm et

e Oy =169.9 ppm, attribuable aux carbones C- 4 et C-1, respectivement.

HO

Figure IV .45. Les corrélations HMBC du composé¢ CAP/5/14
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Figure 1V.46. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/5/14
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Positions RMN 'H 6 (ppm), m, J(Hz) RMN “C & (ppm)

1 - 169.9
2 5.81 (d, /= 15.6 Hz, 2H) 122.7
3 6.94 (dt, J=14.6-6.9 Hz, 1H) 147.7
4 2.50 (¢, /J=7.1 Hz, 1H) 34.4
5 2.71 (t, J="1.5 Hz, 1H) 33.8
r - 131.8
2’ 7.04 (d, J=28.2 Hz, 1H) 129.0
3 6.73 (d, /= 8.2 Hz, 1H) 114.7
4 - 156.0
5 6.73 (d, /= 8.2 Hz, 1H) 114.7
6’ 7.04 (d, J=8.2 Hz, 1H) 129.0
Tableau IV.8. Données de la spectroscopie RMN 'H et "°C (600 MHz, MeOH-d4) du
compos¢ CAP/5/14

Ces données suggerent que cette molécule est un Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en ;

figure [IV.47.].

HO

Figure IV.47. La structure de I’ Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en

1V.2.8. Elucidation structurale du composé CAP/5/6

Le spectre de masse HR-ESIMS (-) du composé¢ CAP/5/6 ; figure [IV.48.] ; a donné un
pic [M-H] a mvz=209.0621 (calculé; C;; Hj3 O4, 209.08138) correspondant a la formule Cyy
Hy4 O4 avec 5 instaurations.
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Un ion & m/z= 191 correspondant a [M-18]" indiquant la perte d’un H,O et Un ion a m/z=
165 correspondant  [M-45]"" indiquant la perte d’un COOH.
Comme il s’agit d’'un composé aromatique donc entre le groupement -COOH et le noyau

aromatique il doit y avoir des atomes de carbones.

209.0621

M-HT

210.0874
7 239.0913

179.0732
231.0674

. 2401017
165.0568 1731250 190.0763 1910764 1970507 ~ 2080820 | | ZWONT  ocsoo0852  |oms0ers | 2

253.8131 262.0755 265 1531

Figure 1V.48. Spectre de masse HR-ESIMS (-) du compos¢ CAP/5/6

L'examen du spectre RMN 'H et COSY ; figure [IV.49.] et figure [IV.50.]; de ce
composé, montre vers les champs faibles des signaux caractéristiques d'un dérivé d'acide
phénolique dont le noyau aromatique est para-substitu¢ notamment:

e Ady="7.01 ppm (d, J= 8.3 Hz, 2H) et 6 = 6.69 ppm (d, /= 8.3 Hz, 2H), un syst¢me
AB d'intégration 2H, caractérisant le noyau aromatique para-substitu¢ attribuable a H-
2’/ H-6" et H-3’/ H-5", respectivement. Ceci est d'ailleurs vérifié¢ sur le spectre COSY ;
figure [IV.38.] ; qui montre une corrélation nette entre ces deux noyaux.

e Ady=3.97 ppm (dt, J=9.1, 4.8 Hz, 1H), caractérisant un carbone carbinol attribué
au proton H-3.
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o Ady=267ppm (m 1H) et &y = 2.56 ppm (dt, J= 13.8, 8.2 Hz1) caractérisant un
CHj; attribué au proton H-5a, 5B. Ceci est confirmé par le spectre COSY, qui montre
une corrélation nette entre H-5 et H-4.

o Ady=245ppm (m 1H) et &y = 2.38 ppm (dd, /= 15.1, 8.2 Hz, 1H) caractérisant un
CH; attribué au proton H-2a, 2p3. Apres vérification sur le spectre COSY, qui montre
une corrélation entre H-2 et H-3.

e AOJH=1.73ppm (df, J=14.2, 8.0 Hz, 2H), caractérisant un CH, attribu¢ au proton

H-4, avec une corrélation nette sur le spectre COSY avec le proton H-3.
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Figure IV.49. Spectre RMN "H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/6
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Figure IV.50. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CAP/5/6

L’analyse du spectre relatif a ’expérience HSQC ; figure [IV.51.] ; permet 1’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants comme suit :

e La corrélation du proton H-2’ / H-6 avec le carbone C-2°/ C-6" montre que ce dernier

a un déplacement chimique 6¢ = 130.0 ppm.

e La corrélation du proton H-3’ / H-5 avec le carbone C-3°/ C-5" montre que ce dernier

a un déplacement chimique 6¢c = 115.8 ppm.

e La corrélation du proton H-3 avec le carbone C-3 montre que ce dernier a un

déplacement chimique 0c = 68.5 ppm caractérisant un carbone voisin d’un atome

d’oxygene.

e La corrélation du proton H-5a, 5B avec le carbone C-5 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢c = 31.7 ppm.

e La corrélation du proton H-2 avec le carbone C-2 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 43.5 ppm.

e La corrélation du proton H-4 avec le carbone C-4 montre que ce dernier a un

déplacement chimique d¢ = 39.9 ppm.
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Figure IV.51. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/6

L’élucidation structurale du spectre HMBC ; figure [IV.52.] ; de ce composé montre :

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-2” a 3y = 7.01 ppm et les carbones a d¢

= 31.7 ppm, 6¢c = 115.8 ppm, &¢c = 130.0 ppm et dc = 154.9 ppm attribuable aux

carbone C-5, C-3’°, C-6’ et C-4’, respectivement.

e Trois taches de corrélations entre le proton H-3" a dy = 6.69 ppm et les carbones a d¢ =

115.8 ppm, 6¢ = 133.9 et d¢ = 154.9 ppm attribuable aux carbone C-3°, C-1" et C-4’,

respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-3 a 5y = 3.9 ppm et les carbones a d¢ =

31.7 ppm, d¢ = 39.9 ppm, 6¢ = 43.8 ppm et 3¢ = 175.1 ppm attribuable aux carbone C-

5, C-4, C-2 et C-1, respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-5 a oy = 2.56 - 2.67 ppm et les

carbones a d¢ = 39.9 ppm, oc = 68.5 ppm, 6¢c = 130.0 ppm et 3¢ = 133.9 ppm

attribuable aux carbone C-4, C-3, C-2’ et C-1’, respectivement.
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e Trois taches de corrélations entre le proton H-2 a oy = 2.38 - 2.45 ppm et les carbones

a dc =39.9 ppm, d¢ = 68.5 et dc = 175.1 ppm attribuable aux carbone C-4, C-3 et C-1,

respectivement.

e Quatre taches de corrélations entre le proton H-4 a 8y = 1.73 ppm et les carbones a d¢

=31.7 ppm, 6c = 43.8 ppm, 6c = 68.5 ppm et 5c = 133.9 ppm attribuable aux carbone

C-5, C-2, C-3 et C-1’, respectivement.
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Figure IV.52. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CAP/5/6

Positions RMN 'H 6 (ppm), m, J (Hz) RMN “C 6 (ppm)
1 - 175.1
2 2.38 (dd, J=15.1 - 8.2 Hz, 1H) 43.8

2.45 (m, 2H)
3 3.97 (dt, J=9.1 - 4.8 Hz, 1H) 68.5
4 1.73 (dt, J=14.2 - 8.0 Hz, 2H) 39.9
5 2.56 (dt, J=13.8 - 8.2 Hz, 1H) 31.7
2.67 (m, 1H)
1 - 133.9
2’ 7.01 (d, /= 8.3 Hz, 1H) 130.0
3 6.69 (d, /= 8.3 Hz, 1H) 115.8
4 - 154.9
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5 6.69 (d. J= 8.3 Hz, 1H) 114.7
6’ 7.01 (d, J=8.3 Hz, 1H) 129.0

Tableau IV.9. Données de la spectroscopie RMN 'H et >C (600 MHz, MeOH-d4) du
compos¢ CAP/5/6

L’ensemble des données RMN 'H, COSY, HSQC, HMBC et HR-ESIMS (-) ménent a la
structure finale du composé CAP/5/6 qui est 1’Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-
pentanoique ; figure [IV.53.].

OH OH

HO

Figure IV.53. La structure de 1I’Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoique

1V.2.9. Elucidation structurale du composé CAP/5/3

Le spectre de masse ; figure [IV.54.] ; enregistré en mode HR-ESI MS du composé
CAP/5/3 montre un pic [M-H] a mv/z = 209.1494 (calcul¢; C;p Hiz O3z Ny, 209.2218)
correspondant a la formule C;190H14O3N;. Un ion & nvz = 164 correspondant a [M-45]+'
indiquant la perte d’'un COOH.
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Figure 1V.54. Spectre de masse HR-ESIMS (-) du composé CAP/5/3

L’analyse du spectre RMN 'H ; figure [IV.55.] ; montre:

e Deux signaux sous forme d’un doublet (d) d’intégration 2H de chaque a o6y = 7.03
ppm et 6y = 6.70 ppm avec une constante de couplage /= 8.2 Hz, un systeme AB
caractérisant le noyau aromatique para-substitué attribuable a H-2°/H-6 et H-3’/H-5’,
respectivement.

o Ady=3.68 ppm (¢, J=7.1 Hz, 1H), attribué au proton H-3.

o Ady=3.53 ppm (s, 1H), attribué au proton H-2.

e Ady=271ppm (¢t J=7.1Hz 1H), attribué au proton H-4.
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Figure IV.55. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/3

L’examen du spectre de I’expérience HSQC ; figure [IV.56.] ; permet de localiser les

noyaux C-2’/C-6°, C-3°/C-5’, C-3, C-2 et C-4 a dc = 129.35; 114.62; 63.25; 62.55 et 38.21

ppm, respectivement.
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Figure IV.56. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/3

Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’é¢tude du spectre de HMBC

enregistrés dans le méthanol ; figure [IV.57.]:

e Trois taches de corrélation entre le H-2' / H-6 et les carbones a oy = 38.2, 129.9 et
155.6 ppm attribuable a C-4, C-1" et C-4', respectivement.

e Trois taches de corrélation entre le H-3' / H-5" et les carbones a oy = 114.6, 129.9 et
155.6 ppm qui ne peut étre que le C-3°, C-1" et C-4', respectivement.

e Deux taches de corrélation entre le H-3 et les carbones a oy = 38.2 et 129.9 ppm qui
sont le C-4 et C-1’, respectivement.

e Deux taches de corrélation entre le H-4 et les carbones a oy = 63.2 et 129.3 ppm

attribuable a C-4 et C-1’, respectivement.
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Figure IV.57. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CAP/5/3

Positions RMN 'H 6 (ppm), m, J(Hz) RMN “C & (ppm)
1 - 175.1
2 3.53 (s, 1H) 62.5
3 3.68 (¢, J=7.1 Hz, 1H) 63.2
4 2.71 (¢, J=17.1 Hz, 1H) 38.2
1 - 129.9
2’ 7.03 (d, /= 8.2 Hz, 1H) 129.3
3 6.70 (d, /= 8.2 Hz, 1H) 114.6
4 - 155.6
5 6.70 (d, /= 8.2 Hz, 1H) 114.0
6 7.03 (d, J= 8.2 Hz, 1H) 129.3

Tableau IV.10. Données de la spectroscopie RMN 'H et °C (600 MHz, MeOH-d4) du

compos¢ CAP/5/3

L’ensemble des données de HR-ESIMS (-), RMN 'H, HSQC, HMBC et en comparaison

avec la littérature meénent a la structure finale du composé CAP/5/3 qui est : 1’Acide-a, f-

diamino 4-(p-hydroxy phenyl) butanoique ; figure [IV.58.].
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NH,

OH

NH, o}

HO

Figure IV.58. La structure de 1I’Acide-a, B-diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique.

IV.3. Caractérisation chimique et élucidation structurale des produits de C.
comosum.

IV.3.1. Elucidation structurale du composé CCP/9/12

Les données de la série spectrale UV ; tableau [IV.10.], figure [IV.59.], figure [IV.60.],

figure [IV.61.] ; donnent les indications suivantes :

e les deux bandes caractéristiques des flavonoides. La bande II & A, = 267 nm et la
bande I a Amax = 351 nm, confirme la nature flavone ou flavonol 3-OR de cette
molécule.

e L’addition du réactif NaOH ; figure [IV.59.] ; conduit a un déplacement bathochrome

(+53 nm) de la bande I avec un effet hyperchrome (augmentation de I’intensité),
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indiquant que la position 4’ est occupée par un OH libre, de plus I’apparition d’une
nouvelle bande a A max = 327 nm oriente vers la présence d’un OH libre en position 7.

e Le spectre réenregistré aprés 5 minutes ; figure [IV.59.] ; reste stable, ce qui indique
vu la présence du OH en position 4’, que la position 3 comporte soit un H, soit un OR.

e La comparaison des spectres enregistrés dans le méthanol en présence d’AlCl; . figure
[IV.60.] ; et en présence d’AlCl; + HCI, ne montre aucun changement notable (pas de
déplacement hypsochrome de la bande I) ce qui suppose I’absence de systeme ortho
dihydroxyle sur le noyau B.

e Comparé¢ au spectre enregistré dans le méthanol, le spectre enregistré en présence
d’AICI3 + HCI montre un déplacement bathochrome de +45 nm de la bande I. Cette
observation oriente vers un OH libre en position 5.

e Le spectre enregistré dans le méthanol en présence de NaOAc ; figure [IV.61.];
montre un déplacement bathochrome de +13 nm de la bande II confirmant ainsi la

présence du OH libre en position 7.

&
a'+AICI3
sS"+AICIZ+HCI

1.0 — —_—
S+MaOH
S+MNaOH+Sm

0.6

o2

0.0 <

280 300 350 400 450 800 280 300 350 400 450 800
Long d'onde {nm) Long d'onda (nm)
Figure I'V.59. Spectres d’absorption Figure IV.60. Spectres d’absorption
Ultraviolette du composé CCP/9/12 dans Ultraviolette du composé¢ CCP/9/12 dans
le MeOH et en présence de NaOH + Smin MeOH et en présence de AICI; et HCI
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F20-2
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1.4 F20-2+NaOAC+H3BO3
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L
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Figure IV.61. Spectres d’absorption Ultraviolette
du composé CCP/9/12 dans le MeOH et en présence de NaOAc.

Les résultats de la série spectrale UV-Vis du composé CCP/9/12 rassemblés dans le
tableau [IV.11.], permettent a ce stade de proposer la structure partielle reportée dans la

figure [1V.62.]

OH o

Figure I'V.62. Structure partielle du composé CCP/9/12

Réactifs Bande I (nm) Bande Il (nm) Autres bandes Observations
MeOH 351 267 - Flavanone ou flavonol
3-OR
NaOH 402 274 327 4’-OH 7-OH
NaOH apres 402 274 327 Pas de OH en C-3
5 min
NaOAc 360 272 299 7-OH
NaOAc + 350 271 299 Absence de systeme
H;BO; ortho di-OH
AlCl; 350 273 397 5-OH
AICl; + HCI 350 273 327 Absence de systéme
ortho di-OH

Tableau IV.11. Données de la série spectrale UV (Ay.x, nm) du composé CCP/9/12
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L’examen du spectre de RMN 'H ; figure [IV.63.] ; enregistré dans le MeOH-d4, montre la

présence de:

e Deux doublets d’intégration 2H chacun, formant un systéme AM a dy = 8,06 et oy =
6,89 ppm, J = 8.4 Hz caractéristiques des protons H-6’, H-2’ et H-5°, H-3’,
respectivement, du noyau B para substitué d’un flavonoide.

e Deux singulet formant un systétme AB a oy = 6,37 et oy = 6,19 ppm attribuable aux
protons H-8 et H-6, respectivement, du noyau A d’un flavonoide.

e Un doublet a oy = 5,11 ppm, J= 7,2 Hz, attribuable au proton anomérique d’un sucre
relié a I’aglycone par un pont oxygene vu la valeur de son déplacement chimique. La
valeur de la constante de couplage de ce proton anomérique en faveur d’une
interaction 1-2 diaxiale entre ce proton anomérique et le proton en C-2 du sucre,
indique que le carbone anomérique de cette entité sucre admet une configuration S et
exclut la possibilité que cette entité soit attribué & un mannose ou a un rhamnose.

e Un singulet a &y = 4,52 ppm caractéristiques du proton anomérique

e Un doublet a 6y = 1,13 ppm (J = 6,2 Hz) attribuable a CH; -6”"" d’un groupement
rhamnosyle de configuration o.

e Un ensemble de multiplets dans I’intervalle 3,3 — 3,9 ppm attribuables par conséquent,

aux autres protons des deux glycosyles.
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Figure IV.63. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CCP/9/12

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC ; figure [IV.64.] ; permet ’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

* Le H-2’ / H-6" permet ’attribution du signal a 6¢c = 131.9 ppm a I’atome de carbone
C-2°/C-6’.

 Le H-3 / H5’ permet I’attribution du signal a 0¢c = 115.7 ppm a I’atome de carbone
C3’/C-5".

* Le H-8 permet I’attribution du signal a 6¢ = 94.7 ppm a 1’atome de carbone C-8.

* Le H-6 permet I’attribution du signal a ¢ = 100.1 ppm a 1’atome de carbone C-6.

* Le H-1"’ permet Pattribution du signal & 5c = 104.2 ppm a I’atome de carbone C-1"".

* Le H-1""’ permet I’attribution du signal a 8¢ = 101.9 ppm a I’atome de carbone
C-1"".

* Le H-6" permet I’attribution du signal a 8¢ = 68.3 ppm a I’atome de carbone C-6".

* Le H-6""" permet I’attribution du signal & ¢ = 71.4 ppm a I’atome de carbone
C-6.

* Le H-4" permet I’attribution du signal a 5¢c = 72.1 ppm a I’atome de carbone C-4".

* Le H-3" permet I’attribution du signal a 3c = 77.6 ppm a I’atome de carbone C-3"".
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* Le H-5"’ permet I’attribution du signal a 5c = 77.3 ppm a I’atome de carbone C-5".
* Le H-3" permet I’attribution du signal a 8¢ = 76.9 ppm a I’atome de carbone C-3"".
* Le H-3"" permet I’attribution du signal a ¢ = 76.5 ppm a I’atome de carbone C-3"’
* Le H-5" permet I’attribution du signal a ¢ = 68.2 ppm a I’atome de carbone C-5""".
* Le H-4">’ permet I’attribution du signal a ¢ = 72.0 ppm a I’atome de carbone C-4"".
* Le H-2""’ permet I’attribution du signal a ¢ = 72.7 ppm a I’atome de carbone C-2"".

* Le H-2"’ permet I’attribution du signal a 6¢c = 73.3 ppm a ’atome de carbone C-2"".
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Figure IV.64. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CCP/9/12
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Figure IV.65. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/9/12,
étalement (3.10 - 3.90 ppm)

L’élucidation structurale du spectre HMBC ; figure [IV.66.] ; de ce composé montre :

e Deux taches de corrélations entre le proton H-2’ / H-6" a dy = 8.06 ppm et les
carbones a 8¢ = 160.2 ppm et 3¢ = 130.0 ppm attribuable aux carbone C-4’ et C-2
respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-3’/ H-5" 8y = 6.89 ppm et les carbones
a0c=116.2 et 160.2 ppm attribuable aux carbone C-1’ et C-4’, respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-8 8y = 6.37 ppm et les carbones a o¢ =
100.1 et 158.8 ppm attribuable aux carbone C-6 et C-7, respectivement.

e Deux taches de corrélations entre le proton H-6 a dy = 6.19 ppm et les carbones a 3¢ =
94.7 et 106.0 ppm attribuable aux carbone C-8 et C-4a, respectivement.

e Une taches de corrélations entre le proton H-1"" a 8y = 5.11 ppm et le carbone a ¢ =
135.5 ppm attribuable aux carbone C-3.

e Une taches de corrélations entre le proton H-1""" a 6y = 4.52 ppm et le carbone a 3¢ =

68.4 ppm attribuable aux carbone C-6 .
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Figure 1V.66. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/9/12
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Positions RMN 'H & (ppm), m, J(Hz) RMN “C § (ppm)

1 - i}
2 - 130.0
3 - 135.5
4 - 178.1
4a 106.0
5 - 159.7
6 6.19 (s,1H) 100.5
7 - 158.8
8 6.37 (s, 1H) 95.7
1 - 116.2
2°/6° 8.06 (d, /= 8.4 Hz, 2H) 131.9
3’/5° 6.89 (d, /= 8.4 Hz, 2H) 115.7
4 - 160.2
1” 5.11 (d, J="7.2 Hz, 1H) 104.2
2” 3.28 (m,1H) 73.3
3” 3.41 (m1H) 77.6
4” 3.27 (m,1H) 72.1
5 3.33 (m,1H) 76.9
6” 3.81-3.38 (m2H) 68.4
1’ 4.52 (s, 1H) 101.9
2°” 3.64 (m,1H) 71.7
3 3.43 (m1H) 76.5
4> 3.52 (m,1H) 72.0
5 3.38 (m,1H) 68.2
6>’ 1.13 (s,3H) 71.4
Tableau IV.12. Données du spectre de RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4)

du composé CCP/9/12

L’ensemble de ces données reporté dans le tableau [IV.12.], montrent que dans la
structure partielle précédemment signalée ; figure [IV.62.] ; dont R; =R, =R3=R4=Rs5=Rg

= H et que R est soit un groupement rhamnoglucosyle soit un groupement rhamnogalactosyle.

Pour trouver la nature exacte du 2°™ sucre et confirmer la position en C-3 du groupement
dioside, nous avons procédé a I’hydrolyse acide de ce composé. En effet, aprés chauffage de
I’échantillon a 100°C en présence de HCI, la solution refroidie est extraite par de 1’acétate
d’éthyle. Aprés séchage au sulfate de Sodium anhydre et filtration, la phase organique
concentrée et déposée sur une plaque recouverte de polyamide, montre une fluorescence jaune
sous lumiere de Wood. Cette observation oriente vers une structure de type flavonol de
I’aglycone et par conséquent confirme la position du groupement dioside en C-3. La phase

aqueuse est également concentrée sous vide et co-chromatographiée sur une plaque de gel de
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silice Merck F,s4 €luée par le systéme Acétone-Eau (90:10, v/v) avec des sucres de référence.
Aprées révélation et chauffage, cette plaque montre clairement la présence du glucose et du

rhamnose.

Le fait que les deux sucres se soient détachés de 1’aglycone et se soient séparés confirme que
I’aglycone est relié au substituant sucre par un pont oxygeéne d’une part et qu’ils sont reliés

entre eux ¢galement par le biais d’un atome d’oxygene.

La jonction entre le glucose et le rhamnose est en faveur du type 1 (rhamnose)= 6 (glucose)
suite aux valeurs des déplacements chimiques des deux protons anomériques. Cette

observation meéne a un groupement rutinosyle.

Toutes ces observations menent a la structure du kaempferol 3- G-rhamnopyranosyl-(1/6)-b-
D-glucopyranoside (Kaempférol-3-O-rutinoside) connue sous le nom de Nicotiflorine

figure [IV.67.].
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Figure IV.67. La structure de Nicotiflorine
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1V.3.2. Elucidation structurale du composé CCP/10/11

Le spectre RMN 'H ; figure [IV.68.] ; montre la présence d’un noyau aromatique para

substitué, En effet, les quatre protons aromatiques présentent :

e Un systéme AB a 6y = 7,46 ppm (d, /= 8,7 Hz) d’intégration 2H attribuable a H-2’/H-
6’ et a 6y = 6,82 ppm (d, /= 8,7 Hz) d’intégration 2H attribuable a H-3’/H-5".
e Un systtme AX a 6y = 7,61 ppm et oy = 6.31 ppm d’intégration 1H (/ =16.2 Hz)

montre un couplage vicinal éthylénique #rans (CH=CH).

Figure IV.68. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/10/11
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Chapitre IV
Positions RMN 'H (ppm), m, J (Hz)

1 -
2 6.31 (d, /J=16.2 Hz, 1H)
3 7.61 (d, J=16.2 Hz, 1H)
r -

2’/6’ 7.46 (d, J=8.7 Hz, 2H)

3/5 6.82 (d, J=8.7 Hz, 2H)
4 -

Tableau IV.13. Données de la spectroscopie RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé

CCP/10/11

Sur la base de I’ensemble de ces données et en comparaison avec la littérature [6], le
compos¢ CCP/10/11 est identifié comme étant 'Acide p- coumarique ; figure [IV.69.].

HO O

OH

Figure IV.69. La structure de I’Acide p- coumarique

IV.3.3. Elucidation structurale du composé CCP/6/3
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L’examen du spectre RMN 'H ; figure [IV.70.] ; montre la présence d’un ensemble des

signaux caractéristiques un squelette flavonique reconnaissable par :

Le spectre présente des signaux caractéristiques de protons aromatiques. Les protons a
Ou = 6.18ppm (d, /=2.1 Hz) et 6y = 6.35 ppm (d, /= 2.1 Hz) couplent en systéme AB
caractéristiques du cycle A des flavonoides (H-6 et H-8). La constante de couplage (/
= 2.1 Hz) indique la position méta de ces protons I’un par rapport a I’autre.

Deux doublet a oy = 7.71 et 6.87 ppm d’intégration 1H et /=2.2 Hz et /= 8.4 Hz
correspondant aux protons H-2’et H-5’, respectivement.

Un doublet de doublet a 6y = 7.59 ppm d’intégration 1H et J = 84 et /= 2.2 Hz
attribuable aux protons H-6’.

un signal sous forme d’un singulet a 6y = 5.21 ppm, assigné au proton anomérique H-
1" (J=".7 Hz) d’un glucose suggere que ce sucre est sous la forme de S-glucose, ainsi

que les autres signaux entre dy = 3.35 ppm et oy = 3.75 ppm.
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Figure IV.70. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/6/3
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L’analyse du spectre relatif a ’expérience HSQC ; figure [IV.71.]; permet I’attribution

des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

Le H-2’ permet I’attribution du signal a 6c = 116.9 ppm a I’atome de carbone C-2".

Le H-6’ permet Dattribution du signal a 6c = 122.7 ppm a I’atome de carbone C-6.

Le H-5" permet I’attribution du signal a 6c = 116.8 ppm a 1’atome de carbone C-5’.

Le H-8 permet I’attribution du signal a 3¢ = 94.6 ppm a I’atome de carbone C-8.

Le H-6 permet I’attribution du signal a 6c = 100.2 ppm a I’atome de carbone C-6.

Le H-1"’ permet ’attribution du signal & 8¢ = 104.1 ppm a 1’atome de carbone C-1"".
La présence de I'unité sucre est confirmée par :

Deux signaux d’intégration 1H pour chacun, attribuables a H-6"’a, H-6""b a gy = 3.71
ppm (dd, J=11,9, 2.4 Hz) et oy = 3.57 ppm (dd, J=11.9, 5.4 Hz), respectivement.
Une série des signaux résonnant dans I’intervalle [0y = 3,35 - 3,50 ppm] attribuables
aux protons 2°°, 3°’, 4°°,5”” du sucre, localisés aux carbones 6¢c = 77.7 ; 78.2 ; 71,0 et

75.6 ppm, respectivement.

.
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Figure IV.71. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/6/3
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Ces données indiquent qu’il s’agit d’un quercetine glucosylé.
L’ensemble de I’enchainement est prouvé par I’expérience HMBC ; figure [IV.72.]; qui
montre :

e Une tache de corrélation entre le proton anomerique H-1"" et le carbone a d¢c = 135,7
ppm attribuable a C-3 de l'aglycone, confirme la substitution de ce dernier par le
glucose.

e Trois taches de corrélation entre le proton H-6 et les carbones a d¢c = 94.5, 105.1,
162.1 ppm attribuable a C-8, C-4a et C-5, respectivement.

e Quatre taches de corrélation entre le proton H-8 et les carbones a d¢c = 100.2, 105.1,
158.5, 168.2 ppm attribuable a C-6, C-4a, C-8a et C-7, respectivement.

e Quatre taches de corrélation entre le proton H-2" et les carbones a 6c = 123.1, 145.9,
150.1, 159.2 ppm attribuable a C-6’, C-3°, C-4’ et C-2, respectivement.

e Trois taches de corrélation entre le proton H -5’et les carbones a 6¢ = 121.6, 145.9,
150.1 ppm attribuable a C-1’, C-3’ et C-4’, respectivement.

e Deux taches de corrélation entre le proton H-6’et les carbones a 6¢c = 117.7 et 150.1

ppm attribuable a C-2’ et C-4’, respectivement.
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Figure IV.72. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/6/3.
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L'enchainement de cette molécule est confirmé par I'utilisation combinée des mesures sur

les expériences HMBC ; figure [IV.72.] et COSY figure [IV.73.].
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Figure IV.73. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé CCP/6/3
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Positions RMN “C (ppm) RMN 'H 6 (ppm), m, J (Hz)
2 159.2 -
3 136.2 -
4 171.1 -
4a 105.1 -
5 162.1 -
6 100.2 6.18 (d, /=2.1 Hz, 1H)
7 168.2 -
8 94.5 6.35 (d, J=2.1Hz, 1H)
8a 157.0 -
r 121.6 -
2% 116.9 7.71 (d, J=2.2Hz, 1H)
3 145.9 -
4 150.1 -
5 116.8 6.87 (d, J=8.4Hz, 1H)
6’ 122.7 7.59 (dd, J=8.4,2.2,Hz, 1H)
1” 104.1 5.21(d, J="7.7Hz, 1H)
2” 77.7 3.43 (£, J=9.0 Hz, 1H)
3 78.2 3.22 (dt, J=4.3,2.1 Hz, 1H)
4” 71.0 3.35(d, J=9.4 Hz, 1H)
5 75.6 3.48 (d, /=28.0 Hz, 1H)
6”’ 62.5 3.71(dd, J=11.9,2.4 Hz, 1H)

3.57 (dd, J=11.9, 5.4 Hz, 1H)

Tableau IV.14. Données de la spectroscopie RMN 'H et °C (600 MHz, MeOH-d4) du
compos¢ CCP/6/3

Les données spectrales obtenues confirment la structure du composé CCP/6/3 comme

¢tant la : Quéricétine-3-O-B-Glucopyranoside (isoquercetine) ; figure [IV.74.].

HO

OH

OH
OH
OH
0 OH
OH
(0]
OH

Figure IV.74. La structure de I’isoquercetine.
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1V.3.4. Elucidation structurale du composé CCP/12/8

b5

b4 bg~OH

bl
b3 b7

b2 b8

L’examen du spectre RMN 'H; figure [IV.76.] montre:

De nombreux pics entre oy = 6.3 -7.4 ppm, ce qui laisse présager la présence de plusieurs

noyaux aromatiques dans la molécule. Le spectre présente des déplacements chimiques

compatibles avec ceux observés pour un systtme ABX substituée. Dans 1’ensemble nous

avons 10 insaturations.

D’une part un singulet (s) & oy = 3.88 ppm d’un (O-CH3).

oy =7.10 ppm (s, 1H) et 6y = 6.72 ppm (d, /=7 Hz, 1H) et oy = 7.03 ppm (dd, J =8.2
Hz, J = 1.6 Hz, 1H) attribuable respectivement aux protons H-5a, H-8a et H-9a,
témoignant ainsi deux substitution en 6a et 7a (Fragment A).

D’autre part on observe un doublet (d) d’intégration 2H a 6y = 6.78 ppm (J = 7.4Hz)
correspondant aux protons (H-5b / H-7b).

Un doublet (d) a dy= 7.06 ppm (J = 8 Hz) correspondant aux protons (H-4b / H-8b)
d’un noyau aromatique para di-substitu¢ (fragment B).

Deux doublets (d) a o= 6.39 ppm, Ha (d, /=15.7 Hz) et a 6y = 7.43 ppm, HP (d, /=
15.6 Hz) indiquant la présence de deux protons vicinaux d’une double liaison de
configuration #rans. Leurs déplacements chimiques déblindé pourraient étre dus a une
conjugaison de la double liaison avec un carbonyle (Fragment C).

La présence de deux triplet (¢ a 6y = 2.76 ppm et dy= 3.48 ppm (J = 7.4Hz, 2H)
attribuable a deux CH,, le déplacement chimique déblindé indique 1’attachement du
groupement a une fonction amide. (Fragment D).

» L’absence d’autres signaux dans ce spectre permet d’attribuer des hydroxyles aux

positions 6a et 6b.
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Figure IV.75. Les fragments du composé¢ CCP/12/8

CCP/12/8 1H E §
=
TR 88533RRERREBERBIARR ] J S8a35a3K3eeRepA RRXRSE
NNRNRNNRRRR GG6S666666G606660 ¥ ¥ Immmmmbmnnmebhe [SENENEN NN
N = SN g | [ N PN SN
L OCH3
/
T T T T T T T T T T
76 75 74 7. 72 71 70 69 68 67 66 65 64 6.3
1 (ppm)
Hp-2
|
W
T A A ey Iy T x T
& s A &k 8 a8 s X 3
c S S - - N - A -
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T v
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6
f1 (ppm)

Figure IV.76. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé CCP/12/8

L'examen du spectre COSY (1H-1H) ; figure [IV.77.] ; révele :

e Une tache de corrélation entre les deux triplets & oy = 2.76 ppm et oy = 3.48 ppm

attribuable a un groupement de deux CHo.
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e les deux signaux a oy = 7.43 ppm (J =15.6 Hz) et 6y = 6.39 ppm (J = 15.7 Hz), qui
présentent entre eux un couplage, apparaissent sous forme de deux doublets intégrant
chacun un proton éthylénique de configuration E.

e Une tache de corrélation entre les protons a oy = 7.06 ppm (/= 8 Hz) et oy = 6.78 ppm
(J/ = 7.4 Hz) ce qui confirme le couplage ortho ainsi leur attribution et donc une
substitution du noyau B en 6 et 3.

e Une tache de corrélation entre le proton oy = 7.03 ppm et oy = 7.10 ppm ce dernier

correle avec le proton a oy = 6.72 ppm qui caractérise un systéeme ABX.
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Figure IV.77. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/12/8

L’expérience de corrélation hétéro nucléaire a longue distance HMBC ; figure [IV.80.] ;
montre :

e une tache de corrélation entre CH, a dy = 3.48 ppm avec les carbones Cb-3 a ¢ =

131.4 ppm, Ca-1 a 5¢c = 169.38 ppm et Cb-2 a d¢c = 35.5 ppm, et I'autre CH, a 6y =

2.76 ppm corrélé avec les carbones Cb-3 a 6¢c = 131.4 ppm et Cb-1 a 6¢c = 42.6 ppm

indiquant que le groupement CH,—CH, est attaché a la position Cb-3, et cela permet

de lier le fragment D au fragment B.
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Figure IV.78. Liaison des fragments B et D du compos¢ CCP/12/8.

En effet le spectre HMBC ; figure [IV.81.] ; montre :

e Une tache de corrélation correspond au doublet a dy = 7.44 ppm attribué a H-a3 et aux
signaux a oc = 111.1 ppm, 6¢c = 118.0 ppm, d¢c = 123.1 ppm, et d¢c = 169.3 ppm,
attribués aux carbones Ca-5, Ca-2, Ca-9 et Ca-1, respectivement.

e Une tache de corrélation correspondant au doublet a dy = 6.39 ppm attribuable a H-
a2, avec les signaux a ¢ = 169.3 ppm et d¢c = 127.9 ppm attribuable aux carbones Ca-
1 et Ca-4, respectivement.

e Deux taches de corrélations correspondantes aux protons H-a2, H-a3 couplés au
carbone quaternaire résonnant a un champ faible a ¢ = 169.3 ppm, indiquant qu’il
s’agit d’un carbone de carbonyle cela permet de lier le fragment A au fragment C.

e Une tache de corrélation correspond au multiplet a dy = 7.10 ppm attribué a Ha-5 et
aux signaux a ¢ = 123.5 ppm, o¢c = 142.3 ppm et d¢c = 150.6 ppm attribués aux
carbones Ca-9, Ca-6 et Ca-7, respectivement.

e Une tache de corrélation correspond au doublet a 6y = 6.78 ppm attribué a Hb-5 et aux
signaux a 8¢ = 130.4 ppm et Oc = 157.4 ppm attribués aux carbones Cb-4 et Cb-6,

respectivement.

Figure IV.79. Liaison des fragments A et C du composé¢ CCP/12/8
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e Une tache de corrélation entre les protons a oy = 3.48 ppm et oy = 6.39 ppm et le

carbone a 6¢ =169.38 ppm, ce qui peut déterminer la structure finale de ce composé.

Figure IV.80. Les corrélations HMBC du composé¢ CCP/12/8
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Figure IV.81. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/12/8.
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Figure IV.82. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/12/8.

Positions RMN “C & (ppm) RMN 'H & (ppm), m, J (Hz)

al 169.3 -
a2 118.0 6.39 (d, /= 15.7 Hz)
a3 141.6 7.43 (d, J=15.6 Hz)
a4 127.9 -
as 111.1 7.10 ()
a6 142.3 -
a7 150.6 -
O-CH3 56.1 3.88 (s, 3H)

a8 115.8 6.72 (d, J="7 Hz)
a9 123.1 7.03 (dd, J=8.2, 2.4 Hz)
b1 42.2 3.48 (d, J="1.4 Hz)
b2 35.5 2.76 (t, J="17.4 Hz)
b3 131.4 -

b4/b8 130.4 7.06 (d, /=8 Hz)

b5/b7 116.2 6.78 (d, J="1.4 Hz)
b6 157.4 -

Tableau IV.15. Données de la spectroscopie RMN 'H et "*C (600 MHz, MeOH-d4) du
compos¢ CCP/12/8
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Les données spectrales obtenues confirment la structure du compos¢ CCP/12/8 comme

étant : N-trans-3-hydroxy-4-methoxy cinnamoyltyramine ; figure [IV.83.].
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H (e}
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\ N
H
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o

Figure IV.83. La structure de Tamgermanetin

IV.3.5. Elucidation structurale du composé CCP/9/7

Les données RMN 'H de ce composé suggérent son appartenance 4 la classe des
flavonoides ou il est observé sur le spectre RMN 'H; figure [IV.84.] ; quatre signaux
doublets (d) et un autre sous forme de doublet de doublets (dd), d’intégration 1H chacun, dans
la zone des protons aromatiques. Aussi, un nombre important de signaux dans la zone des

protons osidiques est détecté.

L’assignement des protons aromatiques a leurs carbones sur le spectre HSQC ; figure

[IV.85.] ; conduit a la distinction entre les protons des cycles A et B.
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e Deux doublets (d) résonant a 6y = 6,16 ppm qui corresponds au carbone a d¢ = 100.8
ppm et oy = 6,34 ppm qui corresponds au carbone a d¢c = 95.0 ppm et qui possedent
une constante de couplage /= 2,2 Hz traduisant un couplage ortho, sont attribués aux
protons du cycle A (H-6 / H-8), respectivement.

e Les signaux restant ; figure [IV.84.] ; indiquent la présence d’un cycle B de type 1, 3,
4-trisubstitué¢ suite aux multiplicités et valeurs des constantes de couplage dont le
signal sortant a oy = 7,66 ppm (d, J = 2,2 Hz) est attribué¢ au proton H-2'. Le signal
résonant a oy = 7,63 ppm (dd, J = 8,5-2,2 Hz) correspond au proton H-6' et en
conséquence le proton H-5' résonne a oy = 6,86 ppm (d, /= 8,4 Hz).
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Figure IV.84. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/9/7
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Figure IV.85. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/9/7

La densité remarquée des signaux sortant dans la zone des protons et carbones osidiques
témoigne de la présence de plus d’une unité osidique. Ceci est supporté par les deux signaux
des protons anomériques résonant a oy = 5,06 (d, /= 7,7 Hz, H-1") et 4,52 (s, H-1") ; figure
[IV.84.] ; liés aux carbones C-1" a 8¢ = 104,5 ppm et C-1"" a 8c = 101.9 ppm, par 1’analyse du

spectre HSQC. Ces données attestent la présence des deux osides

L’existence d’un hexose de type glucose est démontrée par les corrélations observées sur le
spectre COSY H-H ; figure [IV.86.] ; entre le proton anomérique H-1" & oy = 5.06 ppm et le
proton H-2" a oy = 3.47 ppm ainsi par les grandes valeurs des constantes de couplage de H-
protons. Le couplage des protons H-1" et H-2" avec J = 7,4 Hz attribue pour ce glucose une

configuration f. Il s’agit donc d’un f-D-glucose.

Ainsi, la présence d’un rhamnose est mise en évidence suite a 1’analyse des corrélations
observées sur le spectre COSY H-H ; figure [IV.86.] ; des protons osidiques restant en
partant du deuxiéme proton anomérique H-1" a dy = 4,52 ppm (s, 1H). Ces corrélations
permettent de repérer I’enchainement H-1"'/H-2"" a oy = 3,63 ppm (t, /= 2.4 Hz). Les valeurs

de constantes de couplage indiquent une orientation équatoriale pour les protons H-1"" et H-
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2" et un arrangement axial pour les protons H-3"', H-4"" et H-5"" confirmant alors 1’existence

de ’unité osidique a-L-rhamnose.

L’enchainement osidique est déterminé comme étant un rutinoside impliquant une jonction
(1—6) glucose-rhamnose, en raison d’une part, du déblindage du carbone C-6" (6¢ = 68.1) du
glucose par rapport a un glucose terminal C-6" a 8¢ = 61 ppm et d’autre part, de la valeur du

déplacement chimique du carbone anomérique C-1" a ¢ = 101.9 ppm du rhamnose.

‘cosy-ccp9/7

f1 (ppm)
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Figure IV.86. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/9/7

L’ensemble de ces données spectroscopiques, et en comparaison avec celles de la
littérature [7] permettent d’attribuer pour le compos¢ CCP/9/7 la denomination : Quercétine-

3-O-rutinoside (Rutine) ; figure [1V.87.]
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Figure IV.87. La structure de Rutine

1V.3.6. Elucidation structurale du composé CCP/4/14

OH
2 g

L’analyse du spectre RMN 'H ; figure [IV.88.] ; montre:

e Un signal sous forme d’un doublet de doublet (dd) a oy = 2,87 ppm avec une constante
de couplage /=17,4 et 2.6 Hz (un couplage géminal et ortho) attribu¢ a H-4a.

e Un signal sous forme d’un doublet de doublet (dd) a &y = 3.02 ppm avec une constante
de couplage /= 17,3 et 4,7 Hz (un couplage géminal et ortho) attribué a H-4.

e Par ailleurs, le signal sous forme d’un singulet (s) qui apparait a 6y = 5,05ppm attribué
a H-2.

o Lesignal a dy = 5,55 ppm sous forme d’un singulet () attribuable a H-3.
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e Lesignal a 8y = 5,98 ppm sous forme d’un singulet () attribuable a H-6 / H-8.
e Le signal a oy = 6,83 ppm sous forme d’un doublet (&, /= 7.9 Hz ; un couplage ortho)
attribuable a H-6’.

e Le signal a &y =6,72 ppm sous forme d’un doublet (d, /= 8.1 Hz ; un couplage ortho)
attribuable a H-5’. Ce ci confirme I’hydroxylation des positions 3’ et 4’ du cycle B.
e Lesignal a &y = 6,96 ppm sous forme d’un singulet () attribuable a H-2".

e Lesignal a oy = 6,97 ppm sous forme d’un singulet (s) attribuable a H-2*’/H-6"".
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Figure IV.88. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/4/14

L’expérience COSY (H-H) ; figure [IV.89.] ; permet d’observé les corrélations suivants:

e Le proton H-4a et le proton H-4f résonant sous forme de doublet de doublet (dd) a on
= 3.02 ppm et oy = 2.87 ppm, les deux protons corrélent avec un signal singulet (s) a
0y = 5.55 ppm correspondant au proton H-3, ce dernier donnant une tache de

corrélation avec le proton H; résonant a 8y = 5.05 ppm.
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Figure 1V.89. Spectre COSY (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/4/14
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L’expérience de corrélation direct proton-carbone HSQC ; figure [IV.90.]; montre les

couplages entre:

e Les deux protons H-4a, H-4b et son carbone C-4 résonant a oy = 27.5 ppm.
e Le proton H-3 et son carbone C-3 résonant a éy = 69.7 ppm.

e Le proton H-2 et son carbone C-2 résonant a éy = 78.7 ppm.

e Le proton H-8 / H-6 et son carbone C-8/C-6 résonant a dy = 96.8 ppm.

e Le proton H-2’ et son proton C-2’ résonant a oy = 115,3 ppm.

e Le proton H-5’ et son proton C-5’ résonant a 6y = 116.0 ppm.

e Le proton H-6’ et son proton C-6’ résonant a oy = 119.3 ppm.

e Le proton H-2"’/ H-6"’ et son proton C-2""/C-6"’ résonant a oy = 110.1 ppm.
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Figure I1V.90. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du composé CCP/4/14

En effet le spectre HMBC ; figure [IV.92.] ; montre :

e Une tache de corrélation correspond au singulet a oy = 6.97 ppm attribué a H-2*’/H-6"’

et les signaux a 8¢ = 110.1 ppm, 6¢c = 121.4 ppm, ¢ = 140.1 ppm, 6¢c = 146.5 ppm et

Oc = 167.8 ppm, attribués aux carbones C-2°°, C-1’, C-4’, C-3/C-5"" et C=0.

e Une tache de corrélation correspond au singulet a 6y = 6.96 ppm attribué a H-2’ et les

signaux a 6c = 78.7 ppm, d¢c = 119.3 ppm et 6c = 146.1 ppm, attribués aux carbones

C-2,C-6’ et C-4’, respectivement.

e Une tache de corrélation correspond au doublet & oy = 6.83 ppm attribu¢ a H-6’ et les

signaux a 6c = 78.7 ppm, 6c = 115.3 ppm et ¢ = 146.1 ppm, attribués aux carbones

C-2, C-2’ et C-3’, respectivement.

e Une tache de corrélation correspond au doublet a oy = 6.72 ppm attribué¢ a H-5" et les

signaux a d¢c = 115.3 ppm, ¢ = 119.3 ppm, 6¢c = 131.6 ppm et 6¢c = 146.1 ppm,

attribués aux carbones C-2’, C-6’, C-1’°, C-3’, respectivement.

e Une tache de corrélation correspond au singulet a oy = 5.98 ppm attribué a H-6 / H-8

et les signaux a oc = 96.8 ppm, d¢c = 99.6 ppm et dc = 158.1 ppm, attribués aux

carbones C-6/C-8, C-4a et C-7, respectivement.
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Une tache de corrélation correspond au singulet a 6y = 5.05 ppm attribué¢ a H-2 et les
signaux a d¢ = 69.7 ppm, d¢ = 115.3 ppm et 5¢c = 119.3 ppm, attribués aux carbones C-
3,C-2’ et C-6°, respectivement.

Une tache de corrélation correspond au doublet a SH= 3.02 ppm attribué a H-4a et les
signaux a d¢c = 99.6 ppm et 6c = 158.5 ppm, attribués aux carbones C-4a et C-5,
respectivement.

Une tache de corrélation correspond au doublet & 6H = 2.87 ppm attribué a H-48 et les
signaux a 6c = 69.7 ppm, o¢c = 78.7 ppm et 6¢ = 99.6 ppm, attribués aux carbones C-3,
C-2 et C-4a, respectivement.

La présence d’un ester gallique est mise en évidence par le dc—o = 167.8 ; figure
[IV.92.]. Le point d’attache de I’ester gallique est confirmé par le spectre HMBC ou
on observe une tache de corrélation entre dy.3 = 5.55 ppm et le carbonyle a dc—o =

166,7 ppm ; figure [IV.92.].

OH

OH
OH

Figure IV.91. Les corrélations HMBC du compos¢ CCP/4/14
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Figure I1V.92. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/4/14

Positions RMN “C 6 (ppm) RMN "H & (ppm), m, J (Hz)

1 - -

2 78.7 5.05 (s, 1H)

3 69.7 5.55 (s, 1H)

4 27.0 3.02 (d, J=17.3 Hz, 1H)
2.87 (d, J=17.2 Hz, 1H)

4a 99.6 -

5 158.5 -

6 96.8 5.98(s, 1H)

7 158.1 -

8 96.8 5.98(s,1H)

8a 157 -

1 131.6 -

2’ 115.3 6.96 (s, 1H)

3 146.1 -

4 146.1 -

5 116.0 6.72 (d, J= 8.1 Hz, 1H)

6’ 119.3 6.83 (d, J=7.9 Hz, 1H)
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1° 121.4 _

27/6’ 110.1 6.97 (s, 2H)
3%°/5” 146.5 _
4> 140.1 -
1°”’ (C=0) 167.8 _

Tableau IV.16. Données de la spectroscopie RMN 'H et '*C du composé CCP/4/14
(600 MHz, MeOH-d4)

Les pics a 0.4, = 3.02 ppm (dd, J4a-4f =17.4 Hz, J4a-3 = 2.6 Hz) et Sp.4p = 2.87 (dd, J
4a-4f = 174 Hz, J 4B-3 = 4.6 Hz) présentent la stéréochimie du cycle C de
I’épigallocatéchine.

Les corrélations en 'J (H-C) du spectre HSQC ; figure [IV.90.] ; et 2J-'J (H-C) du spectre
HMBC ; figure [IV.92.]; en plus de la comparaison des données RMN avec ceux de la
littérature [1] ont permis d’attribuer sans équivoque ce composé a 1’Epigallocatéchine-3-O-

gallate ; figure [I1V.93.]

OH

OH

HO O \\\\\\\
* OH

“uy,
7
(0]

OH OH

OH

OH

Figure IV.93. La structure de I’Epigallocatéchine-3-O-gallate.

187



Chapitre IV Résultats et Discussions

IV.3.7. Elucidation structurale du composé CCP/11/12

L’examen du spectre RMN 'H ; figure [IV.94.] ; enregistré dans MeOH-d4 a 600 MHz

montre:

e Un noyau aromatique tri-substitué. En effet, les protons aromatiques du spectre
résonnent sous forme d’un doublet (d, /= 8.6 Hz) d’intégration 2H a dy =7.42 ppm
attribuable aux protons H-2 / H-6, et un doublet (d) d’intégration 1H a oy = 6.79 ppm
attribuable a H-5.

e La présence d’un groupement OCH,CHj; par 1’apparition des signaux de O-CH, a dy
=429 ppm (¢, J=10.5 Hz) / 8¢ = 61,10 ppm et du groupement CH; a éy = 1.35 ppm
(d, J=17.1)/06c = 14.54 ppm.
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Figure IV.94. Spectre RMN 'H (600 MHz, MeOH-d4, § ppm) du composé CCP/11/12

Le spectre HMBC montre ; figure [IV.95.] :

e Une tache de corrélation correspond au doublet (d) a o0y = 7.42 ppm attribué a H-2 / H-
6 et les signaux a o¢ = 123.0 ppm, d¢c= 146.1 ppm, 6¢c = 151.2 ppm et dc = 167.8 ppm,
attribués aux carbones C-6, C-4, C-1 et C=0.

e Une tache de corrélation correspond au doublet (d) a 6y = 6.79 ppm attribué a H-5 et
les signaux a 8¢ = 123.0 ppm et 8¢ = 145.7 ppm, attribués aux carbones C-6 et C-3.

e Une tache de corrélation correspond au triplet (#) a oy = 4.29 ppm attribué a H-1" et les
signaux a d¢ = 14.5 ppm et 6¢ = 167.8 ppm, attribués aux carbones C-2° et C=0.

e Une tache de corrélation correspond au doublet (d) a dy = 1.35 ppm attribué a H-2’ et

le signal a 8¢ = 61.1 ppm, attribués aux carbones C-1’.
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Figure IV.95. Spectre HMBC (600 MHz, MeOH-d4) du composé¢ CCP/11/12
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Figure I'V.96. Spectre HSQC (600 MHz, MeOH-d4) du compos¢ CCP/11/12.
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Positions RMN “C 6 (ppm) RMN 'H 6 (ppm), m, J (Hz)

1 151.2 -

2 116.8 7.42 (d, J= 8.6 Hz, 1H)

3 145.7 -

4 146.1 -

5 115.5 6.79 (d, /= 8.0 Hz, 1H)

6 123.0 7.41 (d, /= 8.6 Hz, 1H)
C=0 167.8 -

| 61.1 4.29 (¢, J=10.5 Hz, 2H)

2’ 14.5 1.35 (d, J=14.1 Hz, 3H)

Tableau IV.17. Données de la spectroscopie RMN 'H et °C (600 MHz, MeOH-d4)du
compos¢ CCP/11/12

Sur la base de I’ensemble de ces données RMN IH, HSQC et HMBC, le composé
CCP/11/12 est identifié comme étant Acide éthyle ester protocatéchique ; figure [IV.97.].

¢

OH

OH

Figure IV.97. La structure de I’acide éthyle ester protocatéchique
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IV .4. activité biologique
IV.4.1. Activité antioxydante
IV.4.1.1.Test DPPH

o Calligonum azel

Les résultats de la capacité¢ de piégeage des radicaux des trois extraits Chloroforme
(CAPI1), Acétate d’éthyle (CAP2) et Méthanol (CAP3) de I’espece Calligonum azel, nous
permettent de tracer les graphes de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration pour chaque échantillon testé ; figure [IV.98.]. Nous remarquons que le
pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec I’augmentation de la concentration de

tous les extraits ainsi que pour le témoin BHT.

100 ~
90 -
80 -
70 A

60 -
50 - =¢—CAP1

40 - == CAP2

3o - el CAP3
20
10

% inhibition

Concentration (ug/ml)

Figure.IV.98. Courbe représentant de I’activité anti radicalaire DPPH des extraits de C. azel

Les trois extraits CAP1, CAP2 et CAP3 ont prouvés un effet scavenger puissant vis-a-vis
du radical DPPH. Les valeurs des ICsy sont inversement proportionnelles a D’activité

antioxydante ; tableau [I'V.18.]

D’apres le figure [IV.98.] de I’espéce C. azel, on remarque un classement décroissant des
valeurs de ICs et par conséquent une activité antioxydante croissante : CAP1 (ICsop=179.88 +
0,42 pg/ml) < CAP2 (ICsp= 113.69 £ 0,46 pg/ml) < CAP3 (ICsp= 106.25 £+ 0,82 pg/ml) par
rapport au témoin BHT (ICso=73.1 + 1.70 pg/ml) [8].
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L’activité anti-radicalaire manifestée par I’extrait CAP1 est deux fois plus moins puissante

que celle du BHT.

Extraits ICso (ng/ml)
CAP1 179.88 + 0,42
CAP2 113.69 £ 0,46
CAP3 106.25 £ 0,82
BHT 73.1+1.70

Tableau IV.18. Pouvoir d’inhibition ICso des extraits de C. azel

En se basant sur ces résultats obtenus, nous pouvons conclure que la variation de capacité
anti-oxydante de ces extraits comparativement a celle du témoin BHT pourrait étre
principalement due a la présence de composés phénoliques, et de leur taux dans ces extraits.
En comparaison avec ’antioxydant standard, 1’extrait méthanol s’avérent étre mieux actifs
comme piégeurs du radical DPPH par rapport a 1’extrait acétate d’éthyle, par contre I’extrait

chloroforme a montré une capacité la plus basse a piéger les radicaux libres DPPH.

e Calligonum comosum

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire DPPH de différentes concentrations des trois
extraits Chloroforme (CCP1), Acétate d’éthyle (CCP2) et I’extrait Méthanol (CCP3)
consignés en pourcentages d’inhibition nous permettent de déterminer les valeurs de I’ICs

des trois extraits pour comparer leurs activités par rapport au t¢émoin BHT ; figure [IV.99.].
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Figure 1V.99. Courbe représentant 1’activité anti-radicalaire DPPH des extraits de C.

comosum

A partir de la précédente courbe nous avons calculé les ICsy pour faire une comparaison entre

nos extraits et le tétmoin BHT ; tableau [IV.19.].

Extraits IC50 (ng/ml)
CCP1 52.77 £ 0,40
CCP2 184.78 £ 1.56
CCP3 127.96 £ 0,18
BHT 73.10+1.70

Tableau IV.19. Pouvoir d’inhibition ICs, des extraits de C. comosum

D’apres les résultats de cette activité, nous avons remarqué que 1’extrait CCP1 a montré le
pourcentage d’inhibition le plus élevé, suivi par I’extrait CCP3 et enfin I’extrait CCP2 avec le
pourcentage d’inhibition le plus bas. Donc nous pouvons classer nos extraits selon leurs
activités : CCP1 (ICsp= 52.77 £ 0,40 pg/ml) > CCP3 (ICsp= 127.96 + 0,18 pg/ml) > CCP2
(ICsp= 184.78 £ 1.56 pg/ml).
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L’activité anti-radicalaire manifestée par CCP1 avec une valeur de I1Csy = 52.77 + 0.40 pg/ml
est inferieure a celle du BHT. Tous ces résultats montrent que I’extrait Chloroforme est un

antioxydant tres actifs, plus fort que les extraits Acétate d’éthyle et Méthanol.
Nous ppouvons classer nos extraits selon leurs activités :
BHT > CCP1 > CCP3 > CCP2

L’histogramme ci-dessous ; figure [IV.100.] ; résume les résultats du test DPPH réalise pour

les extraits C. azel et C. comosum.

200 - 184,78
179,88
150 1 127,96
10625 11369

100 -

52,77
N I

CCP1  CAP3 CAP2 CCP3  CAPI CCP2

Figure I'V.100. Pourcentage de I’activité Anti-oxydante (scavenger) DPPH des différents

extraits de C. azel et C. comosum.

Le profil d’activité anti-radicalaire obtenu des deux especes révele que I’extrait CCP1 de C.

comosumest le plus actif.

IV.4.1.2.Test ABTS

e Calligonum azel

La figure [IV.101.] montre les droites de régression des pourcentages d’inhibition tracées

en fonction de la concentration des extraits étudiés.

On observe que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de

la concentration des extraits.
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Figure IV.101. Courbe représentant I’activité anti-radicalaire ABTS" des extraits de C. aze/

M r_r . o e,y . . +
Tous les extraits se sont avérés avoir une activité antioxydante par 1’essai d’ABTS"™ avec

des pourcentages d’inhibition assez proches.

L’extrait CAP3 est le plus actif, avec une ICsp = 82.22 + 0.14 ug/ml, suivi par I’extrait CAP2
avec une ICso = 82.37 + 0.53 pg/ml, dont ils sont proche a ICsy du témoin Trolox 1Csy = 58.14
+ 2.50 pg/ml [9], et enfin I’extrait CAP1 avec ICsp = 104.96 + 0.58 pg/ml ; tableau [IV.20.].

Extraits 1Cso (ng/ml)
CAP1 104.96 + 0.58
CAP2 83.37 £0.53
CAP3 82.22 +£0.14
Trolox 58.14 +£2.50

Tableau IV.20. Pouvoir d’inhibition ICsy des extraits de C. aze/

L’extrait CAP1 a la plus faible activité par rapport aux autres extraits et montre un ICsg
deux fois plus grand que celui du témoin Trolox. Ces résultats sont logiques car les
polyphénoles et les flavonoides sont plus abondants dans les extraits polaires.

Les résultats obtenus permettent de classer nos extraits selon leurs ordres d’efficacité :

Trolox > CAP3 > CAP2 > CAPI

e Calligonum comosum
Les pourcentages d’inhibitions des extraits testés a différentes concentration par la

méthode de ’ABTS" nous ont permis de dessiner la courbe présentée dans la figure [IV.102.]
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Figure IV.102. Courbe représentant 1’activité anti radicalaire ABTS" des extraits de C.
comosum

A partir de la précédente courbe nous avons calculé les valeurs d’ICsyp pour faire une

comparaison entre nos extraits et les standards qui sont résumés dans le tableau [IV.21.].

Extraits ICs9 (ng/ml)
CCP1 41.47+0.45
CCP2 491.58 £ 0.16
CCP3 117.10 = 0.66
Trolox 58.14 +2.50

Tableau IV.21. Pouvoir d’inhibition ICs, des extraits de C. comosum

Lfextrait CCP1 montre une meilleure activité antioxydante par rapport aux autres extraits
ainsi que le standard, avec un ICsy de 41.47 + 0.45 pg/ml, inferieure a celles du standard
Trolox ICsp = 58.14 + 2.50 pg/ml, alors que 1’extrait CCP2 possede 1’activité antioxydante la

plus faible dans ce test.

Les résultats obtenus permettent de classer nos extraits selon leurs ordres d’efficacité :

CCP1 > Trolox > CCP3 > CCP2

L’histogramme ci-dessous ; figure [IV.103.] ; résume les résultats des tests ABTS" réalisés

pour les extraits C. azelet C. comosum.
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Figure IV.103. Pourcentage de 1’activité Antioxydante ABTS" des différents extraits de C.
azel et C. comosum

IV.4.1.3.Test FRAP

o Calligonum azel

Dans la présente étude, les résultats de I’activité réductrice de l'ion ferrique des extraits
Chloroforme (CAP1), Acétate d’éthyle (CAP2) et Méthanol (CAP3) sont présentés dans la
figure [IV.104.].
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Figure 1V.104. Courbe représentant 1’activité anti radicalaire FRAP des extraits de C. aze/
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L'absorbance des trois extraits est clairement augmenté, en raison de la formation du
complexe [Fez+-TPTZ] avec une concentration croissante. Les extraits ont montré une
augmentation de pouvoir réducteur ferrique avec la concentration accrue.

Le tableau ci-dessous tableau [IV.22.] ; résume les valeurs du pouvoir antioxydant ICsy de
chaque extrait testé ainsi que le standard BHA, calculées graphiquement par les régressions

linéaires des graphes tracés.

Extraits ICs9 (mg/ml)
CAP1 22.30+0.45
CAP2 491.58 £0.16
CAP3 117.10 £ 0.66
BHA 0.048 +£0.50

Tableau IV.22. Pouvoir d’inhibition ICso des extraits de C. azel

Tous les extraits ont montré des valeurs de ICs trés grand a celui du standard 1Csy = 0.048
+ 0.50 (mg/ml), ce qui permet de nous conclure qu’aucun des extraits a montré une activité en
comparaison avec le standard BHA.

Le classement des extraits par ordres d’efficacité est comme suit:

BHA > CAPI1 > CAP3 > CAP2

e Calligonum comosum

Les résultats obtenus du test de mesure de I’activité réductrice de 1'ion ferrique des extraits
Chloroforme (CCP1), Acétate d’éthyle (CCP2) et Méthanol (CCP3) nous permettent de tracer
le graphe de variation de 1’absorbance en fonction de la concentration pour chaque échantillon

testé ; figure [IV.105.].
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Figure I'V.105. Courbe représentant I’activité anti-radicalaire FRAP des extraits de C.
comosum

199



Chapitre IV Résultats et Discussions

La valeur de I’'ICs, des trois extraits ainsi que le témoin BHA, sont également regroupé sur le

tableau [IV.23.]

Extraits ICs9 (mg/ml)
CCP1 9.31 +£0.38
CCP2 1338.81 +24.88
CCP3 17.69 +0.98
BHA 0.048 +£0.50

Tableau IV.23. Pouvoir d’inhibition ICsq des extraits de C. comosum

Les résultats obtenus ont ét¢ comparé par rapport au standard BHA avec ICsy = 0.048 +
0.50 mg/ml [9].
Tous les extraits de C. comosum ont montré un pouvoir réducteur de l'ion ferrique avec un
ICso de 9.31 £ 0.38 mg/ml, 1338.81 + 24.88 et 17.69 + 0.98 de CCP1, CCP2, CCP3
respectivement, ce qui est relativement trés faible par rapport au standard BHA ; tableau
[IV.23.].
L’histogramme ci-dessous ; figure [IV.106.] ; résume les résultats du test FRAP réalise pour

les extraits C. azel et C. comosum.
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Figure IV.106. Pourcentage de I’activité Antioxydante FRAP des différents extraits de C.

azel et C. comosum
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1V.4.2. Activité antibactérienne

e Calligonum azel

L'évaluation de l'activité antimicrobienne a été réalisée sur les trois extraits Chloroforme
(CAPI), Acétate d’éthyle (CAP2) et Méthanol (CAP2) de C. aze/ et sur I’antibiotique controle

ampicilline (10 mg/ml), contre les souches bactériennes citées ci-dessous.

Tous les résultats obtenus des zones d’inhibitions (ZI) des trois extraits de C. aze/ ainsi que
les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale

bactéricide (CMB) sont regroupés dans le tableau [I1V.24.]
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Extraits organiques de C. azel

Standard

Micro-organismes CAP1 CAP2 CAP3 Ampicilline (10pg/ml)
Z1+DS CMI CMB CMB/ Z1+DS CMI CMB CMB Z1+DS CMI CMB CMB/ Z1+DS CMI CMB
CMI / CMI CMI
SP; Staphylococcus epidermidis CIP 106510 | 16.3+0.58 | 2.34 | 9.37 4 14.7+£0.58 | 1.17 4.68 4 6+0 9371 375 4 21.33+0.57 | 0.07 | 0.62
SP, Staphylococcus aureus ATCC 25923 17+1 234 | 937 4 17.7+£0.58 | 2.43 9.37 | 3.85 16.3+0.58 1.17 | 4.68 4 26.66+0.57 | 0.07 | 0.62
SPy; Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 16.3+0.58 | 2.34 | 9.37 4 13.7¢1.53 | 1.17 4.68 4 6+0 9371 375 4 13.33+0.57 | 0.01 3
SP¢ Listeria monocytogenes ATCC 19115 20+0 1.17 | 4.68 4 16+1 2.34 18.7 | 7.99 16.3+0.58 1.17 | 4.68 4 12.33+0.57 | 0.02 | 0.09
SPy; Bacillus cereus ATCC 11778 16.3+1.53 | 2.34 | 9.37 4 14.3+£0.58 | 2.34 9.37 4 6+0 9371 375 4 26+1 0.07 | 0.62
SPs E. coli ATCC 35218 11.740.58 | 2.34 | 9.37 4 16.3+£0.58 | 2.34 9.37 4 6+0 9371 375 4 12.33+0.57 | 0.02 | 0.09
SPy Salmonella typhimurium ATCC 1408 16.7+0.58 | 2.34 | 9.37 4 6+0 1.17 4.68 4 14.3+0.58 | 2.34 | 9.37 4 18+1 0.02 | 0.09
PAO, | Pseudomonas aeruginosa PAO1 16.3+1.15 | 2.34 | 9.37 4 6+0 9.37 37.5 4 6+0 9371 375 4 22.67+£0.57 | 0.01 12

Tableau IV.24. Résultats de 1’activité antibactérienne des trois extraits de C. azel

71 : Zone d’Inhibition (en mm)

CAP1 : Extrait Chloroforme du C. azel
CAP2 : Extrait Acétate d’éthyle du C. aze/
CAP3 : Extrait Méthanol du C, azel

CMI et CMB: en pg/ml

DS : Ecart type

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice
CMB : Concentration Minimale Bactéricide
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D’apres (Ponce ef al 2003) [10] et (Moreira et al. 2005) [11], les résultats de ’activité
antibactérienne de nos extraits sont en majorité trés actifs (DZI = 15 - 19 mm) ou actifs (DZI

=9 - 14 mm).

L’extrait chloroforme a montré une meilleure activité antibactérienne contre SP3, SP1, SP13,
SP6, SP11, SP9 et PAOI dont les diameétres d’inhibition sont supérieure a 15 mm, avec une

considérable croissance contre SP5 avec un diamétre d’inhibition de 11.7 mm.

L’extrait acétate d’éthyle montre une bonne activité antibactérienne contre SP1, SP6 et SP5
avec un diametre d’inhibition de 17.7, 16 et 16.3 mm respectivement, et trés faible activité

contre SP9 et PAO1 avec un diameétre d’inhibition inferieure a 9 dont ZI = 6 mm.

L’extrait de méthanol a une meilleure activité antibactérienne contre SP1 et SP6 avec 16.3
mm de diamétre d’inhibition, avec une bonne activité contre SP9 avec 14.3 de diameétre
d’inhibition, mais une faible activité antibactérienne contre SP3, SP13, SP11, SP5 et PAO1

avec un diameétre d’inhibition de 6 mm.

L’extrait CAP2 a montré l'effet antibactérien le plus prononcé sur Staphylococcus aureus

(SP3) a une CMI de 3.

Concernant les CMB (Concentrations Minimales Bactéricides) enregistrées des trois extraits,
les valeurs étaient égales ou proches de celles de la CMI, indiquant une bonne activité

bactéricide des extraits testées.

Le rapport CMB / CMI a également ¢été calculé pour mettre en évidence la nature de 1'effet
antibactérien des extraits testés. Lorsque le rapport est inférieur a 4, I'extrait est considérée
comme bactéricide et lorsqu’il est supérieur a 4, il est considérée comme bactériostatique

[12].

Tous les extraits ont montrés des valeurs égales a 4, sauf I’extraits CAP2 a montré une valeur
de CMB / CMI supérieure a 4 ce qui signifie qu’il s’agit d’un bactériostatique contre Listeria

monocytogenes (SP6).

Par ailleurs, notre ¢tude a mis en évidence une activité antibactérienne prononcée pour
I’extrait chloroforme (CAP1) contre Staphylococcus epidermidis CIP 106510, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802, Bacillus cereus ATCC 11778, Salmonella typhimurium

ATCC 1408 et Pseudomonas aeruginosa Paol, et une trés bonne activité de 1’extrait acétate

203



Chapitre IV Résultats et Discussions

d’éthyle (CAP2) contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 et E. coli ATCC 35218, alors

que les deux bacteries Sa/monella typhimurium ATCC 1408 et Listeria monocytogenes ATCC

19115 ont mis une sensibilité vis-a-vis de 1’extrait Méthanol (CCP3)

e Calligonum comosum

Le tableau [IV.25.] montre l'activité antibactérienne (zones d’inhibition, CMI et MBC)

des trois extraits Chloroforme (CCP1), Acétate d’éthyle (CCP2) et Méthanol (CCP3) de C.
comosum contre huit bactéries citées ci-dessus
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Extraits organiques de C. comosum Standard
Micro-organisme CCP1 CcCP2 CCP3 Ampicilline (10mg/ml)
Z1+DS CMI | CMB | o Z1+DS CMI | MBC | .. Z1+ DS CMI | CMB | o Z1+ DS CMI | CMB
CMI CMI CMI

SP; | Staphylococcus epidermidis CIP 106510 | 13.7+0.58 | 2.34 | 9.37 4 6+0 937 | 375 4 6+0 937 | 375 4 21.33£0.57 | 0.07 | 0.62
SP, | Staphylococcus aureus ATCC 25923 21.740.58 | 1.17 | 4.68 4 15.740.58 | 1.17 | 4.68 4 6+0 937 | 375 4 26.66+0.57 | 0.07 | 0.62

SPy; | Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 20.7£0.58 | 1.17 | 4.68 4 6+0 9.37 | 375 4 7.33+1.15 | 9.37 | 375 4 13.33£0.57 | 0.01 3
SP¢ | Listeria monocytogenes ATCC 19115 19.740.58 | 1.17 | 4.68 4 15.741.15 | 1.17 | 4.68 4 7+1 937 375 4 12.33+0.57 | 0.02 0.09
SPy; | Bacillus cereus ATCC 11778 19.3+1.15 | 2.34 | 9.37 4 6+0 937 | 375 4 8+0 937 | 375 4 26+1 0.07 | 0.62
SPs | E. coli ATCC 35218 19.3+£1.53 | 2.34 | 9.37 4 7.67+£0.58 | 9.37 | 37.5 8+0 937 | 375 4 12.33+0.57 | 0.02 | 0.09
SPy | Salmonella typhimurium ATCC 1408 24.3+£0.58 | 1.17 | 4.68 4 16.3£0.58 | 1.17 | 4.68 4 15.740.58 | 2.34 | 9.37 4 18+1 0.02 | 0.09

PAO, | Pseudomonas aeruginosa PAO1 17+1 2.34 1 937 4 6+0 9371 375 4 9.67+0.58 | 937 | 37.5 4 22.67+0.57 | 0.01 12

Tableau IV.25. Résultats de 1’activité antibactérienne des trois extraits de C. comosum

71 : Zone d’Inhibition (en mm)
DS : Ecart type

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice.
CMB : Concentration Minimale Bactéricide.

CMI et CMB: en pg/ml
CCP1 : Extrait Chloroforme du C. comosum
CCP2 : Extrait Acétate d’éthyle du C. comosum
CCP3 : Extrait Méthanol du C. comosum
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L’extrait CCP1 a inhibé parfaitement la croissance de la plupart des souches bactériennes
dont SP1, SP13, SP6, SP11, SP5, SP9 et PAO1 avec des diamétres de zone d'inhibition de 17
a 24 millimétres, et une considérable croissance contre SP3 avec un diamétre d’inhibition de

13.7 mm.

L’extrait CCP2 a montré une meilleure activité antibactérienne contre SP1, SP3 et SP9 dont

les diamétres d’inhibition sont de 15.7, 15.7 et 16.3 mm respectivement.

L’extrait CCP3 a montré une bonne activité antibactérienne contre SP9 avec un diamétre

d’inhibition de 15.7 mm, et une trés faible activité contre les autres bactéries.

Tous les extraits ont montrés une activité bactéricide contre toutes les bactéries du test avec

un MBC / MIC inferieurs a 4.

Les résultats de notre présente étude ont mis en évidence une forte activité antimicrobienne
de I’extrait Chloroforme (CCP1) contre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802, Listeria monocytogenes ATCC 19115, Bacillus cereus
ATCC 11778, E. coli ATCC 35218 et Salmonella typhimurium ATCC 1408, suivi de 1’extrait
acétate d’éthyle (CCP2) avec une considerable activité contre quelques bactéries comme
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 19115 et Salmonella
typhimurium ATCC 1408, et enfin la bacterie Sa/monella typhimurium ATCC 1408 a mis une
sensibilité vis-a-vis de ’extrait Méthanol (CCP3)

I1V.4.3. Activité antifongique

L'évaluation de l'activité¢ antifongique des trois extraits Chloroforme (CAP1, CCP1),
Acétate d’éthyle (CAP2, CCP2) et Méthanol (CAP3, CCP3) des deux especes C. azel et C.
comosum respectivement, contre les souches bactériennes Candida krusei ATCC 6258 ,
Candida albicans ATCC 2019 , Candida parapsilosis ATCC 22019 et Candida tropicalis 06-
085, a montré que ’extrait CCP1 de I’espéces C. comosum développe une forte activité en
particulier contre les deux levures Candida albicans ATCC 2019 et , Candida parapsilosis
ATCC 22019, mais aucune activité n'a été¢ observée contre les souches C1 et C4, alors que les
deux autres extraits des deux especes C. aze/ et C. comosumne sont pas actives pour I’activité
antifongique.

Le tableau [I1V.26.] ci-dessous résume les résultats précédents :
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Extraits Standard
Les levures CAP1 | CAP2 | CAP3 CCP1 CCP2 CCP3 | Amphotericin B (10 mg/ml)
71+ DS Z1+DS | ZI £+ DS 71 + DS 71 + DS 71 + DS 71+ DS

C; Candida krusei ATCC 6258 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0 6+0 12+0

G, Candida albicans ATCC 2019 610 610 6+0 18.7+0.58 6+0 8+0 12.66+0.57

C; Candida parapsilosis ATCC 22019 6+0 6+0 6+0 18.7+1.15 6+0 6+0 10.33+0.57

C, Candida tropicalis 06-085 6+0 6+0 6+0 15+1 6+0 6+0 1240

Tableau IV.26. Résultats de ’activité antifongique des trois extraits des espéces C. azelet C. comosum

Z1 : Zone d’Inhibition (en mm)
DS : Ecart type

CCP1
CCP2

CCP3:

CAP1
CAP2

: Extrait Chloroforme du C. comosum

: Extrait Acétate d’éthyle du C. comosum
Extrait Méthanol du C. comosum

: Extrait Chloroforme du C. aze/

: Extrait Acétate d’éthyle du C. aze/
CAP3 :

Extrait Méthanol du C. aze/
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I1V.4.4. Activité anti-inflammatoire

Les cellules ont été traitées avec les composés testés (100-12,5 uM) pendant 24, 48 et 72
heures. Nos données ont indiqué que pour tous les composes testés 1’ICs, était supérieure a
100 uM. Les composés purs acide ethyl ester protocatachuique (CCP/11/12), acide-o,/f-
diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique (CAP/5/3), tamgernanetine (CCP/12/8), acide 5-
(p-hydroxy-phényl) -3-hydroxy-pentanoique (CAP/5/6) et I’acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-
2-en (CAP/5/14); (100-12,5 uM), ont été ajoutés a J774A.1 macrophages 1h avant et
simultanément au LipoPolySaccharide (LPS) pendant 24h, cela montre qu’il inhibe la
libération de NO dans le milieu cellulaire ; figure [IV.107.]. En particulier, I'acide ethyl ester
protocatachuique (CCP/11/12) et l'acide «, P-diamino-4-hydroxybenzéne butanoique
(CAP/5/3) inhibaient significativement la libération de NO dans une gamme de
concentrations de 100-25 uM (P <0,05 vs LPS, Figure 2 A, B), la tamgernanetine (CCP/12/8)
a inhibé le NO aux deux concentrations les plus €levées testées (P <0,05 vs LPS) alors que
tout effet significatif a été observé pour les concentrations de acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-
pent-2-en (CAP/5/14) et 5 (p-hydroxy- phényl) -3-hydroxy-pentanoique (CAP/5/6) ; figure
[IV.107.]. Les mémes composés testés (100-12,5 uM) ont été ajoutés a H,O, Macrophages
J774A.1 traités. Dans ces conditions, tous les composés testés inhibaient significativement la
libération des espéces réactives de 1'oxygene (ROS) a toutes les concentrations testées (100-

12,5 uM, P <0,01 vs H202) ; figure [IV.108.].
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Figure 1V.107.Effet des composés CCP/11/12, CAP/5/3, CCP/12/8, CAP/5/6 et CAP/5/14
(100-12,5 uM) sur NO.
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Figure 1V.108.Effet des composés CCP/11/12, CAP/5/3, CCP/12/8, CAP/5/6 et CAP/5/14
(100-12,5 uM) sur la production de ROS.

IV.4.5. Activité antioxydante de quelques produits isolés

La capacité de acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en (CAP/5/14) et acide éthyle ester
protocatichique (CCP/11/12) a réduire le taux de peroxydes dans les cellules Jurkat témoins
et traitées au BHP a été mesurée par cytofluorimétrie (test DCFH-DA). Chaque produit
chimique a été testé a des concentrations de 25 uM et 50 uM. Comme le montre la figure

[IV.109.]

Tous les composés présentaient un potentiel antioxydant significatif. L’acide éthyle ester
protocatichique a une activité antioxydante significative, dont il était capable de réduire le
taux de peroxydes basaux des cellules Jurkat et de contracter le taux de peroxydes induit par

le traitement au t-BHT.
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Figure 1V.109. Le potentiel antioxydant in-cells des composés CAP/5/14 et CCP/11/12

IV.5. Conclusion

o Calligonum azel

L’étude phytochimique de I’espece Calligonum azel a permis d’isoler neuf (09) composés
phénoliques identifiés pour la premiére fois dans cette espece dont trois sont nouveaux pour le
genre : Méthyle gallate [13], Acide protocatéchique [14], Acide caféique [14], et que les trois
autres sont décrit pour la premicre fois dans la famille des polygonacées: 4, 2°,4°,6’-
tetrahydroxy-dihydrochalcone-2’- - D-glucopyranoside [15], Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-
hydroxy-pentanoique [16], Acide-a, f-diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique [17], alors
que 1’Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en est décrit pour la premicre fois dans la littérature.
Ces résultats tout a fait originaux soulignent tout 1’intérét de ce travail. Les composés isolés

sont les suivants :
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Composés Structures des composés
OH
*+ Composé : 150-21N oH
¢« Formule brute : C15 H14 06
* Nom: Catéchine
*+ Composé : CAP-122 oH
¢« Formule brute : C15 H12 07
* Nom: Taxifoline
 Composé : CAP/4/4
Formule brute : C;Hg Oy4
* Nom : Acide protocatéchique o

 Composé : CAP/4/6 o

e  Formule brute : Cg Hg Os °©

* Nom:  Mcéthyle gallate o

 Composé : CAP/4/7 on
*  Formule brute : Cy Hg O4

* Nom: Acide caféique

+ Composé : CAP/4/20 o o O

e  Formule brute : C,; Hy, Oy, ‘

* Nom: 4,2’ 4’ 6 -tetrahydroxy-
dihydrochalcone-2’- - D-
glucopyranoside o

HO OH

* Composé : CAP/5/14 X )
e  Formule brute : C;; Hi, O3
« Nom : Acide 5-(p-hydroxy- Ho N

phenyl)-pent-2-en
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*+ Composé : CAP/5/6 o oH
*  Formule brute : C;; H;4 04
+ Nom : Acide 5-(p-hydroxy-

phenyl)-3-hydroxy-pentanoique Ho
* Composé : CAP/5/3 oH
¢«  Formule brute : C;;H;403N,
* Nom : Acide-a, f-diamino (-4- NH; O

hydroxy benzene) butanoique

Tableau IV.27. Les produits purs isolés de 1’espece C. aze/

o (Calligonum comosum

L’étude phytochimique de I’espece Calligonum comosum a permis d’isoler neuf (09)
composés phénoliques dont deux sont en commun avec ceux de /’espece C. azel ( taxifolin et
catechine). Cinq composés sont nouveaux dans 1’espece et genre : Nicotiflorine [18], acide p-
coumarique [14], rutine [19], Epigallocatéchine-3-O-gallate [20], acide ethyl ester
protocatachuique [14], taxifolin et la catechine sont decrit pour la premiere fois dans 1’espece
comosum [21], tamgermanetin est decrit pour la premiere dans la famille des polygonacées

[22]. Les composés isolés sont les suivants :

Composés Structures des composés
*+ Composé : CCP/9/12
*  Formule brute : C27 H3() 015
* Nom: Nicotiflorine
= 5 OH OH
*+ Composé : CCP/10/11
*  Formule brute : Co Hg O3 A

* Nom: acide p- coumarique

OH
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Composé : CCP/6/3
Formule brute : C,; Hy0O12
Nom : Quéricétine-3-O-f3-
Glucopyranoside

Composé : CCP/12/8
Formule brute : C;sHi9N O3
Nom : tamgermanetin

Composé : CCP/9/7
Formule brute : C27 H3() 016
Nom : Rutine

Composé : CCP/4/14
Formule brute : sz H1g 011
Nom : Epigallocatéchine-3-O-
gallate

OH OH

OH

OH

Composé : CCP/4/4
Formule brute : C9 H1() 04
Nom : acide ethyl ester
protocatéchique.

OH

Tableau IV.28. Les produits purs isolés de 1’espece C.comosum
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Chapitre V Composition chimique et activité biologique de [huile essentielle de T.ciliatus

V.1. Introduction

De nombreux composés naturels isolés a partir de plantes ont démontré un large spectre
d'activités biologiques. Parmi ces différents types de substances naturelles, les huiles
essentielles des plantes aromatiques et médicinales, qui ont recu une attention particuliere
comme agents naturels a grand potentiel pour la conservation des aliments. En outre, les
huiles essentielles se sont avérées avoir divers effets pharmacologiques: comme
antispasmodique, carminative, hépatoprotecteur, antiviraux, anticancéreux [1-2] et

antioxydants [3].

Les huiles essentielles sont un mélange complexe de composés, principalement des mono
terpenes, des sesquiterpeénes et des composés oxygénés (alcools, aldéhydes, esters, éthers,
cétones et phénols). D'autres composés volatiles spécifiques comprennent le phénylpropéne,
le soufre ou l'azote. Généralement, la composition de l'huile est un équilibre de divers
composés, bien que de nombreuses espeéces puissent comporter le méme constituant [4]. Elles
ont trouvées leur place en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans

la conservation des aliments.

Ce sont des liquides huileux aromatiques, volatils, caractérisés par une forte odeur, souvent
colorés, et généralement avec une densité inférieure a celle de l'eau. Ils peuvent E&tre
synthétisés par tout organe végétal (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces,
herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules sécrétoires, des cavités, des canaux,

des cellules épidermiques ou des trichomes [5-6].

La région méditerranéenne d’une maniere générale et 1’ Algérie en particulier, avec son climat
doux et ensoleillé¢ est particuliecrement favorable a la culture des plantes aromatiques et
médicinales. La production des huiles essentielles a partir de ces plantes pourrait constituer a

ce titre une source économique importante pour notre pays.

V.2. Origine des huiles essentielles

Toutes les parties des plantes aromatiques, tous leurs organes végétaux, peuvent contenir

de T'huile essentielle.
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e Les fleurs: oranger, rose, lavande ; le bouton floral (girofle) ou les bractées (ylang-
ylang) ;

e Les feuilles: eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge, aiguilles de pin et
sapin ;

e Les organes souterrains: racines (vétiver, angélique), rthizomes (gingembre, acore) ;

e Les fruits: fenouil, anis, épicarpes des Citrus ;

e Les graines : noix de muscade;

e Lebois et les écorces: cannelle, santal, bois de rose.

Les huiles essentielles sont stockées dans des structures cellulaires spécialisées (cellules a
huile essentielle, cellules a poils sécréteurs (comme dans la menthe), canaux sécréteurs) et ont
vraisemblablement un role défensif : protection du bois contre les insectes et les

champignons, action répulsive contre les animaux herbivores [7].

V.3. Composition chimique

Sur le plan chimique, les huiles essentielles sont des mélanges de structure extrémement
complexes, pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont des
molécules trés volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpénes comme
les monoterpénes (myrceéne, B-pinéne, y-terpineéne) et les sesquiterpeénes (B-caryophyllene, a-

humuléne, - bisaboléne) [8].

V.4. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention des
huiles essentielles. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct ’eau et la matiere végétale a traiter. D'autres méthodes peuvent étre employées
(expression, fermentation, enfleurage ou extraction) et leur choix peut influer sur la

composition chimique, les propriétés organoleptiques et donc 1’activité biologique [9].
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V.5. Aspect botanique de la famille des Lamiacées

V.5.1. Description de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées ou labiées aussi nommée labiacées [10], est I’'une des plus
répandues dans le régne végétal [11]. Cette famille de plante angiospermes dicotylédones
comprend environ 258 genres et 6970 especes [12]. Elle est I'une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant [13-14-15].

Il est bien connu que les huiles essentielles extraites des plantes de cette famille possédent des
propriétés pharmacologiques tant sur le plan humain qu’industriel. De nombreuses propriétés
leurs sont conférées : anti-infectieuses, antispasmodiques, antalgiques, toniques, digestives,
cicatrisantes.

Les huiles essentielles par la diversité des constituants qui les composent, sont des substances
trés actives [6-15]. La région méditerranéenne a été le centre principal pour domestication et
culture de Labiatae [16]. Les genres les plus cités dans la littérature sont : Salvia officinalis
[17], Mentha spicata [18], Origanum vulgare [19], Rosmarinus officinalis [20-21], Ocimum
basilicum [22] ainsi que de nombreuses especes du genre 7hymus qui ont été abondamment
¢tudiées de ce point de vue [23-24-25-26]. Un trés grand nombre de genre de la famille des
Lamiacées sont des sources riches en terpénoides, flavonoides, iridiodes glycosylés et
composés phénoliques [16]. Le genre 7hymus représentant 1’objectif de notre recherche, il
regroupe plus de 400 especes répartie dans la Méditerranée et en Iran ; 26 especes poussant en
Algérie [27]. 1l regroupe un grand nombre d’especes, sous-especes et variétés de plantes
sauvage. Leurs huiles essentielles sont largement utilisées dans la médecine alternative grace
a leurs propriétés antiseptiques, antispasmodiques et antimicrobienne [28], anti-

inflammatoires et antioxydants [14-26].

V.5.2. Description botanique de la famille

La détermination botanique de cette famille est souvent délicate en raison de la variabilité
extréme de ses espéces qui peuvent étre soit herbacées soit des sous-arbrisseaux a poils
glanduleux aromatiques. Certaines espéces sont dressées, d'autres couchées, elles portent des
feuilles opposées ou verticillées. Leur tige est carrée, les fleurs sont bisexuées, irrégulicres,

groupées a l'aisselle des feuilles en inflorescences plus ou moins allongées ou en
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inflorescences terminales plus ou moins denses, a calice tubuleux ou en cloche persistant, a
corolle a tube treés développé, ordinairement caduque et a 2 lévres ( rarement 1). Le fruit sec

se séparant en quatre articles contenant chacun une graine [27].

V.6. Aspect botanique du genre 7hym

V.6.1. Description du genre

Le terme «Thym» est apparu dans la langue francaise au Xlle siecle, d’abord sous la
forme de «tym» selon certaines sources. Il est dérivé du latin thymus qui 1’a emprunté du
grec thumos signifiant, de fagon quelque peu obscure, «grosseur ou loupe» (par référence a la
glande, le thymus), communément appelé¢ "zaitra" en Algérie. Il semblerait que, pendant
longtemps, le thym ait surtout été utilis¢é en médecine et dans les rituels religieux ou
magiques, ses usages culinaires se limitant a aromatiser le fromage et les liqueurs.

Ses feuilles sont riches en huiles essentielles dont les propriétés sont mises a profit en
phytothérapie et en médecine, comme produit vétérinaire (antiparasites, antispasmodique,
septique et digestif). Cela a ét¢ mentionné dans plusieurs études [26-29-30]. 1l est tres utilisé
en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles sont utilisées en infusion contre
la toux, en décoction pour guérir les maux de téte, hypertension et gastrites, en usage externe

comme cicatrisants.

V.6.2. Description botanique du genre

Les thyms (Thymus) sont des plantes basses sous-ligneuses, odorantes, pouvant atteindre
40cm de hauteur. Ils posseédent de petites feuilles recourbées sur les bords de couleur verte
foncé, et qui sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes [27]. Les trichomes
contiennent 1’huile essentielle majoritairement composée de mono-terpénes. Les calices et les
jeunes tiges sont aussi couverts de ces structures qui libérent I’essence par simple contact,
bien qu’en plus faible densité sur les tiges. Ses petites fleurs zygomorphes sont regroupées en

glomérules et leur couleur varie du blanc au violet en passant par la rose [31].
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V.6.3. Place dans la systématique [27]

Régne ———>  Plantae

Embranchement = Spermaphytes (phanérogames)
Sous-embranchement ———>  Angiospermes

Ordre ———=  Tubiflorales

Sous ordre ————>  Verbéninées

Famille ———>  Lamiaceae

Genre . Thymus

V.7. Répartition géographique
V.7.1 Dans le monde

Le genre 7hymus est 'un des genres les plus diversifiés de la famille des labiées [16].
Selon Dob et al (2006) [32], il existe pres de 350 especes de thym réparties entre 1’Europe,
1’Asie de I’ouest et la Méditerranée. C’est une plante trés répandue dans le nord ouest africain
(Maroc, Tunisie, Algérie et Libye). Elle pousse également sur les montagnes d’Ethiopie et
d’Arabie du sud ouest en passant par la péninsule du Sinai en Egypte. On peut la trouver

¢galement en Sibérie et méme en Himalaya.

Selon une étude menée par Nickavar et a/, (2005) [33], environ 110 espéces différentes du
genre Thymus se concentrent dans le bassin méditerranéen. C’est pour cela que 1’on peut

considérer la région méditerranéenne comme étant le centre de ce genre.

V.7.2. En Algérie

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales au regard de sa superficie et de
sa diversité¢ bioclimatique. Le Thymus de la famille des Lamiacées, comprend plusieurs
especes botaniques réparties sur tout le littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux
zones arides [34]. 1l est représenté en Algérie par de nombreuses espéces qui ne se prétent pas
aisément a la détermination en raison de leur variabilité et leur tendance a s hybrider

facilement.
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V.8. Huile essentielle du thym

L’essence de thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus
actives [29-11]. Les huiles essentielles de thym sont composées par des molécules
aromatiques d’origine végétale présentant une trés grande diversité de structure. La variabilité
chimique des huiles essentielles de thym dépend de plusieurs facteurs qui sont généralement
d’ordres climatiques et environnementaux mais, qui peuvent étre aussi d’ordres génétique et
saisonnier (stade végétale) [35]. Ainsi, une étude menée par Dob ef a/ (2006) [32] sur les
Thymus d’Afrique du Nord a montré que le composé majoritaire est le thymol chez les

especes d’Algérie et du Maroc et le carvacrol chez les espeéces de Tunisie.

V.9. Travaux antérieurs

Le genre 7hymus englobe de nombreuses especes et variétés et la composition chimique
de leurs huiles essentielles a été étudiée depuis longtemps [36-37-38-39-40-41-42-43]. Les
huiles essentielles de plusieurs especes de thym ont déja prouvé leurs propriétés

antibactériennes et antifongiques [44-45-46-47].

V.10. Activités biologiques

Le thym est la plante médicinale la plus utilisée en médecine traditionnelle algérienne
comme expectorant, antitussif, antiseptique, stomachique, antispasmodique, carminatif,
anthelminthique et diurétique. Il est aussi utilis¢é comme condiment: le thym sec, ayant subi un
séchage préalable permettant sa conservation, est destiné aux grillades alors que les huiles
essentielles, extraites du matériel végétal, servent d'aromatisants. En usage cosmétique,
I’emploi du thym est classique dans la constitution des parfums, on trouve également, dans
I’huile essentielle du thym une composante antiseptique et cicatrisante dans les produits
destinés aux soins de beauté [48-49]. Les études ont surtout montré l'activité anti-oxydante
[50-51]; des especes de genre 7hymus étudiées. Les activités, antimicrobiennes [52-53],
spasmolytique et mutagénique [54] (vis-a-vis de la bactérie Sa/monella triphymurium) ont été

¢tablies.
V.11. Composition chimique

Les principaux métabolites secondaires du genre 7hymus sont les flavonoides. Le genre

Thymus appartient a la sous-famille des Nepetoideae réputée pour stocker des flavonoides
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polyméthoxylés, [55-56]. La lutéoline et la 6-hydroxylutéoline sont des chémomarqueurs des
especes Thymus, la thymusine (5,6- dihydroxy-7, 8,4’-triméthoxyflavone) est aussi
caractéristique de cette sous-famille.

L’huile essentielle de 7hymus ciliatus est composée principalement de thymol, de S-E-
ociméne et d’o—terpinéne accompagnés d’autres constituants a des teneurs relativement

faibles : linalol, 6-3-caréne, 1,8-cinéole et carvacrol [57].

V.12. Etude chimique de ’huile essentielle de 7hymus ciliatus

V.12.1. Description botanique de I’espéce

Thymus ciliatus (Desf) Benth. Est un arbrisseau de petite taille, mais pouvant former des
touffes bien étalées sur le sol ; les feuilles florales sont différentes des feuilles caulinaires, en
général fortement dilatées a leur portion inférieure. Rencontrée dans les broussailles,
matorrals, sur substrats calcaires et siliceux et sur sols rocailleux et bien drainés [57].

Dans la flore algérienne, il y a 12 especes de thymus dont 9 sont endémiques [58].

V.12.2. Place dans la systématique [27]

Régne ———=  Plantae

Embranchement = Spermaphytes (phanérogames)
Sous-embranchement ———>=  Angiospermes

Classe ———=  Dicotylédones

Sous classe ———>=  M¢étachlamydées (gamopétales)
Ordre =——>  Tubiflorales

Sous ordre ———=  Verbéninées

Famille ———  Lamiaceae

Genre = Thymus

Espece ————=  ciliatus
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Figure V.1. L’espece Thymus ciliatus

V.12.3. Matériel végétal

La plante a été récoltée en Mars 2013, dans la région de Bechar, identifiée par le
professeur Mohamed Kaabache (Département des sciences de la nature et de la vie, Université
Ferhat Abbas, Sétif, Algérie. Un spécimen (N° 123TC) a été déposé au niveau de 1'herbier de
l'unité de recherche VARENBIOMOL. Université des Freres Mentouri de Constantine.

Apres séchage dans un endroit sec, a I’abri des rayons solaires, les fleurs et les feuilles ont été

pesées séparément 300g.

V.12.4. L’hydrodistillation des I’huiles essentielles

Nous avons utilisé I’hydrodistillation dans un Clevenger, durant 3 heures pour extraire

I’huile essentielle de la partie aérienne fraiche de la plante.

V.12.5. Méthode d’extraction

Dans un ballon, 300 g des parties aériennes de la plante sont mises en contact avec 500 ml
d’eau distillée dans le ballon. L’ensemble est porté a ébullition pendant 2h. L’huile essentielle
est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle est ensuite condensée en passant par le

condensateur. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec une couche d’huile mince a la
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surface qui sera par la suite séparée, aprés repos du liquide. L’huile essentielle obtenue est
ensuite placée sur un desséchant de type sulfate de magnésium (MgSQ,), afin d’éliminer toute
trace éventuelle d’eau. Elle est gardée au réfrigérateur a 4°C et a ’obscurité jusqu'a analyse et

tests biologiques [59].

V.12.6. Identification et analyses chromatographiques des huiles essentielles

L’analyse des huiles essentielles, I’identification des constituants, la recherche
d’éventuelles falsifications peuvent se faire a 1’aide de techniques telles que la
chromatographie en phase gazeuse sur phases stationnaires polaires, apolaires, couplée avec

une détection par spectrométrie de masse.
% Analyse GC

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse de l'huile essentielle de 7hymus ciliatus a
été réalisée; a I’Institut Supérieur de Biotechnologie de Monastir ( Université de
Monastir); 5000, Rue Taher Haddad, Monastir, Tunisie; en utilisant un HP 5890-series II
équipé de détecteurs a ionisation de flamme (FID), HP-5 (BP-1) (5% phenyl + 95%
diméthylpolysiloxane) 30m x 0,25 mm ID, 0,25 um d'épaisseur de colonne capillaire. Le gaz
porteur était de 'azote (1,2 m / min). La température du programme était 1 min isotherme a 50
°C, puis 50-280 °C (BP-1) et 50-220 °C (BP-20) a raison de 5 °C / min et maintenu isotherme
pendant 1 min. la température du port d'injection était 250 °C, celle du détecteur était 280 °C.
Le volume injecté: 1 pl de solution a 1% (dilué¢ dans l'hexane). Les pourcentages des

constituants ont été calculés par intégration ¢lectronique des zones de pics du FID [60].

% Analyse GC/MS

Les analyses des constituants volatils ont été effectuées sur un Hewlett-Packard GC-
Systeme MS (GC: 5890-série 11, MSD 5972). Le capillaire HP-5 MS a base de silice fondue
colonne (30 m 0,25 mm ID, épaisseur de film de 0,25 Im) a été directement couplée a la MS.
Le gaz porteur était de I'hélium, avec un débit de 1,2 ml/mn. La température a été
programmée (50 °C pendant 1 min, puis 50-280 °C a 5 °C / min) et par la suite gardé sous
cette température pendant 2 min [60].

o Port d'injecteur: 250 °C,
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o Détecteur: 280 C,

o Split ratio 1:50.

o Volume injecté: 1 pl de solution a 1% (dilu¢ dans I'hexane):
o Le potentiel d'ionisation 70 eV;

o Temps de balayage 1,5 s;

o Gamme de masse 40-300 amu.

Logiciel adopté pour traiter les spectres de masse et les chromatogrammes était une station
de Chem. Les composants de I’huile essentielle ont été identifiés en comparant leurs spectres
de masse avec ceux dans la bibliotheque GC-MS Wiley 275 et ceux de la littérature [61], ainsi
que par la comparaison de leurs indices de rétention avec des données de la littérature [61-62].
Les indices de rétention des composants ont été déterminé par rapport aux temps de rétention

d'une série de n-alcanes (par rapport a Cy - Cyg sur les colonnes HPS et HP-20M).

V.12.7. Identification des composants

Les composants de I'huile essentielle ont ¢té identifiés en fonction de leurs Indices de
Rétention (RI) (déterminé par référence a une série homologue d'alcanes normaux), et par
comparaison de leurs modeles de fragmentation de spectrométrie de masse avec ceux

rapportés dans la littérature [63-64].

V.12.8. Analyse comparative de la composition d’huiles essentielles de

Thymus ciliatus

Les analyses GC et GC-MS des huiles ont révélé la présence de vingt cing (25) composés
représentant 87.18 % de l'huile essentielle de 7. ciliatus, qui ont été listé selon I’ordre de leur
indice de rétention tableau [V.1.], dont les principaux composants sont : thymol (54.26%), p-

cymen-7-ol (17.58 %), carvacrol (9.228%), o-cymene (5.72 %)

Les résultats d’analyse sont consignés dans le tableau [V.1.], et le profile chromatographique

est illustré dans la figure [V.3.].
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OH

OH

Figure V.2. Structure des composés majoritaires de 1I’huile essentielle de 7hymus ciliatus

N° Composants Tr (min) IR Pourcentage %
1 a-pinene 17,682 939 0,058
2 3- octanone 21,379 992 0,885
3 | B-E ocimene 24,666 1026 5,723
4 limonene 24,993 1029 0,158
5 y-terpinene 28,075 1059 0,478
6 cis sabinene hydrate 28,559 1070 0,117
7 linalool oxide trans furanoide 29,811 1986 0,146
8 linalool 30,522 1096 0,156
9 carvacrol 30,753 1109 9,228
10 | isoborneol 35,567 1160 0,896
11 | Trans-B- Terpineol 36,47 1163 0,332
12 | a-terpineol 37,532 1188 0,069
13 | dihydro carvone cis 37,945 1192 0,065
14 | thymol methyl ether 40,642 1235 0,822
15 | carvacrol methyl ether 41,284 1241 1,373
16 | pcymen-7-ol 44,772 1290 17,581
17 | thymol 45,532 1290 54,264
18 | cyclosativene 50,24 1371 0,218
19 | a-acoradiene 56,604 1466 0,703
20 | a-amorphene 57,728 1484 0,185
21 | trans-muurola-4(14),5-diene 58,077 1493 0,119
22 | cis-B-guaiene 58,891 1502 0,442
23 | d-amorphene 59,451 1512 1,132
24 | Bisabolene (E) Y 60,589 1531 0,771
25 | caryophyllene oxide 62,98 1583 0,403
26 | n-eicosane 84,709 2000 0,087

Tableau V.1. Composition de I’huile essentielle des parties aériennes fraiches de 7hymus
ciliatus
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Figure V.3. Profil chromatographique de I’huile essentielle de 7hymus ciliatus (les numéros
des pics peuvent s’identifier dans le Tableau.V.1.)

C’est la premicre fois que p-cymen-7-ol (17,58%) se trouve en tant que composant
majoritaire de ’huile essentielle de 7 ciliatus.
L’huile essentielle des especes Algériennes de 7. ciliatus étaient chimiotypiques du thymol
(79,1%, 44,2%) [65-66].
En plus, notre huile actuelle a été caractérisée aussi par la présence principale de carvacrol

methyl ether (1,373%).

L’huile essentielle de 7. ciliatus présente un polymorphisme chimique trés important. En
effet, Benjilali et al 1987 [45]; ont montré que le profil chimique de 14 échantillons de 7.
ciliatus de différentes régions du Maroc est trés variable. La teneur et la nature des composés
majoritaires varient considérablement d’un échantillon a 1’autre en fonction de I’origine des
plantes : thymol (0,3-29,3 %), carvacrol (0,4-21,7 %), acétate d’a-terpényle (0-42,9 %),
acétate de géranyle (0-21,7 %), butyrate de géranyle (0-26,7 %), camphre (0,4-28,4 %) et
bornéol (0,1-31,6 %). C’est le cas aussi pour 7. ciliatus de 1’ Algérie, pour lequel Giordani et
al (2008) [67] ; ont montré que 1’huile essentielle de cette espece originaire de Djebel Ansel
est dominée par le thymol (60,52 %). Alors que le carvacrol (72,4-80,3 %) est le constituant
principal de huit provenances de 7. ciliatus ssp. eu-ciliatus de la région de Tlemcen [68-69].
Par conséquent, les compositions des huiles essentielles de 7. ciliatus récoltées en Maroc, et
méme en Algérie étaient tout a fait différentes de la présente huile de la wilaya de Bechar.

Les différences qualitatives et quantitatives dans la composition chimique des huiles

essentielles, du point de vue qualitatif et quantitatif, peuvent étre dues a certains facteurs
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écologiques, a la partie de la plante utilisée, a 1’dge de la plante et a la période du cycle

végétatif, ou méme a des facteurs génétiques [70-71-72-73-74].

V.12.9. Activité antibactérienne

V.12.9.1. Microorganismes testés

Quatre bactéries (Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ATCC 43300, Staphylococcus aureus) ont été choisies pour leur fréquence élevée a contaminer

les denrées alimentaires et pour leur pathogénicité.

V.12.9.2. La méthode des disques

Le test d'activité antibactérienne a été réalis¢ selon le protocole décrit par Snoussi ef al. [75].
Pour les expériences, une anse de micro-organismes a été enrichie sur un tube contenant 9 mL
de bouillon Mueller-Hinton additionné de 1% de NaCl puis incubé a 37 °© C pour 18-24 heures.
Les cultures d'une nuit ont été utilisées pour l'activité antibacterienne de I’huile essentielle de
Thymus ciliatus. Les inoculums ont été strié¢s sur Mueller des plaques d'agar agar a 1% de NaCl
Hinton; puis les disques filtrants stériles (diametre 6 mm, Biolife, Milan, Italie) ont été
imprégné de 10,4 pL. d'huile essentielle (10,4 puL. d'huile essentielle pesait 10 mg). Les plats ont
¢été incubés a 37°C pendant 18-24 heures pour les souches microbiennes. Le diamétre des zones
d'inhibition a été mesuré avec une régle plate de 1 mm. Chaque expérience a été réalisée en

triple et le diametre moyen de la zone d'inhibition a été  enregistré.

V.12.9.3. Résultats et discussions

Le tableau [V.2.] montre les résultats de ’activité antibactérienne de 1’huiles essentielle de
T. ciliatus, dont elle a exercée une forte activité antibactérienne contre E. coli ATCC, S. aureus
ATCC et S. aureus avec un diametre d’inhibition de 21, 24 et 20 mm, respectivement.
En effet, plusieurs auteurs (Pellecuer et a/, 1980 [44]; Panizzi et al, 1993 [28]; Satrani, B.,
2008 [76]), ont montrés que I’importante bioactivité de I’huile essentielle de 7. ciliatus est en

relation avec sa teneur élevée en thymol et carvacrol.
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Dorman et al. (2000) [77] ont démontré que le thymol est le composé qui posseéde le plus large

spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées.

Bactéries Zone d’inhibition
(mm)
Escherichia coli ATCC 25922 21
Escherichia coli 19
Staphylococcus aureus ATCC 43300 24
Staphylococcus aureus 20

Tableau V.2. Activité antibactérienne de I’huile essentielle de 7hymus ciliatus
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Conclusion générale

Notre travail de recherche est centré premic¢rement ; sur la valorisation de deux especes
endémique de la famille de Polygonaceae : Calligonum azel et Calligonum comosum ;
deuxiemement ; sur la composition chimique ainsi que 1’étude de I’activité antibactérienne de
I’huile essentielle de ’espéce 7hymus ciliatus de la famille de Lamiaceae.

Le choix des plantes sélectionnées, dans le cadre de ce travail, repose principalement sur
I’appartenance de ces especes a deux grandes familles (Plygonaceae et Lamiaceae), connues
pour sa richesse en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique, ainsi que
pour la bonne réputation de 1’utilisation de ces plantes dans la médecine traditionnelle locale.
L’une des espéces (Calligonum azel) n’a pas fait 1’objet d’investigation phytochimique

antérieure.

Apres D’extraction hydro-alcoolique des parties aériennes des deux espeéces C. azel et C.
comosum, concentration et affrontement par des solvants de polarité croissante, les extraits
organiques ont ¢été ¢étudiés chimiquement en utilisant les méthodes de séparation
chromatographiques (CC, CCM, CCP et CLHP). La détermination des structures isolées a été
réalisée par des méthodes spectrales notamment RMN 1D et 2D (IH, B¢, J-modulé, DEPT,
COSY, HSQC, HMBC et ROESY), la spectroscopie de masse HRESI-MS, ESI-MS, I’UV-
Visible et I’IR.

Nos travaux de séparation et de purification des produits purs de I’espéce C. aze/ ont conduit a
I’isolement de neuf (09) composés natifs dont trois sont originaux dans la famille de

Polygonaceae et un dans la littérature :

e Catéchine

e Taxifoline

e Acide protocatéchique,

e Mc¢thyle gallate

e Acide caféique.

o 42’4 6’-tétrahydroxy-dihydrochalcone-2’- - D-glucopyranoside
e Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en (Nouveau produit)

e Acide 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoique

e Acide-a, f-diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique.
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Conclusion générale

Nos travaux de séparation et de purification des produits purs de I’espéce C. comosum ont
conduit a I’isolement de neuf (09) composés natifs dont un est décrit pour la premiere fois

dans la famille de Polygonaceae:

e Nicotiflorine

e Acide-p-coumarique

e [soquercetine

e Tamgermanetin

e Rutine

e Epigallocatéchine-3-O-gallate

e Ethyl ester protocatéchique acide.
e Taxifoline

e (Catéchine

La méme étude a montré la présence de certains composés phénoliques communs entre les

deux espéces dont la Catéchine et la taxifoline.

Certains des composés phénoliques isolés de I’espéce C. azel ont montrés un potentiel
antioxydant significatif et la capacité¢ de 1’acide 5-(p-OH-phenyl)-pent-2-en-oic et 1’acide
¢thyle ester protocatéchique a réduire le taux de peroxydes dans les cellules Jurkat témoins.
Ce dernier a une activité anti-oxydante significative et en particulier capable de réduire le taux
de peroxydes basaux des cellules Jurkat et de contracter le taux de peroxydes induit par le

traitement au ~BHT.

Les composés acide-a,f-diamino (-4-hydroxy benzene) butanoique et catechine-3-(O-gallate

et isoquercetine ont significativement des propriétés anti-inflammatoires.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits isolés a ét¢ déterminé par la méthode du DPPH,
ABTS et FRAP, ainsi que I’activité antibactérienne et antifongique déterminée par la méthode
des disques, ont montrés que les extraits des deux especes possedent une excellente activité
antioxydante pour I’extrait chloroforme et acétate d’éthyle de C. azel et I’extrait Chloroforme
de C. comosum, une efficacité antibactérienne pour les deux extraits chloroforme des deux
especes C. azel et C. comosum, une meilleure activité antifongique contre Candida albicans

ATCC 2019 et Candida parapsilosis ATCC 22019 pour I’extrait chloroforme de C. comosum.
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Conclusion générale

Les parties aériennes de 7hymus ciliatus sont soumises a 1’extraction par hydrodistillation et
les analyses par chromatographie en phase gazeuse (CG) et la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG/MS), ont révélés la présence de vingt cinq
(25) composés représentant 87.18 % de l'huile essentielle de 7. ciliatus, majoritairement
compos¢ de thymol (54.26%), p-cymen-7-ol (17.58 %), carvacrol (9.22%), o-cymene (5.72
%), en plus de carvacrol méthyle éther (1,37%).

L’huile essentielle a manifestée un grand pouvoir antimicrobien vis-a-vis Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Staphylocossus aureus grace a sa
richesse en thymol.

Ces travaux ont fait 1’objet d’une publication internationale et des communications

internationales dans des congrés internationales de spécialité.
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Résumé

Notre travail phytochimique et biologique concerne les parties aériennes de deux especes
endémiques sahariennes appartenant a la famille de polygonaceae : Calligonum azel et
Calligonum comosum, et une espece Thymus ciliatus de la famille de Lamiaceae.

L’objet de notre travail a porté sur la valorisation de la flore algérienne. Pour cela, nous avons
réalisé premi¢rement ; une étude phytochimique de C. azel et C. comosum, qui a concerné
essentiellement les composés biologiquement actifs puis nous avons testé les propriétés
antioxydantes, 1’activité¢ antibactérienne et l’anti-inflammatoire de tous les extraits et de
quelques composés isolés, deuxiemement ; nous avons étudié la composition chimique et
I’activité biologiques de 1’huile essentielle de 7hymus ciliatus.

L’étude des parties aériennes de C. azel et C. comosum, afin de connaitre les substances actifs
responsables de leur activit¢é biologique, conduisant a la purification, I’identification
chromatographiques (CC, CCM et HPLC), et la caractérisation par les différentes méthodes
spectroscopiques (RMN 1D et 2D, MS et UV) de vingt et un (21) produits purs dont dix huit
(18) identifiés.

L’investigation des activités biologiques des extraits de C. aze/ et de C. comosum montre que
la meilleure activité antioxydante a été manifestée par les extraits Chloroforme et acétate
d’éthyle de C. azel et ’extrait Chloroforme de C. comsoum. Les extraits chloroforme des
deux espéces ont manifestés la meilleure activité antibactérienne. L’extrait chloroforme de C.
comosum possede une meilleure activité antifongique contre Candida albicans ATCC 2019 et
Candida parapsilosis ATCC 22019.

Parmi les composés isolés, trois possédent une activité antioxydante et anti inflammatoire. Il
s’agit de: acide éthyle ester protocatéchique, acide-g,f-diamino (-4-hydroxy benzene)
butanoique et tamgernanetin.

L’analyse qualitative et quantitative de I’huile essentielle de 7. ciliatus a permis d’identifier
25 constituants représentant 87.18 % de I'huile essentielle. L’analyse CG et CG-MS a montré
qu’elle est majoritairement composée par le thymol (54.26%), carvacrol méthyle éther (1,373
%), o-cymene (5.72 %) carvacrol (1.373%) p-cymen-7-ol (17.58 %), c’est la premiere fois
que ce dernier se trouve majoritaire dans I’huile essentielle de 7. ciliatus.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de 7. ciliatus in vitro vis-a-vis
des microorganismes est effectuée par la méthode de diffusion sur disque. Les résultats
montrent qu’elle exerce un effet trés puissant a inhiber Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Staphylococcus aureus.

L’ensemble de nos travaux confirme des propriétés médicinales d’especes sahariennes, et
contribue a leurs descriptions scientifiques.

Mots clés: Calligonum azel, Calligonum comosum, Thymus ciliatus, Polygonaceae,
Lamiaceae, RMN 1D et 2D, CLHP, HRESIMS, activités biologiques, huile essentielle.
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Abstract

The phytochemical and biological study concerns the aerial parts of two endemic Saharian
species belonging to the polygonaceae family: Calligonum azel and Calligonum comosum and
a third one belonging to the Lamiaceae family.

The object of our work focused on the valorization of the Algerian flora. For this, firstly; we
carried out a phytochemical study on Calligonum azel and Calligonum comosum which
concerned mainly the biologically active compounds then we tested the antioxidant,
antibacterial, antifungal and anti-inflammatory properties of all the organic extracts and some
isolated compounds. Secondly; we studied the chemical composition and biological activities
of Thymus ciliatus essential oil.

The study of aerial parts of C. azel and C. comosum, in order to know the active compounds
responsible for their biological activity, leading to purification, chromatographic identification
(CC, TLC and HPLC), and characterization using the different spectroscopic methods (1D
and 2D NMR, MS and UV) of twenty one pure compounds (21) in which eighteen (18)
compounds were identified.

The investigation of the biological activities of the extracts of Calligonum azel and
Calligonum comosum showed that the best antioxidant activity was exhibited by the
Chloroform and ethyl acetate extracts of C. azel and the Chloroform extract of C. comosum.
The chloroform extracts of both species showed the best antibacterial activity. Chloroform
extract from C. comosum has better antifungal activity against Candida albicans ATCC 2019
and Candida parapsilosis ATCC 22019.

From the isolated compounds, three have an antioxidant and anti-inflammatory activity. These
compounds were: protocatachuic ethyl ester acid, «, f-diamino (4-hydroxy benzene) butanoic
acid and tamgernanetin.

The qualitative and quantitative analysis of essential oil of 7. ciliatus allows the identification
of 25 compounds representing 87.18 % of the total essential oil mainly. The GC and GC-MS
analysis showed that this essential oils was mainly rich of thymol (54.26%), carvacrol methyl
ether (1,373 %), o-cymene (5.72 %) carvacrol (1.373%) p-cymen-7-ol (17.58 %), however it
was the first time that p-cymen-7-ol (17.58 %) was found as main component in the essential
oils of 7. ciliatus.

The evaluation of the antibacterial activity was assessed by disc diffusion method against
bacterial strains. The essential oil exhibited a good antibacterial activity against Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 43300 and Staphylocossus aureus.

All of our works confirms the medicinal properties of the Saharian species, and contributes to
their scientific descriptions.

Key words: Calligonum azel, Calligonum comosum, polygonaceae, Lamiaceae, NMR 1D and
2D, HPLC, HRESIMS, Biological activities, essential oil.
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One new phenolic compound (1) together with nine known derivatives were isolated from the aerial part apolar extracts of Calligonum azel Maire and
Calligonum comosum L Hér (Polygonaceae).Their structures were established on the basis of 1D and 2D NMR spectroscopy, as well as ESI-MS analysis.
The anti-inflammatory and antioxidant potential of pure compounds was evaluated in J774A.1 murine macrophages and Jurkat cells. Among tested molecules,

4-cthoxy-1,2-benzendiol, tamgermanetin, and a,f-diamino-4-hydroxybenzene butanoic acid exerted the more interesting activity.

Keywords: Calligonum azel, Calligonum comosum, Phenolic compounds, NMR, Antioxidant activity, Anti-inflammatory activity.

The genus Calligonum, belonging to the family of Polygonaceae,
includes 80 species distributed throughout Northern Africa,
Southern Europe and Western Asia. Calligonum azel Maire and
Calligonum comosum L’Hér are shrub-like endemic species of
North Africa [1]. C. azel is traditionally used to treat peptic ulcer
diseases and particularly its leaves are used for tanning of goatskin
[2], while C. comosum is used for abdominal diseases and toothache
in folk medicine and its fruits are eaten by locals [3].
Pharmacological investigations revealed that C. comosum showed
protective effects against haloperidol-induced oxidative stress [4],
anti-osteoporotic, hypoglycemic [5], cytotoxic, antioxidant [6],
anthelmintic [7], and antimicrobial activity [8]. Antioxidant and
antimicrobial properties are also reported for C. azel seeds, leaves,
bark and roots [9]. Previous phytochemical studies reported the
identification of volatile constituents [1, 9] and polyphenols [2, 6, 9]
in both C. comosum and C. azel.

In the present study, we report the chemical composition and the
evaluation of antioxidant and anti-inflammatory activities of C. azel
and C. comosum aecrial parts apolar extracts. One new phenolic
compound (1, Figure 1) was characterized from the ethyl acetate C.
azel extract by NMR and MS experiments, together with phlorizin
[10] and five phenolic compounds identified as protocatechuic acid
[11], methyl gallate [11], caffeic acid [11], 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-
hydroxy-pentanoic acid [12], and a,B-diamino-4-
hydroxybenzenebutanoic acid [13]. The phytochemical study of
chloroformic extract of C. comosum led to the isolation of coumaric
acid [11], 4-ethoxy-1,2-benzendiol [11], and tamgermanetin [14].
All known compounds were identified by comparison of their
spectroscopic data with those reported in the literature.

Compound 1 was obtained as a yellowish solid. HRESIMS
spectrum of compound 1 exibited a molecular deprotonated ion
peak [M-H] at m/z 191 (caled. for C;H;;0; 191.0708) in
accordance with the molecular formula C;;H;,03, and requiring six
degrees of unsaturation. The *C NMR spectrum (Table 1) exhibited
11 signals, which on the basis of NMR data were assigned to one

COOH

HO
Figure 1: Structure of compound 1.

ao,B-unsaturated carboxylic group (3¢ 122.7, 147.7, and 169.9 ppm),
one quaternary carbon (¢ 131.8 ppm), four methines (3¢ 114.7 and
129.0 ppm), and two methylenes (8¢ 34.4 and 33.8 ppm). The 'H
NMR data confirmed the presence of an a,B-unsaturated carboxylic
group with signals at oy 5.81 (1H, d, J = 15.6 Hz, H-2), 6.94 (1H,
dt, J = 14.6, 6.9 Hz, H-3) and a p-substituted phenol at 6y 6.73 (1H,
d, J = 8.2 Hz, H-3’, H-5") and 7.04 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-2’, H-6").
The "*C NMR signals were assigned on the basis of the HSQC
spectrum, while HMBC experiment led to locate the groups. The
signal at oy 6.94 (H-3) correlated with carbon resonances at d¢
169.9 (C-1), 33.8 (C-5), and &¢ 122.7 (C-2), while the signal at oy
7.04 (C-6) correlated with carbon resonances at 3¢ 156.0 (C-4%), 8¢
33.8 (C-5), and 8¢ 114.7 (C-3’) leading the location of one hydroxyl
group at C-4’ [12]. Thus, compound 1 was identified as 5-(p-
hydroxy-phenyl)-pent-2-en-oic acid.

Table 1: 'H and '>C NMR data of compound 1 (MeOH-d,, 600 MHz)".
1

Position on dc
1 - 169.9
2 5.81d(15.6) 122.7
3 6.94 dt (14.6, 6.9) 147.7
4 2.50 q(7.1) 344
5 271(7.5) 338
1 - 131.8
2’ 7.04d(8.2) 129.0
3 6.73d(8.2) 114.7
4 - 156.0
5 6.73d (8.2) 114.7
6’ 7.04d (8.2) 129.0

*J values, in parenthesis, are reported in Hz; chemical shifts are given in ppm;
assignments were confirmed by HSQC and HMBC experiments.
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Figure 2: Effect of 4-cthoxy-1,2-benzendiol (A), a,B-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic acid (B), tamgermanetin (C), 1 (D), 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid (E);
(100-12.5 uM) on NO release. Data are expressed as % of inhibition of NO release vs LPS (1 pg/mL). **%*, ** and * denote P<0.001, P<0.01 and P<0.05 vs LPS.
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Figure 3: Effect of 4-ethoxy-1,2-benzendiol (A), a,B-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic acid (B), tamgernanetin (C), 1 (D), 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid (E);
(100-12.5 uM) on ROS production. Data are expressed as % of inhibition of ROS release vs H,O, (1 mM). ***_ ** denote P<0.001, P<0.01 vs H,0O,.

The most abundant compounds 4-ethoxy-1,2-benzendiol, o,p-
diamino-4-hydroxybenzenebutanoic acid, tamgermanetin, 5-(p-
hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid, and 1 were tested to
evaluate their antioxidant and anti-inflammatory activities in
J774A.1 and Jurkat cells. First the evaluation of the cellular viability
was performed. The cells were treated with the tested compounds
(100-12.5 uM) for 24, 48 and 72 h. Our data indicated that for all
tested compounds the ICsy was higher than 100 pM. 4-ethoxy-1,2-
benzendiol, a,p-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic acid,
tamgermanetin, 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid,
and 1 (100-12.5 uM), added to J774A.1 macrophages 1 h before and
simultaneously to lipopolysaccharide (LPS) for 24 h, inhibited NO
release in cellular medium (Figure 2). In particular, 4-ethoxy-1,2-
benzendiol and o,pB-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic  acid
significantly inhibited NO release in a concentration range of 100-
25 uM (P<0.05 vs LPS; Figure 2 A, B), tamgermanetin inhibited
NO at the two highest concentration tested (P<0.05 vs LPS; Figure
2 C) while any significant effect was observed for 1 and 5-(p-

hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid (Figure 2 D, E). 4-
ethoxy-1,2-benzendiol, o,B-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic
acid, tamgermanetin, 5-(p-hydroxyphenyl)-3-hydroxy-pentanoic
acid, and 1 (100-12.5 pM) were added to H,O,—treated J774A.1
macrophages. In these conditions, all the tested compounds
significantly inhibited reactive oxygen species (ROS) release at all
assayed concentrations (100-12.5 uM; P<0.01 vs H,0,) (Figure 3).

The antioxidant activity was also tested in Jurkat cells. The ability
of compounds to reduce the level of peroxides in control and BHP-
treated Jurkat cells was measured by cytofluorimetry. Each
chemical was tested at 25 uM and 50 uM concentrations, being the
latter the dose not cytotoxic. As shown in Figure 4, only 1 and 4-
ethoxy-1,2-benzendiol displayed a significant antioxidant potential.
4-ethoxy-1,2-benzendiol was able to reduce the rate of basal
peroxides of Jurkat cells and to contract the rate of peroxides
induced by ~-BHT treatment.
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Figure 4: In-cells antioxidant potential of compounds 1 and 4-ethoxy-1,2-benzendiol.
Unstimulated (white bars) and BHP-stimulated (black bars) Jurkat cells were incubated
with phenolic compounds (50 uM) or vehicle only. Data shown were obtained using the
mean fluorescence values and are the mean values + SD of at least three experiments
performed in duplicate. P values were always <0.01.

Experimental

Reagents: Unless stated otherwise, all reagents and compounds
were purchased from Sigma Chemicals Company (Milan, Italy).

General experimental procedures: Briefly, NMR experiments were
performed on a Bruker DRX-600 spectrometer (Bruker BioSpin,
Rheinstetten, Germany) [15]. HRESIMS were acquired in negative
ion mode on a Q-TOF premier spectrometer equipped with a
nanoelectrospray ion source (Waters, Milford, MA, USA). HPLC
were conducted on Shimadzu LC-8A series pumping system with
Shimadzu RID-10A refractive index detector, C;3 and Cg p-
Bondapak column (30 cm x 7.8 mm, 10 pm, Waters, Milford, MA,
USA) using mixtures of MeOH-H,O at flow 2.0 mL/min) [16].

Plant material: C. comosum and C. azel were collected in Bechar
province, South West of Algeria, in April 2011. The plants were
identified by Prof. Mouhammed Kaabache of the University of
Setif, Algeria. Vouchers specimen N° 121CA (C. azel) and
N°122CC (C. comosum) have been deposited in the Herbarium of
the Chemistry Department at the University of Constantine, Algeria.

Extraction and isolation: Both dried and powdered aerial parts of
C. azel and C. comosum were extracted with MeOH-H,O (4:1) to
give 72.5 g and 82.6 g of crude hydroalcoholic extracts,
respectively. The crude extracts of C. azel and C. comosum were
dissolved in water and afterwards partitioned with petroleum ether
(0.40 g, 3.1 g), chloroform (0.50 g, 6.0 g), ethyl acetate (14.0 g, 18.2
g), and n-butanol (80.0 g, 52.3 g), respectively.

A part (2.6 g) of the C. azel ethyl acetate extract was separated by
Sephadex LH-20 with MeOH as eluent, at flow rate 1 mL/min, to
give 9 fractions (A-I). Fraction E (156.2 mg) was purified by RP-
HPLC with MeOH-H,O (7:13), to yield pure protocatechuic acid
(0.8 mg, #z 6 min), methyl gallate (0.9 mg, #z 8.3 min), caffeic acid
(0.8 mg, #x 10.3 min), phlorizin (0.5 mg, #z 61.1 min). Fraction D
(257 mg) was subjected to RP-HPLC using MeOH-H,0 (7:13), to
yield pure 5-(p-hydroxy-phenyl)-3-hydroxy-pentanoic acid (1.5 mg,
fr 12 min), 5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en-oic acid (1) (1.4 mg,
50 min) and a,B-diamino-4-hydroxybenzenebutanoic acid (1.6 mg,
tr 7.1 min).

The chloroformic extract of C. comosum was chromatographed over
a silica gel column using increasing concentrations of CHCl;/ MeOH
(between 1% and 100%) to give 10 fractions (A-J). Fraction D (83
mg) was purified by RP-HPLC with MeOH-H,O (31:19) to yield
pure coumaric acid (0.5 mg, #x 13 min). Fraction I (230 mg) was
purified by RP-HPLC with MeOH-H,O (7:13) to yield pure 4-
ethoxy-1,2-benzendiol (1.8 mg, fz14 min). Fraction J (214.2 mg)
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was purified by RP-HPLC with MeOH-H,0O (2:3), to yield pure
tamgermanetin (1.9 mg, fz 55.6 min).

5-(p-hydroxy-phenyl)-pent-2-en-oic acid (1)
Yellowish solid.

'H and C NMR: Table 1.
ESI(-)MS: m/z 191 [M-H] .
HRESIMS: m/z 191.0711
191.0708).

[M-H] (calculated for C;;H;;0;,

Cell cultures: J774A.1 (murine monocyte macrophage) and Jurkat
(T-cell leukemia) cell lines were obtained from the American Type
Cell Culture (ATCC) (Rockville, MD, USA). Cells were maintained
in DMEM (J774A.1) or RPMI 1640 (Jurkat), supplemented with
10% fetal calf serum (FCS), 25 mM (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 2 mM glutamine, 100
u/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere. Macrophages J774A.1 were plated in 96 well plates
(5.0 x 10% for 3-(4,5-dimethyltiazol-2-yl)-2,5-phenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) assay or in 24 well plates (3.0 x 10°%)
for NO and ROS production and allowed to adhere for 4 h.
Thereafter, the medium was replaced with fresh medium pure or
containing serial dilutions of tested compounds (100-12.5 uM) for
24, 48 and 72 h for MTT assay, or for 1 h and then co-exposed to a
final concentration of LPS (1 pg/mL) for further 24 h for NO
release, or for 1 h and then co-exposed to a final concentration of
H,0, (1 mM) for 1 h for ROS detection.

Anti-proliferative assay: J774A.1 macrophages (5 x 10%/well) were
placed on 96-well plates and allowed to adhere for 4 h. Thereafter,
the medium was replaced with fresh medium alone or containing
serial dilutions of the compounds (100-12.5 uM) and cells were
incubated for 24, 48 and 72 h. Cell viability was assessed through
MTT assay as previously reported [17]. Briefly, 25 uL of MTT (5
mg/mL) was added and the cells were incubated for an additional 3
h. Thereafter, cells were lysed and the dark blue crystals solubilized
with 100 pL of a solution containing 50% (mL/L) N,N-
dimethylformamide, 20% (mL/L) sodium dodecyl sulfate (SDS)
with an adjusted pH of 4.5. The optical density (OD) of each well
was measured with a microplate spectrophotometer Titertek (Dasit,
Cornaredo, Milan, Italy), equipped with a 620 nm filter. Cells
viability in response to treatment was calculated as: % dead cells =
100 — (OD treated/OD control) x 100.

Measurement of NO release: NO generation was measured as
nitrite (NOy"), index of NO released by cells, in the culture medium
of J774A.1 macrophages 24 h after LPS stimulation by Griess
reaction, as previously reported [18]. Briefly, 100 pL of cell culture
medium were mixed with 100 uL of Griess reagent, equal volumes
of 1% (w:v) sulphanilamide in 5% (v:v) phosphoric acid and 0.1%
(w:v) naphthylethylenediamine-hydrogen chloride and incubated at
room temperature for 10 min, and then the absorbance was
measured at 550 nm in a microplate reader Titertek. The amount of
NO;" in the measured samples is expressed as pM concentration,
which was calculated via a sodium NO, standard curve.

Measurement of intracellular ROS: The evaluation of intracellular
peroxides concentration was performed according to Rothe et al.
with some modifications [19]. In details, Jurkat cells were collected
by centrifugation and suspended in RPMI containing 5% FBS at a
density of 5 x 10° cells/mL. FBS concentration was lowered to 2%
to increase the uptake rate of compounds and reagents in the short-
incubation time (1 h) chosen for the assay. Cell suspensions were
incubated with increasing concentrations of compounds or vehicle
only at 37 °C. For each sample duplicate test tubes were prepared.
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After 30 min of incubation, BHT (550 mM final concentration) or
an equal volume of vehicle were added. This allowed us to monitor
the effect of compound 1 on BHT-induced peroxide elevation or the
basal levels of peroxides, respectively. In the last 15 min of
incubation cells were loaded with 2’,7'-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA), 8 mM final concentration. Test tubes were gentle
mixed several times along the incubation period (1 h). Cells
suspension were then washed, resuspended in an equal volume of
medium and 10.000 events were analyzed for DCF-fluorescence by
cytofluorimetry (BD  FACSCalibur™  instrument, Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). DCF green fluorescence was
analyzed in the FL1 channel (lexc488 nm; lem 1535 nm). Before the
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cytofluorimetric analysis an aliquot of each sample was withdrawn
to evaluate cell viability by Tripan-blue exclusion test.

Data analysis: Data are reported as mean + standard error mean
(s.e.m.) values of at least three independent experiments. Statistical
analysis was performed by analysis of variance test, and multiple
comparisons were made by Bonferroni’s test by using GraphPad
Prism software. P-values smaller than 0.05 were considered as
significant.
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