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Abréviations

Déter mination structurale

DEPT: Augmentation sans déformation par transfert de polarisation (Distortionless
Enhancement by Polarisation Transfer)

Rha: rhamnose

Sin: sinapoyl

Suc: sucrosecoside

[a]o: Pouvoir rotatoire specifique

Activités biologiques

Aos: la concentration indiquant 0,5 d’absorbance
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BHA : ButylHydroxyAnisole

BHT : ButylHydroxyToluene

Clso : Concentration inhibitrice a 50%

CMI: la concentration minimale inhibitrice
CUPRAC: Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity
DPPH : 1,1-Diphényl-2-PicrylHydrazyle
EDTA: Ethylénediaminetétraacétique

EQ : égquivaent quercétine

EAG : équivaent acide galique

FRAP: Ferric reducing antioxidant power
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Introduction générale

La phytothérapie est une branche de la médecine qui repose essentiellement sur I'emploi
thérapeutique de plantes dites "médicinales”. Elles font partie de I’histoire de tous les
continents et atravers les siecles. Le savoir concernant les plantes médicinales s’est organise,

documenté et a été transmis de génération en genération.

En Afrique, des millions de personnes utilisent avant tout et parfois exclusivement la
meédecine traditionnelle, parce qu’elle demeure la moins couteuse et qu’elle semble efficace.
Plusieurs études ethnobotaniques ont été realisées afin de révéler I’importance de la
phytothérapie en Afrique et dans le monde. On estime que presgue 80% des populations

étudiées en Afrique y recourt pour ses premiers soins de santé [1].

Aujourd’hui, La médecine moderne reconnait la valeur et I’efficacité des traitements par
les plantes pour traiter les déséquilibres entrainés par la vie moderne. Il est donc trés
important qu'elle collabore avec la médecine traditionnelle afin de permettre la validation et

I’amélioration des remédes traditionnels et de pouvoir se compléter.

Un grand nombre d’étude révéle gque les plantes médicinales possédent des propriétés
biologiques tres intéressantes et trouvent des applications dans divers domaines & savoir en
médecine, pharmacie, cosmetologie et dans I’agriculture, mais il reste difficile de définir les
molécules responsables de I’action pharmacologique. D'autres études ont réussi de définir les
métabolites secondaires responsables des activités biologiques tels que les acaloides, les
flavonoides, les quinines, les stéroides et les terpenoides et qui ont intégré dans une
application commerciale dans diverses domaines pharmaceutiques et biomédicaux et font

partie des drogues, colorants, arémes, parfums et des insecticides [2].

Cependant I’évaluation des propriétés phytothérapeutiques et l'investigation phytochimique
des plantes médicinales restent trés intéressantes pour la recherche de nouveaux composés

bioactifs.

Laflore agérienne est caractérisée par sa diversité florale : méditerranéenne, saharienne
et une flore paléotropicale. L'identification de cette flore a é&té décrite par plusieurs botanistes
a titre d'exemple celle de Quezel et Santa [3-4] et Ozenda [5-7]. La flore d'Algérie compte
4125 plantes vasculaire inventoriées, réparties en 123 familles botaniques [8]. La richesse de

laflore algérienne est donc variée et incontestable.
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Le présent travail, rentrant dans le cadre du programme de recherche de notre unité
VARENBIOMOL est destiné alavalorisation de laflore locale, par |a recherche de nouveaux
métabolites secondaires dotés d’activités biologiques. Dans ce contexte nous nous sommes
intéresses a l'investigation phytochimique et I'évaluation de I'activité biologique de trois
espéces algériennes. La sélection de ces trois espéces s’est basée essentiellement sur la grande
utilisation en médecine traditionnelle des plantes appartenant aux familles Fabaceae,

Brassicaceae et Pinaceae.

En [I’occurrence, trois especes m’ont été confiées en vue d’une investigation
phytochimique et biologique, il s’agit de :

L espece Retama sphaerocarpa (L.) Boiss appartenant a la famille des Légumineuse
(Fabaceae), Les diverses investigations phytochimiques menées sur cette famille et plus
particulierement sur le genre Retama ont montré une richesse remarquable en métabolites
secondaires comme les isoflavonoides et |es polyphénols [9-14].

L’espéce Lepidium draba (L.) Appartenant a la famille Brassicaceae. La recherche
bibliographique exhaustive effectuée sur cette espece a montré gque jusqu’a ce jour, elle n'a
fait I’objet que d’une seule étude phytochimique et biologique en Algérie [15].

L’espéce Cedrus atlantica appartenant a la famille Pinaceae, cette plante est trés riche en

huiles essentielles [16-20] et trés utilisée en médecine traditionnelle [21].

Notre travail seradivisé en trois chapires:
Le premier chapitre renferme I’étude bibliographique des plantes étudiées et en particulier
les genres Retama, Lepidium et Cedrus portant sur I’aspect botanique, I’utilisation en
meédecine traditionnelle, les activités biologiques et les différentes classes de métabolites
antérieurement isol és.
L e second chapitre apporte tous les détails expérimentaux entrepris tout au long de ce travail
de recherche. 1l comprend |'étude phytochimique et biologique des trois espéces Retama
sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidiumdraba (L.) et Cedrus atlantica.
Nous présenterons les étapes d’extraction, les séparations et les purifications des métabolites
secondaires.
Le troisiéme chapitre sera consacré a la discussion des résultats phytochimiques, la
détermination des structures et des tests biologiques effectués sur les extraits et les composés

IS0l és.
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Chapitre 1. Apercu bibliographique

Dans le but de valoriser les plantes algériennes utilisées en médecine traditionnelle, notre
travail a été réalisé sur trois especes: Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.) et
Cedrus atlantica.

Ce chapitre renferme une étude bibliographique des trois familles des especes etudiées :
Fabaceae, Brassicaceae et Pinaceae et leurs genres Retama, Lepidium et Cedrus

respectivement.

I.1. Famille des Fabacees

Les fabacées constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs, avec plus
de 730 genres et 19 400 especes, réparties aussi bien en milieu tempéré que tropical [1]. Leur
métabolisme, dépendant de 1’azote, est considérée comme une adaptation aux variations
climatiques et imprévisibles de I’habitat. En effet, la fixation de ’azote via la symbiose
I[égumineuses-rhizobium permet aux plantes de cette famille d’obtenir des taux élevés en
azote ammoniacal au niveau de leurs racines en fonction de la demande de leur métabolisme.

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées
dans un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, feve, soja)
qu’animale (tréfle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme
combustible, pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais,

réglisse) ou en chimie [1].

I.1.1. Caractéristiques botaniques des Fabacees

Cette famille, lI'une des plus importantes du regne végétal est caractérisée par un ovaire
formé d'un seul carpelle qui se transforme en un fruit d'un type particulier, appelé autrefois
Iégume et que l'on désigne plutdt actuellement sous le nom de gousse. C'est un fruit sec,
déhiscent par deux fentes longitudinales dont l'une suit le bord ventral (le long duquel sont
insérées les graines) et l'autre la nervure dorsale. En général, la gousse est allongée,
longuement saillante hors du calice qui persiste a sa base, un peu aplatie dans le plan dorso-
ventral et présente l'aspect bien connu du Haricot. Sa forme peut toutefois s'écarter
notablement de la précédente: chez de nombreux genres la gousse est ovoide, parfois plus
courte que le calice et peut ne contenir qu'une seule graine; d'autres fois elle se déforme
considérablement au cours de la maturation et chez la Luzerne par exemple elle s'enroule en
tire-bouchon; souvent aussi des cloisons la recoupent transversalement en articles
monospermes qui peuvent se séparer a maturité comme chez Hippocrepis. Les graines sont

toujours dépourvues d'albumen.
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Les caractéres floraux permettent de distinguer trois sous-familles assez différentes entre
elles, mais dont chacune est relativement homogéne. Chez les Papilionacées, la corolle est
plus nettement irréguliere encore; les deux pétales inférieurs sont soudés en une piece unique
dite carene qui enveloppe les étamines et le pistil, cette caréne est en partie recouverte par les
pétales latéraux appelés ailes, eux-mémes surmontés par le pétale supérieur beaucoup plus
grand que les autres et qui porte le nom d'étendard; I'ensemble de cette corolle présente
souvent un aspect rappelant un peu celui d'un papillon, d'ou le nom de Papilionacées. Les
étamines sont au nombre de 10 et sont soudées par leurs filets en une bandelette qui entoure
I'ovaire; suivant les genres elles sont soudées toutes les dix, ou bien I'étamine supérieure reste
libre.

L'appareil végétatif est encore plus variable. Les Mimosées et les Césalpiniées sont le
plus souvent des arbres, tandis que chez les Papilionacées le port arborescent est relativement
exceptionnel.

Les feuilles sont rarement simples, presque toujours formées de plusieurs folioles

(généralement au nombre de trois) [2].

1.1.2. Répartition géographique des Fabacées

La famille Fabaceae est cosmopolite. Elle est particulierement concentrée dans les
régions tropicales, subtropicales et tempérées chaudes comme en Afrique du Sud ou le
pourtour méditerranéen. Les régions tropicales abritent essentiellement des especes ligneuses,

tandis que les régions tempérées sont riches en espéces herbacées (figure 1.1) [3].

Figure 1.1. Carte de répartition géographique des Fabacées [3]

1.1.3. Classification des Fabacées
Selon la classification réalisée en 2009, les Fabacées comportent trois sous-familles:

Faboideae (Papilionoideae), Caesalpinioideae et Mimosoideae [4]. Aprés de longues
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discussions dans la communauté phylogénétique des légumineuses, les Fabaceae ont été
subdivisés en six sous-familles au lieu de trois: Cercidoideae avec 12 genres et 335 especes,
Detarioideae avec 84 genres et 760 especes, Duparquetioideae avec 1 genre et 1 espéce,
Dialioideae avec 17 genres et 85 especes, Caesalpinioideae avec 148 genres et 4400 espéces

et Papilionoidea avec 503 genres et 14000 especes [5].

Tableau 1.1. Classification systématique des Fabaceae

Classification réalisée en 2009

Classification réalisée en 2017

Régne

Plantae

Plantae

Embranchement

Spermatophyta

Spermatophyta

Sous embranchement

Angiospermae

Angiospermae

Classe

Eudicotyledonae

Eudicotyledonae

Sous-classe Rosidae Rosidae
Ordre Eurosidae | Eurosidae |
Sous-ordre Fabales Fabales
Famille Fabaceae (Leguminosae) Fabaceae (Leguminosae)
Duparquetioideae
e
Sous-famille Mimosoideae

Dialioideae
Caesalpinioideae
Papilionoideae

Caesalpinoideae

1.1.4. Le genre Retama
1.1.4.1. Généralités sur le genre Retama

Les Legumineuses du genre Retama comptant quatre especes R. monosperma (L.) Boiss.,
R. raetam Webb et Berthel, R. sphaerocarpa (L.) Boiss. et R. dasycarpa (Cosson.) [6]. Ce
sont des plantes pérennes arbustives appartenant a la sous-famille des Papilionideae et a la
tribu des Genisteae et sont caractérisés par une large distribution géographique dans le sud de
1’Europe, sur les pourtours du bassin méditerranéen (Algérie, Egypte, Maroc, lles canaries) et
le long de la cote de I’Espagne (Andalousie), Portugal, Italie, et dans le désert sud asiatique
[6-7].

En Algeérie, trois espéces appartenant au genre Retama sont signalées : Retma
monosperma, Retama retam et Retama sphaerocarpa. La carte de répartition géographique a

été établie par Benmiloud et al (2011) (figure 1.2) [6].
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Figure 1.2. La répartition géographique des espéces de Retama en Algérie [6].

1.1.4.2 Description botanique du genre Retama

D'apres Quézel et Santa (1962) [8], les Retamas sont des arbrisseaux portant de longs
rameaux jonciformes et soyeux, caractérises par:
- des feuilles tres caduques, les inférieurs sont trifoliolés, alors que les supérieurs sont simples
et unifoliées.
- des fleurs, unisexuées en petites grappes latérales, réparties sur de courts racémes, avec
petite calice bilabié, a levres supérieurs profondément bidentées, pétales a onglets plus ou
moins soudés au tube staminal, étendard dressé avec 10 étamines monadelphes. Elles sont de
deux couleurs selon I’espece :
- blanches pour Retama monosperma et Retama raetam.
- jaunes pour Retama sphaerocarpa.
- le fruit est une étroite gousse indéhissante de moins de 2cm, acuminées, avec une extrémité

aigue, portant une a deux graines.

1.1.4.3. Utilisations des espéces du genre Retama en médecine traditionnelle

Les espéces du genre Retama sont utilisées en phytothérapie. Ainsi R. sphaerocarpa est
connue depuis longtemps pour I'effet bénéfique sur le lavage rectal. Les tiges et les feuilles
pilées avec du miel, sont préconisées par voie orale comme vomitif. La décoction des feuilles
est administrée comme purgatif et vermifuge. Les racines sont trés utilisees partout en
fumigations ou en lavements vaginaux et comme abortif [7]. On les emploie aussi pour traiter
le diabéte [9].
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Cette espece est utilisée en Espagne pour diminuer les douleurs articulaires, le rhumatisme, la
guérison des plaies [10]. Elle est utilisée pour lutter contre les maladies du foie [10-11]. En
Algérie, R. sphaerocarpa constitue un remeéde de la rage [12].

- R. raetam est une espece connue dans la médecine traditionnelle marocaine pour traiter les
maladies de la peau, la cicatrisation des plaies, le rhumatisme et elle est utilisée dans les soins
en cas de morsures de scorpion [13]. La poudre des feuilles et des fleurs séchées de R. raetam
est utilisée comme un cicatrisant dans les circoncisions, un antiseptique et sédatif dans les
soins locaux des plaies, blessures, ulcérations de la peau et boutons purulents. Elle est donnéee
comme vomitif, purgatif et vermifuge. Les racines sont utilisées comme abortif et elles sont
utilisée aussi comme un traitement de la gale [7,14].

En Algérie, elle est utilisée pour combattre les maladies de rhumatisme, les piqures de
scorpion [15] et le diabéte [16]. Les feuilles préparées en infusion, sont préconisées pour
combattre les douleurs abdominales. Les tiges font aussi I'objet d'une utilisation
thérapeutique. En effet, le mélange de la poudre des tiges avec I’huile d’olive est trés efficace
dans le traitement des plaies et des douleurs de dos. La partie végétative de la plante est
cicatrisante. Elle est conseillée également pour traiter les irritations des yeux, ainsi que pour
traiter la diarrhée et les maladies fiévreuses [17].

R.raetam est utilisée dans d'autres pays tels que: la Libye: contre la sinusite et le diabete [18],
en Jordanie: pour les fractures et la désinfection des brdlures [19], en Liban: pour diminuer les
douleurs des articulations [20] et en Palestine pour ses propriétés anti-inflammatoire,
antirhumatismaux, analgésique, pour traiter les yeux enflammés et les maux de gorge,
I'infertilité, la paralysie et les maux d'estomac [21].

- R. monosperma: au Maroc, les feuilles de cette plante sont utilisées, en décoction, comme
purgatif et vermifuge. Les tiges et les feuilles apprétées avec du miel, s’emploient comme
émétique [7].

- R. dasycarpa: les graines sont utilisées en médicine populaire marocaine pour traiter les

maladies urologique et néphrologique [22].

1.1.4.4. Activités biologiques reconnues
Les plantes du genre Retama soumises a des études biologiques ont montré des activités

antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires, antidiabétiques et anticancéreuses.

Pour l'activité antimicrobienne, les tests sont portés sur les extraits et les métabolites
secondaires isolés. Retama sphaerocarpa a présenté une activité antimicrobienne significative
vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa [23-34]. R. raetam a

9
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révelé une sensibilité importante vis-a-vis de quelques souches Gram positif et négatif [25-
27]. Notamment les deux flavonoides licoflavone C (71) et la derrone (95) isolés de cette
espéce ont révélé une bonne activité antibactérienne contre Escherichia coli et Pseudomonas
aeruginosa et une activité antifongique importante contre les espéces de Candida [28]. En
outre, Ces résultats sont également soutenus par Mariem et al. (2014) [29] qui ont observé que
I'extrait acétate d'éthyle de R. raetam exercait une forte activité antibactérienne, en particulier
vis-a-vis Escherichia coli et Bacillus cereus.

Les extraits obtenus a partir des feuilles et des tiges de R. monosperma testés contre
Aspergillus niger, Candida albicans et Candida tropicalis présentaient une activité
antifongique qui était liée a leur teneur élevée en spartéine (2), ammodendrine (23) et
anagyrine (16), tandis que l'extrait riche en cytisine (17) et ses dérivés ne présente aucune
activité vis-a-vis des souches testées [30-31].

Deux études ont été réalisées sur la composition chimique et I'activité antimicrobienne des
huiles essentielles obtenues a partir des fleurs de R. raetam collectées respectivement en
Tunisie et en Libye. L'huile essentielle tunisienne était riche en monoterpénes oxygénés
(59,73%) et en hydrocarbures sesquiterpéniques (32,39%), cette huile exercait une activité
antibactérienne et antifongique modérée avec des CMI comprises entre 0,625 et 5 mg.mL-1
[32]. L'huile essentielle libyenne présente une composition similaire dans les monoterpenes
oxygénés (62,0%) et une CMI de 3 & 6 mg.mL-1 contre Staphylococcus aureus et

Streptococcus pyogenes respectivement [33].

Dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels, plusieurs études ont été
effectuées sur les especes du genre Retama. L'activité antioxydante des extraits étudiés de
R. sphaerocarpa a été évaluée par trois méthodes différentes: DPPH, ABTS et le pouvoir
réducteur. L'extrait hydro-alcoolique des tiges de cette plante a montré la capacité
antioxydante la plus élevée, cela est lié a sa teneur la plus élevée en composants phénoliques
mais également a la présence des acides phénoliques tels que I'acide quinique (124) et I'acide
piscidique (34) [24].

Une autre étude réalisée par Boussahel et al. (2017) [34] a rapporté les propriétés
antioxydantes des extraits méthanoliques et aqueux des fruits de R. sphaerocarpa. L'extrait
méthanol présentait une teneur la plus élevée en flavonoides. Cet extrait a exercé une activité
antioxydante notable dans les tests effectués et en particulier dans le test de capacité
d'absorption des radicaux (ORAC), ce qui suggere que les antioxydants des fruits de

R. sphaerocarpa sont plus solubles dans les solvants organiques que dans l'eau.

10
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Plusieurs études ont porté sur l'activité antioxydante de I'espece R. raetam, prouvent son
pouvoir antioxydant [26-27, 32, 35-40]. Les résultats obtenus par Meriem et al., (2014) [29]
ont montré que I'extrait acétate d'éthyle présente une activité antioxydante importante par
rapport aux autres extraits dans les tests : DPPH, ABTS et pouvoir réducteur. Cet extrait
présentait des teneurs en polyphénols et en flavonoides les plus élevées. Ce résultat confirme
la dépendance de l'activité antioxydante et la teneur totale des composés phénoliques des
extraits.

En outre, un autre travail sur lI'espece R. monosperma a confirmé la relation entre
I'activité antioxydante et la teneur totale en polyphénols. Une analyse de régression linéaire a
montré un coefficient de corrélation "Pearson" significatif entre la capacité antioxydante
totale et la teneur en flavonoides et en composés phénoliques ce qui suggere que ces

composés sont des contributeurs majeurs aux activités antioxydantes [41].

L'investigation biologique du genre Retama a montré que les trois especes
R. sphaerocarpa, R. raetam et R. monosperma possedent un effet anti-inflammatoire. Cette
activité a été prouvée in vitro, la pré-incubation de monocytes humains avec de différents
extraits de R. sphaerocarpa pendant 30 min avant la stimulation avec du lipopolysaccharides
(LPS) (10 pg.mL?t) a empéché de maniére significative la sécrétion du facteur de nécrose
tumorale (TNF-a) [42].

Miguel et al. (2014) [35] ont étudié la capacité de diverses plantes médicinales a inhiber
la lipoxygénase. Les résultats montrent que I'extrait de R. raetam inhibait cette enzyme avec
une Clsp= 0,421 mg. mL. L'activité anti-inflammatoire de R. monosperma a été évaluée
in vivo par administration intra-colique d'acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) chez le rat
comme un modeéle de la maladie de Crohn. L'administration orale de cet extrait a empéché de
maniere significative les dommages intestinaux induits par le TNBS et a augmenté la

production de mucus colique [43].

Les recherches effectuées sur I'espéce R. raetam ont montré que 1’extrait aqueux avait un
effet hypoglycémique, en effet 1’administration orale d’une dose de 20mg/kg de I’extrait
aqueux des feuilles de R. raetam, réduisait de facon significative le taux de glucose dans le
sang des rats normaux, ainsi que des rats diabétiques dont le diabéte a été induit par
streptozotocine [44]. Ces résultats ont été validés par des études récentes effectuées sur des
phytoconstituants isolés de R. raetam, ces derniers posseédent une activité inhibitrice de
I'alpha-glucosidase et donc ils peuvent ouvrir de nouvelles voies au développement de
médicaments prometteurs du diabéte [45-46].
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Méme si aucune espéce du genre Retama n'est traditionnellement utilisée pour traiter le
cancer, l'extrait dichlorométhane des parties aériennes de R. monosperma a été examine pour
évaluer leur activité antiproliférative. Les résultats de I'étude du cancer du col de l'utérus
humain indiquent que cet extrait semble avoir une réponse positive avec une Clso égale
a 14.57+4.15pg/ml et 21.33+7.88ug/ml contre les lignées cellulaires SiHa et Hela
respectivement [47]. La fraction de dichlorométhane a également exercé une activité
significative contre les cellules Jurkat et JeKo- [48]. Une autre étude de la méme plante a été
effectuée sur quelques cellules cancéreuses, une diminution considérable de la viabilité
cellulaire des cellules Jurkat a été observé avec presque aucun effet pour les autres lignées
cellulaires testées [49].

Les études de Lopez-Lazaro et al., (2000) [50] ont démontré que les flavonoides isolés a partir
des parties aériennes de R. sphaerocarpa possédent une activité cytotoxique contre trois

lignées cellulaires cancéreuses humaines.

Autres diverses activités effectuées sur les extraits de l'espece R. raetam ont été
également signalées, y compris : l'activité analgésique [36], diurétique [51], antiulcérogéne
[52], antivirale [26] et hépatoprotective [53].

1.1.4.5. Etudes phytochimiques antérieures

Les espéces du genre Retama ont été largement étudiées. Il ressort de ces études que les
principaux métabolites secondaires de ce genre sont constitués d'alcaloides, d'acides
phénoligues, des flavonoides et plus précisément des isoflavonoides.

Les tableaux qui suivent (tableau 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7 et 1.8) tracent un apercu des
différents composeés rencontrés dans le genre Retama.

> Les alcaloides
Des études effectuées sur les parties aériennes des trois espéces du genre Retama:
R. monosperma, R. sphaerocarpa et R. raetam ont permis l'isolement de quelques alcaloides
de noyau quinolizidiniques (1-22) et des dérivés de la bipyperydine (23-25). Les
quinolizidines, sont les plus répandus et les plus caractéristiques de ce genre.
Les structures des alcaloides isolés de 1 a 25 des especes du genre Retama sont citées

dans le tableau 1.2 et les figures 1.3 et 1.4.
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Tableau 1.2. Les alcaloides isolés du genre Retama

Alcaloides Structures Especes Références
Epilupinine 1 R. sphaerocarpa [54]
Spartéine 2 R. monosperma [54-57]
- A R. sphaerocarpa
a-Isospartéine 3 [54-55]
R. raetam
B-Isospartéine 4 R. monosperma
R .raetam [54]
11,12-Déhydrospartéine 5 R. monosperma
17-Oxospartéine 6 R. sphaerocarpa [54-55]
(-)-Lupanine 7 R. raetam [54-56]
a-Isolupanine 8 R. monosperma (54]
R. sphaerocarpa
R. monosperma
5,6-Déhydrolupanine 9 R. sphaerocarpa [54-55]
R. raetam
R. monosperma
Rhombifoline 10 [54]
R. raetam
_ 1 R. sphaerocarpa [54,56]
(+)-12a-hydroxy lupanine R raetam
(-)-6a-hydroxy lupanine 12 R. raetam [56]
Aphylline 13 R. monosperma [54]
R. monosperma
Retamine 14 R. sphaerocarpa [54-57]
R. raetam
17-oxoretamine 15 R. sphaerocarpa [54]
Anagyrine 16 [54, 56]
4 R. monosperma
Cytisine 17 [54,56-57]
5 R. sphaerocarpa 54.56]
N-méthyl cytisine R rastam [54,
N-formyl cytisine 19
N-acetyl Cytisine 20 R. monosperma (54]
11-allyl Cytisine 21
_ R. monosperma
Baptifoline 22
R. sphaerocarpa
Ammodendrine 23 [54-55]
N-Formylammodendrine 24
- - R. monosperma [54]
Déhydroammodendrine 25
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HO

N N
OH
14

R
17 H
18 CHs
19 CH=0
20 COCHs
21 CHz-CHZCHz
10 CH»>-CH,-CH=CH> 10, 17-21

Figure 1.3. Structures des alcaloides de 1 a 22 isolés des espéces du genre Retama
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23 R=H, 24 R= CH=0 25

Figure 1.4. Structures des alcaloides de 23 a 25 isolés des especes du genre Retama

> Les acides phénoliques

Selon cette recherche bibliographique, les acides phénols répertoriés dans le genre
Retama sont isolés uniquement a partir des deux especes R. raetam et R .sphaerocarpa et sont
représenteés soit sous forme de dérivés de I'acide hydroxybenzoique (26-34), soit de l'acide
hydroxycinnamique (35-41).

Les structures des acides phénoliques isolés des espéces du genre Retama sont citées dans
le tableau 1.3 et la figure 1.5

Tableau 1.3. Les acides phénoliques isolés du genre Retama

Acides phénoligues Structures Espéces Références
Acide gallique 26
Acide protocatéchique 27
Acide (3,4-dihydroxyphényl) acétique 28
Acide salicylique 29
Acide p-hydroxybenzoique 30 R. raetam [29]
Acide vanillique 31
Acide gentisique 32
Acide syringique 33
Acide Piscidique 34 R. sphaerocarpa [24]
trans- acide cinnamique 35
Acide caféique 36 R. raetam [29]
Acide férulique 37 R. raetam [29, 57]
Acide paracoumarique 38 R. sphaerocarpa [24, 29, 36]
Acide orthocoumarique 39
Acide chlorogénique 40 R. raetam [29]
Acide rosmarinique 41
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Figure 1.5. Structures des acides phénoliques de 26 a 41 isolés des especes du genre Retama

> Les flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques trés répandus dans le genre Retama.
L’¢étude bibliographique de ce genre a montré que ce dernier est caractérisé par la richesse et
la diversité des métabolites flavonoidique, plus précisément les flavonols (42-53), flavones

(57-68), flavones prenylés (70-78) et rarement sous forme de flavanols (54-56) et flavanones

(69).

Les structures des flavonoides isolés sont regroupées dans le tableau 1.4 et les figures 1.6,

I.7et 1.8
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Tableau 1.4. Les flavonoides isolés du genre Retama

Flavonoides Structures Espéces Références
. R. raetam
Quercetine 42 R. sphaerocarpa [24, 58]
Quercetine 3-rhamnoside 43 R. raetam [29, 40]
Quercetine 3,7-di-O-p-glucoside 44 R. sphaerocarpa [12]
Rutine 45 R. raetam [40]
Rhamnazine 46 [59]
Rhamnazine 3-O-B-glucopyranosyl-
(1— 5)—a—arabin0[?‘ugranos?ge ’ 47 R. sphaerocarpa [60]
Retamatrioside 48 [61]
Kaempférol 49 R. raetam [29, 36, 40, 58]
Kaempférol 7-glucoside 50 [58]
Isorhamnétine 51
Morine 52 R. sphaerocarpa [24]
Galangine 53
Taxifoline 54 R. sphaerocarpa [24, 39]
R. raetam
Catéchine 55
Epicatéchine 56 R. raetam [40]
Lutéoline 57 R. raetam [24, 29, 36-37]
R. sphaerocarpa
Luteolin 7-O-glucoside 58 [62]
- —— R. raetam
Luteolin 4'-O-neohesperidoside 59 [63]
Orientine 60 R. raetam [24, 59, 62]
R. sphaerocarpa
Orientin-4'-glucoside 61 R. raetam [62]
L R. raetam
Apigénine 62 R. sphaerocarpa [24, 29, 37, 58]
Vitexine 63 R. sphaerocarpa [12]
Apigenine 7-glucoside 64 R. raetam [39, 40, 62]
N . . R. raetam
Apigenine 6,8-di-C-glucoside 65 R. sphaerocarpa [12, 58, 62]
Chrysoériol 7- glucoside 66 R. raetam [62]
Scutellaréine 67 [36]
Cirsilineol 68 [40]
Naringinine 69 [29, 37, 40, 58]
Licoflavone C 70 [28, 46, 64]
Ephedroidin 71 [63-64]
Retamasins A 72 R. raetam [64]
Retamasins B 73
Retamasine C 74
Retamasine D 75 [46]
Retamasine E 76
Atalantoflavone 77 [64]
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Tableau 1.4. Les flavonoides isolés du genre Retama (suite)

Flavonoides Structures Espéces Références
5,4'-dihydroxy-(3",4"-dihydro-3",4"-
dihydroxy)-2",2"-dimethylpyrano- 78 R. raetam [63]
(5",6":7,8)-flavone
R1 Rz Rs
OH

42 OH OH OH

43 O-Rha OH OH

44 O-Glc O-Glc OH

49 OH OH H

50 OH O-Glc H :

51 OH OH OCHjs OH 0

42-44, 49-51
46 R=H
O
O
HO o o OH
HO OH
]}/_ ; : OH
47 R= 48 R_ OH HO

OH

%mi‘

45

Figure 1.6. Structures des flavonoides de 42 a 53 isolés des espéces du genre Retama
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Ry R Rs; R4 Rs
57 H OH H OH OH
58 H O-Glc H OH OH
O-
59 H OH H OH | neohespe
ridoside
60 H OH C-Glc OH OH
61 H OH C-Glc OH C-Glc
62 H OH H H OH
63 H OH C-Glc H OH
64 H C-Glc H H OH
65 Glc OH C-Glc H OH
66 H C-Glc H OCHjs OH
67 OH OH H H OH
68 | OCHsz | OCHs H OCHs OH

72 R=H73R= x)< 74 75

Figure 1.7. Structures des flavonoides de 54 a 75 isolés des espéces du genre Retama
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76 77 78

Figure 1.8. Structures des flavonoides de 76 a 78 isolés des espéces du genre Retama

> Isoflavonoides

Les isoflavonoides constituent un groupe important de substance dans la famille des
Fabacées. lls sont présents dans les racines, les rhyzomes, le bois, I’écorce et les graines,
quelquefois dans les feuilles et les fleurs [65].

Les espéces du genre Retama sont riches en isoflavonoide, fréquemment les aglycones,
elles ont permis I’isolement d’un bon nombre d’entre eux. Les isoflavonoides prénylés sont
rencontrés dans R.sphaerocarpa et R. raetam.

Les structures des différents isoflavonoides isolés des especes du genre Retama (79-101)

sont citées dans le tableau 1.5 et les figures 1.9 et 1.10

Tableau 1.5. Les isoflavonoides isolés du genre Retama

Isoflavonoides Structures Espéces Références
e R.
Génistéine 79 MONOSPETMA. 1135 39, 58, 66]
R. raetam
6-hydroxy génistéine 80 R. raetam [36]
Génistine 81 R. sphaerocarpa [12, 39, 67]
. R.
5-methoxy Génistéine 82 monosperma [58, 66]
R. raetam
Génistéine 8-C-glucoside 83 R. sphaerocarna [23]
Génistéine 7-O-xylosyl-8-C-glucoside 84 5P P [68]
. R.
Daidzéine 85 MONOSPErMa | 158 62 66]
R. raetam
Daidzine 86 [67]
7-hydroxy-6'-mehoxy-3’,4’-methylénedioxy
. 87 [23]
isoflavone R. sphaerocarpa
7-hydroxy-6'-methoxy-3',4'- 88 [67]
methylenedioxy isoflavone 7-O-Bglucoside
Biochanine A 89
R.
3'-hydroxy Biochanine A 90 ractam [36]
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Tableau 1.5. Les isoflavonoides isolés du genre Retama (suite)

Isoflavonoides Structures Espéces Références
3'-O-methyl Orobol 91 R. raetam [36]
Calycosine 92
Puerarine 93 R. sphaerocarpa [24]
Derrone 94 [28, 64]
5"-hydroxy Derrone 95 [64]
Retamasine F 96
Retamasine G 97
- R. raetam
Retamasine H 98 46]
Retamasine | 99 [
Erysubine A 100
Erysubine B 101
R1 R2 Rs R4 Rs Rs

79 OH H OH H H OH

80 OH OH OH H H OH

81 OH H 0-Glc H H OH

82 OCHjs H OH H H OH

83 OH H OH C-Glc H OH

84 OH H xyﬁ)-syl C-Glc H OH

85 H H OH H H OH 79-86, 89-93

86 H H 0-Glc H H OH

89 OH H OH H H OCHzs

90 OH H OH H OH OCHzs

91 OH H OH H OCHzs OH

92 H H OH H OH OCHzs

93 H H OH C-Glc H OH

OH
HO o
HO.
OH
87 88

Figure 1.9. Structures des isoflavonoides de 79 a 93 isolés des especes du genre Retama
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Figure 1.10. Structures des isoflavonoides de 94 a 101 isolés des espéces du genre Retama

> Autres composés

Ces composés sont moins répandus que les précédents et appartiennent aux différentes
classes tels que les alcools (102-108), les acides gras (109-121) et une dihydrochalcone (124)
particulierement dans R. sphaerocarpa [24, 57]. Deux aurones (125-126) et un diterpéne
(128) dans R.raetam [29, 58], trois stérols (129-131) et deux Cyclitols (122-123) dans les
especes du genre Retama [24, 49, 57-58, 69].

Les tableaux 1.6, 1.7, 1.8 et la figure 1.11 regroupent les différents composés cités

auparavant dans le genre Retama.
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Tableau 1.6. Les alcools isolés du R. sphaerocarpa

Alcools Structure Formule semi-développée Références
Hexadécanol 102 CH3(CH3)14CH,OH
cis-9-octadécéne-1-ol 103 CH3(CH2)7-CH = CH-(CH2)sOH
Octadécan-1-ol 104 CH3(CH2)16CH-0OH
Eicosan-1-ol 105 CH3(CH3)1sCH,OH [57]
Docosanol 106 CH3(CH2)20CH0OH
1-tétracosanol 107 CH3(CH2)2.CH.OH
1-Octacosanol 108 CH3(CH,)210H
Tableau 1.7. Les acides gras isolés du R. sphaerocarpa
Acides gras Structures Formule semi-développée Référence
Acide laurique 109 CHs—(CH2)10-COOH
Acide myristique 110 CH3;—(CH2)1.—-COOH
Acide pentadécanoique 111 CH3(CH)13COOH
Acide margarique 112 CH3(CH,)1sCOOH
Acide stéarique 113 CHj3-[CH2]1-COOH
Acide arachidique 114 CH3(CH2)1sCOOH
Acide hénéicosanoique 115 CH3(CH2)10COOH [57]
Acide béhénique 116 CH3—(CH2)20-COOH
Acide tricosanoique 117 CH3—(CH2)1—COOH.
Acide lignocérique 118 CHs—(CH2)2>—COOH.
Acide palmitoléique (oméga7) 119 CH3(CH2)s-CH = CH-(CH,);COCH
Acide oléique (oméga9) 120 CH3(CH,)7-CH = CH-(CH_),COOH
o . CH3(CH,)4-CH = CH- CH, -CH =
Acide linolélaidique (omégab) 121 CH- (CHz);COOH

Tableau 1.8. Autres composés isolés du genre Retama

Composés Structures Espéces Références
R. monosperma
Pinnitol 122 R. sphaerocarpa [69]
R. raetam
Qﬁllgfég:::lque i;i R. sphaerocarpa [24]
Hispidol 125 [56]
Hispidol-6-glucoside 126 R. raetam
Acide carnosique 127 [29]
B-amyrine 128 R. sphaerocarpa [57]
R. monosperma,
b-Sitostérol 129 R. sphaerocarpa, [49, 57-58]
R. raetam
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Tableau 1.8. Autres composes isolés du genre Retama (suite)

Composés Structures Espéces Références
Sti :
igmastérol 130 R. monosperma,
R. sphaerocarpa [49,57]
Campestérol 131 5P P
OH
OH [e]
OH
¢ (LT
HOW
OH OH o HO OH OH
122 123 124

127

131

Figure 1.11. Structures des composeés de 122 a 131 isolés des especes du genre Retama

> Les huiles essentielles
Quelques travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur les huiles essentielles des deux

especes R. monosperma et R. raetam ont montré la présence des alcanes, des aldéhydes, des
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acides gras satures et insaturés, des monoterpenes, des sesquiterpenes et des norisoprenoides
[30, 32-33, 70].

I.2. Famille des Brassicacées

La famille des Brassicaceae, anciennement nommee Cruciféres, compte 338 genres et
environ 3700 especes distribués largement a travers le monde [71]. C'est lI'une des plus
importantes familles de plantes qui sont couramment utilisées en alimentation humaine et
animale, mais aussi dans des applications pharmaceutiques, cosmétiques et tinctoriales [72].
Elle comprend plusieurs espéces de culture, des plantes ornementales et adventices, ainsi que

des especes utilisées comme modele pour la recherche génétique dans le monde végétal [73].

1.2.1. Caractéristiques botaniques des Brassicacées

La famille est tres homogene et les fleurs sont toujours constituées sur le méme plan
d'ensemble, comprenant de I'extérieur vers l'intérieur : 4 sépales, dont deux sont
ordinairement dilatés en une bosse a la base; 4 pétales; 6 étamines, dont 2 plus petites
opposées aux sépales bossus et portant a leur base une glande nectariféere, les 4 autres étant
plus grandes, disposées par groupe de deux en face des sépales non bossus; enfin un ovaire a
deux loges séparées par une cloison membraneuse. Du fait de cette unité florale, la
classification de ces plantes est difficile : elle repose sur la forme et la structure du fruit, sur
I'embryon qui est replié sur lui-méme dans la graine suivant des modes différents, sur la forme
des stigmates et sur la pilosité de la plante.

Le fruit est appelé silique et possede un mode d'ouverture particulier: les deux parois des
carpelles se détachent a maturité et tombent, laissant en place la cloison membraneuse,
entourée d'un cadre rigide formé par les nervures placentaires auxquelles sont reliées les
graines. Dans une partie de la famille le fruit est court, de contour elliptique ou arrondi et
porte le nom de silicule. Chez quelques genres, le fruit est indéhiscent ou se découpe a
maturité en articles successifs, contenant chacun une ou quelques graines.

Les Cruciferes sont tantdt glabres, tantdt revétues de poils généralement ramifiés, par

exemple en forme de navette et fixes par leur milieu ou bien en forme d'étoile [74].
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1.2.2. Reépartition géographique des Brassicacées

La famille Brassicaceae se trouve principalement dans les régions tempérées de
I'némisphére nord, elle est également localisée dans I'némisphére sud et trés rare dans les
tropiques sauf dans les zones montagnardes ou alpines.

Les centres de diversification les plus importantes sont la région irano-turanienne
(environ 150 genres et environ 900 especes, 530 endémiques) et la région méditerranéenne
(environ 113 genres et environ 630 especes, 290 endémique). Ensuite I'Amérique du Nord (99
genres et 778 especes, environ 600 endémiques) et la région saharo-sindienne (65 genres et
180 espéces, 62 endémiques). Dans I'némisphere sud (environ 40 genres, 28 endémiques)
avec 340 espéeces sont considérées comme originaires d’/Amérique du Sud, 15 genres et plus
de 100 especes sont originaires d'Afrique australe et 19 genres comprenant 114 espéces en

Australie et en Nouvelle-Zélande [75].

1.2.3. Classification des Brassicacées
Les Brassicacées appartiennent & I'ordre des Brassicales, elles sont classées actuellement,
selon la classification réalisée en 2016, a la classe des Eudicots (Rosideae) [76].

Tableau 1.9. Position systématique des Brassicacées

Classification
Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae
Classe Eudicotyledonae
Sous-classe Rosideae
Ordre Eurosidae 1l
Sous-ordre Brassicales
Famille Brassicaceae

1.2.4. Le genre Lepidium
1.2.4.1. Généralités sur le genre Lepidium

Le genre Lepidium est I'un des genres les plus représentés de la famille des Brassicacées,
il est constitué d'environ 175 espéces, largement distribuées a travers le monde, sur tous les
continents. Elles ont la plus grande diversité dans la région méditerranéenne; ou la plupart des
especes diploides ont été trouvées; en Asie Occidentale et dans certaines parties de
I'Amérique du Nord [77-78].
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1.2.4.2 Description botanique du genre Lepidium
Pétales et étamines parfois avortés en partie. Silicule ailée ou aptére, angustiseptée, a
valves carénées, déhiscente et a loges monospermes. Fleurs nombreuses, blanches [79].

1.2.4.3 Utilisations traditionnelles des especes du genre Lepidium

Le genre Lepidium comporte plusieurs espéces utilisées en médecine traditionnelle
populaire pour guérir un bon nombre de maladies.
- L. sativum: les graines de cette plante sont riches en minéraux et en vitamines, en particulier
les vitamines C, A, B et E. elles sont utilisées pour soigner les maladies de la gorge, I'asthme
et les maux de téte. Une pate de farine préparée a partir des graines de cette plante est utilisée
sur les levres gercées, contre les coups de soleil et autres troubles cutanés [80].
En Ethiopie, L. sativum a été utilisé pour traiter les coliques, les douleurs abdominales et la
dysenterie [80].
En Inde, cette espece a été traditionnellement introduite dans l'alimentation des femmes
allaitantes. Elle est également recommandée pour la diarrhée [81].
Les graines sont une panacee de la médecine marocaine. On retrouve, partout au Maroc avec
les mémes indications. On les administre généralement par voie orale, triturées dans du miel,
ou en infusion dans du lait chaud. Elles sont indiquées également au Maroc et en Asie du Sud
dans le traitement de la toux, de l'asthme, de la tuberculose, de toutes les affections
pulmonaires, des refroidissements, du rachitisme, de I'impuissance, de la stérilité et de la
syphilis et pour activer I'accouchement des femmes enceintes. Les graines sont aussi utilisées
en Asie du Sud pour traiter la bronchite, I'asthme et la toux. Cette plante est utilisée comme
diurétique, expectorante, aphrodisiaque, antibactérienne, stimulante gastro-intestinale, gastro-
protectrice, et laxative [82-83].
En usage externe, la farine de graines entre dans la composition de cataplasmes révulsifs
contre les bronchites ou d'onguents maturatifs et cicatrisants contre les abces et les furoncles
[83].
- L. meyenii: les racines séchées sont consommées aprés ébullition dans de I'eau ou du lait, et
sont parfois mélangées avec du miel et des fruits pour la préparation de jus ou des confitures.
Cette plante a été recommandée pour améliorer la fertilité. Les femmes indiennes en mangent
guand elles veulent devenir enceintes [77].
- L. apetalum: est employée pour traiter la toux et le rhume, elle est utilisée en cas de blessure

et pour la faiblesse et I'étourdissement [84].
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L.draba: elle pourrait étre cuite avec le riz, lI'infusion de ses feuilles et graines possede un
effet purgatif et expectorant [85], ainsi que I'infusion des parties aériennes a été utilisée en cas
de rhume ou fievre [86].

1.2.4.4. Activites biologiques reconnues

De nombreuses especes appartenant au genre Lepidium possedent des propriétés
thérapeutiques. Dans ce qui suit, on citera les propriétés pharmacologiques de quelques especes
du genre étudié:
L. sativum: des études toxicologiques ont révélé que les graines de cette plante ne sont pas
toxiques. Elles présentent de nombreuses activités biologiques telles que I'activité
antidiabétique, hypocholestérolémique, antihypertensive, antidiarrhéique, antispasmodique et
laxative. Cette plante a également un potentiel antimicrobien, antioxydant, anti-obésité,
hépatoprotecteur, diurétique, néphrocuratif, anti-inflammatoire, antipyrétique et analgésique,
elle est également efficace pour la guérison des fractures [81,87-88].
L. meyenii : les études expérimentales indiquent les effets de cette plante sur la fertilité. En
2001, il a été publié qu'elle améliore le comportement sexuel des rongeurs et en 2002 une
étude a montré 1I’augmentation du nombre de spermatozoides chez les hommes [89].
D’autres recherches montrent une activité sur la réduction de la taille de la prostate, le
traitement de ’ostéoporose, contre les effets déléteres d'une exposition aux rayons UV,
comme antistress et antidépressif [77].
L.draba: les études effectuées sur cette plante ont démontré que L. draba avait un effet
anticancéreux, analgesique, anti-inflammatoire, laxatif, antibacterien, antifongique,
antioxydant, purgatif, expectorant [90-96] et un effet allélopathique [97].
L.latifolium: possede une activité antitumorale et par conséquent cette plante pourrait

présenter un intérét dans le traitement du cancer [98].

1.2.4.5. Etudes phytochimiques antérieures

Peu d'études phytochimiques ont été effectuees sur le genre Lepidium, les glucosinolates
sont les principaux métabolites secondaires rencontrés dans ce genre. Ainsi la présence des
isothiocyanates, des acides phenoliques, des flavonoides, isoflavonoides, des alcaloides
principalement de type imidazole, macamides et de quelques composés de différentes classes:

coumarines, cinnamate esters, acides gras, stérols, lignanes et autres.
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» Glucosinolates et isothiocyanates

Le genre Lepidium appartenant a la famille végétale «Brassicacée»> qui est caractérisée
par des produits naturels soufrés appelés glucosinolates (GLs). La structure générale (132)
possede une unité B-D-glucopyrano connectée a une fonction Z-thiohydroximate anomérique
dont I’oxygene est sulfaté et a une chaine latérale R qui est la seule variable structurale.

Lorsque les cellules de ces plantes sont endommageées, les glucosinolates sont dégradés
par la myrosinase, une enzyme présente dans des compartiments cellulaires sépareés, libérant
ainsi de nombreuses molécules. Des isothiocyanates (ITCs) sont majoritairement formés, mais
aussi des nitriles, thiocyanates et oxazolidinethiones, selon la structure du glucosinolate (GL)
de départ et les conditions physicochimiques de I’hydrolyse [72].

Le tableau 1.10 et les figures 1.12 et 1.13 représentent les glucosinolates (133-161) et les

isothiocyanates (162-167) isolés de quelques especes du genre Lepidium.

Tableau 1.10. Les glucosinolates et les isothiocyanates isolés du genre Lepidium

Glucosinolates et isothiocyanates Structures Especes Références
Glucocapparine 133 L. sativum [99]
Glucolepidiine 134 L. virginicum [100]
Glucobenzosisymbrine 135 .

. - L. sat
Ethyl butyl Glucosinolates 136 satvm [99]
Gluconapine 137
Sinigrine 138 L. oleraceum [101]
Glucocochlearine 139
Glucoputranjivine 140
Glucoiberine 141 L. heterophylla [99]
L. meyenii
L. sativum
Glucotropaeoline 142 ll: :())/:(Sj(i)c?li]::"um [77, 99,
P - Sorale 101-106]
L. virginicum
L. bonariense
L. oleraceum
Phényl Ethyl Glucosinolate 143 L. sativum [99]
- L. meyenii [77,99,
Glucoaubrietine 144 L bonariense 105]
L. densiflorum
. . .. [77, 101,
lucol h L.
Glucolimnanthine 145 meyenii 106-107]
L. oleraceum
3,4-diméthoxy benzylglucosinolate 146 L. densiflorum [107]
. _ L. sordid_um_ [99-100,
3,4,5-triméthoxybenzylglucosinolate 147 L.hyssopifolium
) 105, 107]
L. densiflorum
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Tableau 1.10. Les glucosinolates et les isothiocyanates isolés du genre Lepidium (suite)

Glucosinolates et isothiocyanates Structures Espéces Références
L. meyenii
L. draba [77, 99,
glucosinalbine 148 L. bonariense 101, 105-
L. densiflorum 108]
L. oleraceum
Glucolepigramine 149 . dens!fl_oru_m
L.graminifolium
- — [100, 107]
3-méthoxy sinalbine 150 L densiflorum
3,5- diméthoxy sinalbine 151 '
Glucoalyssine 152 .. [106]
- - L. meyenii
Glucobrassicanapine 153 [77]
Glucobrassicine 154 L. meyenii [77, 109]
] . L. graminifolium [77, 1086,
4-Méthoxy-glucobrassicine 155 L sativum 109]
4-hydroxy glucobrassicine 156 L. meyenii [106]
Neoglucobrassicine 157 L grammfollum [109]
L. sativum
Singrine 158 L. bonariense [99]
Glucoraphanine 159 L draba [100]
L-prolinium 4-(méthylsulfinyl) - butyl GL 160 ' [110]
i L. meyenii [104, 111-
Desulfoglucotropaeoline 161 L. apetalum 112]
. . L. meyenii [77,113-
Benzyl isothiocyanate 162 L sativum 114]
) L L. meyenii
4-méthoxybenzyl isothiocyanate 163 L bonariense [115]
3-méthoxybenzyl isothiocyanate 164 L. meyenii [77]
o o L. hyssopifolium
3,4,5 triméthoxybenzyl isothiocyanate 165 ] [105]
L. sordidum
3-hydroxybenzyl isothiocyanate 166 L. meyenii [104]
4-(méthylsulfanyl)butyl isothiocyanate 167 L. draba [116]
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Figure 1.12. Structures des composés de 133 a 153 et 158 isolés des espéces du genre

Lepidium
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Figure 1.13. Structures des composés de 154 a 157, de 159 a 167 isolés des espéces du genre

Lepidium
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> Les alcaloides

Les alcaloides ont été mis en évidence dans deux espéces du genre Lepidium: L. meyenii
et L. sativum. Les travaux effectués sur ces deux espéces ont permis d’isoler principalement
des dérives de type imidazole.
Les structures des différents alcaloides isolés (168-186) des especes du genre Lepidium sont

cités dans le tableau 1.11 et la figure 1.14

Tableau 1.11. Les alcaloides isolés du genre Lepidium

Alcaloides Structures Espéces Références

Imidazole
Lepidiline A 168 L. meyenii [117]

- L. meyenii
Lepidiline B 169 L sativum [78, 117]
Lepidiline C 170 .
Lepidiline D 171 L. meyenil [118]
Lepidine 172 [77,119]
Lepidine B 173
Lepidine C 174
Lepidine D 175 L sativum
lepidine E 176 [78]
lepidine F 177
semilepidinoside A 178
semilepidinoside B 179
pyrrole
Macapyrroline A 180
Macapyrroline B 181 L. meyenii [120]
Macapyrroline C 182
Indole
Acide _(1R,38)-1-met_hyl tétrahydro-a- 183 [121]
carboline-3-carboxylique L. meyenii
Acide (1R,3S)-1-méthyl tétrahydro-

. . 184 [77]

B-carboline-3-oique
Autres
Macaridine 185 L. meyenii [77,122]
Sinapine 186 L. sativum [78, 102]
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Figure 1.14. Structures des composés de 168 a 186 isolés des especes du genre Lepidium
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» Les acides phénoliques

Les acides phenoliques sont rarement trouvés dans les espéces du genre Lepidium. Une
enquéte phytochimique nous a permis de citer quelques composeés identifiés.
Les structures des acides phénoliques de type acide phénylacétique (187), de type acide
hydroxybenzoique (26-31, 33, 188) de type acide hydroxycinnamique (36-38, 40-41, 189-

190) sont regroupées dans le tableau 1.12 et la figure 1.15

Tableau 1.12. Les acides phenoliques isolés du genre Lepidium

Acides phénoliques Structures Espéce Références
Acide 2-O-(3,4-dihydroxybenzoyl)-2,4,6-
trihydroxy phenylacetique 4-O-3-D- 187 L. apetalum [123]
glucopyranoside
Acide gallique 26 L .sativum [81, 124-125]
Acide protocatéchique 27 L. draba [81, 125-126]
Acide (3,4-dihydroxyphényl) acétique 28 L. draba [125]
Acide salicylique 29 L. sativum [127]
Acide 4-hydroxybenzoique 30
Acide vanillique 31 L. draba [125]
Acide syringique 33
Acide vanillique 4-O-p-D-glucopyranoside 188 L. meyenii [104]
Acide caféique . 1,12
! 9 36 L. sativum [[foz 1251
Acide féruli L. draba e
cide férulique 37 r 125]
L. sativum
Acide 4- hydroxycinnamique 38 L. draba [81, 104, 125]
L. meyenii
Acide chlorogénique 40 L. sativum [124-125]
Acide Rosmarinique 41 L. draba [125, 127]
Aci ' 5'-dimethoxy-4-O-3-D-
cide 3'5 dlmet_ oxy-3 O-p 189 L. apetalum [123]
glucopyranosyl cinnamique
Acide sinapique 190 L. sativum [78, 102, 128]
OH (0] o
H5CO
R o ~ OH OH
OH
[¢]
R GlcO
OH COOH OCHj3 H3CO
187 R= O-Glc 189 R= O-Glc, 190 R=OH 188

Figure 1.15. Structures des composés de 187 a 190 isolés des especes du genre Lepidium
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» Les flavonoides

Le tableau 1.13 et les figures 1.16, 1.17 et 1.18 regroupent les structures des flavonoides
identifiés dans le genre Lepidium qui sont de type flavonol (42, 45,49, 191-234), flavanol
(54-55), flavone (58, 64, 235-236) et flavonolignanes (237-238).

Tableau 1.13. Les flavonoides isolés du genre Lepidium

Flavonoides Structure Espéces Références

Rutine g5 | Losyvaschicum o0 130
L. latifolium

Kaempférol 191
Kaempférol-3-O-a-L-arabinopyranoside-7-O-a-L- 192 L. campestre [131]
rhamnopyranoside
Nicotiflorin (Kaempférol-3-O-rutinoside) 193 L. syvaschicum [129]
Kaempférol 49 L. sativum [126]
KaempferoI—3—b_—D—gIucofuranosyl—6—b—L— 194 L latifolium [130]
rhamnopyranoside
Kaer_npf_ergl 3-0O-B-D-glucopyranosyl-7-O-B-D- 195 L. apetalum [123]
gentiobioside
Kaempférol-3-O-(2-O-sinapoyl)-
B-D-galactopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranoside- 196 L. sativum [126]
7-O-a-L rhamnopyranoside
Kaempférol-3-O-f-D-glucopyranosyl-(1-2)-p-D-
glucopyranoside- 197
7-O-B-D-glucopyranoside
Kaempférol-7-O-

. 198
a-L-rhamnopyranoside
Kaempférol-3-O-B-D-glucopyranoside- 199
7-O-a-L-rhamnopyranoside L latifolium [132]
Kaempférol-3-O (2-O-feruloyl-B-D- '
glucopyranosyl-(1-2)-p-D-glucopyranoside)- 200
7-O-glucopyranoside
Kaempférol-3-O-p-Dsophoroside- 201
7-O-a-L-rhamnoside
Kaempférol-3-O-robinoside- 202
7-O-(2""-(E)-feruloyl)-sophoroside
Quercétine 42 [124, 126]
Quercétine— 3-O- B-glucosyl (1— 6) — B — 203
galactoside L. sativum
Quercétine— 3 — O — B — glucosyl (1— 6) — p — 204 [133]
glucoside
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Tableau 1.13. Les flavonoides isolés du genre Lepidium (suite)

Flavonoides Structure Especes Références
Quercétine 3-O-p-D-glucopyranosyl-7-O-3-D- 205
gentiobioside
_ L. apetalum 12
Quercétine 3-O-a-L-rhamnopyranosyl(1— 2)-o-L- 206 petall [123]
arabinopyranoside
Quercétine-3-O-(6-O-benzoyl)-p-D-glucopyranosyl-
(1—3)-p-D-galactopyranoside-7-O-a- 207 L. sativum [126]
Lrhamnopyranoside
quercétine 3—9—(2,6—d|—O—B—D—gIucopyranosyl)—ﬁ—D— 208 L. apetalum [134]
glucopyranoside
Quercétine-
3-0-(2,6-di-O-p-D-glucopyranosyl)-p-D- 209
glucopyranoside- -
7-O-a-L-rhamnopyranoside L. latifolium [132]
Quercétine-3-0O-B- 210
D-sophoroside-7-O-a-L-rhamnoside
Isoquercitrine (Quercétine 3-glucoside) 211 [130]
Complanatuside 212 L. draba [93]
Rhamnocitrine- 3-O- D glucoside 213
Astragaline 214
Drabanemoroside (kaempferol 3-O-a-L- L. apetalum [123]
. 215
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranose)
Isorhamnétine 51 L. sativum [126]
Isorhamnetine 3-O-B-D-glucopyranoside 216
Isorhamnétine 3,4'-O-B-D-diglucoside 217 [123]
Isorhamnétine 3-O-B-D-glucopyranosyl-7-O-p-D- 218
gentiobioside
Apetalumosides A 219
Apetalumoside B1 220 L. apetalum
Apetalumoside B2 221
Apetalumoside B3 222 [134]
Apetalumoside B4 223
Apetalumoside B5 224
L. apetalum
Apetalumoside B6 225 o [132, 134]
L. latifolium
Apetalumoside B7 226
i [134]
Apetalumoside C 227
Apetalumoside Al 228 L. apetalum
Apetalumoside B8 229 [135]
Apetalumoside B9 230
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Tableau 1.13. Les flavonoides isolés du genre Lepidium (suite)

Flavonoides Structures Especes Références
Apetalumoside B10 231
Apetalumoside B11 232 L. apetalum [135]
Apetalumoside B12 233 '
Apetalumosides C1 234 [123, 135]
Catéchine 55 L. meyenii [77]
Dihydroquercetine 54 L.sativum [124]
Tricine 235 L. meyenii [104]
Genkwanin- 4’-O-D glucoside 236 L. draba [93]
Luteoline 7-O-glucoside 58 L. sativum [124]
Apigénine-7-glucoside 64 L. draba [125]
tricine 4'-O- 237
(threo-B-guaiacyl-(7"-O-méthyl)-glyceryl] éther L. meyenii [104]
Tricine 4'-O-(erythro-B-guaiacyl-glyceryl) éther 238
Rl R3 R4
193 O-rutinoside H OH OH
194 -O-B-D-glucofuranosyl B-L- Rha OH OH
195 O-B-D-Glc H O-B-D-gentiobioside OH
0O-(2-O-sinapoyl)-B-D-
196 galactop(yranosyl-F()lgzl)s-B-D-Glc H O-o-L-Rha OH
197 O-B-D-Glc-(1-2)-pB-D-Glc H 0O-B-D-Glc OH
198 OH H O-a-L- Rha OH
199 O-B-D-Glc H O-a-L- Rha OH
200 | O (2-O-feruloyl-B-D-Glc-(1-2)-p-D-Glc H O-Glc OH
201 O-B-D-sophoroside- H O-a-L-rha OH
202 O-robinoside- H O_(Zso;)(lfgr_(];(:irgtleoyl)_ OH
212 O-Glc H OCHs O-Glc
213 O-Glc H OCHs OH
214 O-Glc H OH OH
215 O-a-L- Rha -(1—2)-0-L- H OH OH
arabinopyranose
236 H H OCHs O-Glc

Figure 1.16. Structures des composes de 193 a 202,212 a 215 et 236 isolés du genre Lepidium
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R: R, Rs R4
203 | O- B-glucosyl (1—6) — B — galactoside OH OH OH
204 O — B — glucosyl (1—6) —  —Glc OH OH OH
205 O-B-D-Glc O-B-D-gentiobioside OH OH

O-a-L- Rha (1—2)-a-L
206 arabinopyranoside OH OH OH
207 O—(6—O—benzoyl)—[3—D—GIc_—(1—>3)—B—D— O-0-L- Rha OH OH
galactopyranoside

209 0-(2,6-di-O-p-D-Glc)-B-D-Glc O-a-L- Rha OH OH
210 O-B-D-sophoroside O-a-L-rhamnoside OH OH
211 O-Glc OH OH OH
216 O-Glc OH OCHjs OH
217 O-Glc OH OCHz | O-Glc
218 O-Glc 0O-GIc®_'Glc OCHjs OH

OH OR

HO.
O OCH;

237 R=0OCH; 238 R=H 235

Q

AO

231 OH

Figure 1.17. Structures des composés de 203 a 207, de 209 a 211, de 216 a 218, 231, 235 et
de 237 a 238 isoles des espéces du genre Lepidium
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Figure 1.18. Structures des composés 208, de 219 a 230, de 232 a 234 isolés des espéces du
genre Lepidium

> Les isoflavonoides
Les structures des isoflavonoides isolés (239-241) de I'espéce L. sativum sont
représentées dans le tableau 1.14 et la figure 1.19.

Tableau 1.14. Les isoflavonoides isolés de I'espece L. sativum

Isoflavonoides Structures Références
5,6-diméthoxy-2',3'-methyléne dioxy-7-C-B-d-gluco- 239
pyranosyl isoflavone
—— . [136]
7-hydroxy-4',5,6-triméthoxy isoflavone 240
7-hydroxy-5,6-diméthoxy-2',3'-methylenedioxyisoflavone 241
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Figure 1.19. Structures des composés de 239 a 241 isolés de I'espece L. sativum

» Les macamides

Les macamides sont des composés bioactifs qui n'ont été trouvés que dans l'espece
L. meyenii connu par la maca. Elles sont constituées d'une partie benzylamide liée a une
longue chaine d'acide gras. Elles ont suscité I'intérét de nombreux domaines de recherche en
raison de ses multiples activités [137-139].
Les structures des différents macamides isolés de I'espece L. meyenii (242-262) sont citees
dans le tableau 1.15 et les figures 1.20, 1.21 et 1.22.

Tableau 1.15. Les macamides isolés de I'espéce L. meyenii

Macamides Structures Références
N-benzyl octanamide 242 [114]
N-benzyl pentadecanamide 243 [140]
N-benzyl hexadecanamide 244 L77. 106, 122,
140-141]
N-(m-méthoxybenzyl) hexadecanamide 245 [106, 140,142]
N-(3,4-diméthoxybenzyl)-hexadecanamide 246 [140]
N-benzylheptadecanamide 247
N-benzyloctadecanamide 248 [140-141]
N-benzyl-9Z-octadecenamide (N-benzyl oleamide) 249 [106, 140-141]
N-(3-méthoxybenzyl) -9Z-octadecanamide 250 [143]
N-benzyl-(92,127)-octadecadienamide
(N-benzyllinoleamide) 21 [140-141, 143]
N-(3-méthoxybenzyl)-(9Z,12Z)-octadecadienamide 252 [140, 143]
N-benzyl-(92,127,157)-octadecatrienamide 253 [140-141]
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Tableau 1.15. Les macamides isolés de I'espece L.meyenii (suite)

Composeés identifiés Structures Références
N-(3-méthoxybenzyl)-(9Z,12Z,15Z)-octadecatrienamide 254 [140, 143]
N-benzyl-5-ox0-6E,8E-octadecadienamide 255 [77,122]
N-benzyl-9-0x0-12Z,15Z-octadecadienamide 256
N-benzyl-13-0x0-9E,11E-octadecadienamide 257 [142]
N-benzyl-9-ox0-12Z-octadecenamide 258
N-benzyl-16-hydroxy-9- 25
0Xx0-10E, 12E,14E-octadecatrieneamide
[114]
N-benzyl-9,16-
) ) ) 260
dioxo-10E,12E,14E-octadecatrieneamide
N-benzyltetracosanamide 261 [140]
N-benzyl-15Z-tetracosenamide 262 [140, 142]
(o]
N)J\/\/\/\
H
242

o

N/“\/\/\/\/\/\/\/
243 ©/\:
) N/“\/\/\/\/\/\/\/\
O

244R=H  245R=0CHs
(©]
HeCO )J\/\/\/\/\/\/\/\
PO
H
246 HsCO
(]

247

Figure 1.20. Structures des composes de 242 a 247 isolés de I'espéce L.meyenii
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251 R=H 252 R= OCH3
(0]
R\O/\N)J\/\/\/\/\/\/\/\/\
H

253R=H 254 R=0CHjs

©/\N = = =
H
259 OH

Figure 1.21. Structures des composeés de 248 a 259 isolés de I'espece L. meyenii
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©/\N P a ar
H
260 e}

Figure 1.22. Structures des composes de 260 a 262 isolés de I'espece L. meyenii

D’autres composés, Cités dans les tableaux et les figures ci-dessous, ont été isolés a partir
des différentes espéces du genre Lepidium.
Les structures des dérivés de l'uridine (263-272) sont citées dans le tableau 1.16 et la figure
1.23

Tableau 1.16. Les dérivés de I'uridine isolés de I'espece L. apetalum

Dérivés de I'uridine Structures Référence
Lepidiumuridine B 263
Lepidiumuridine C 264
Lepidiumuridine D 265
Lepidiumuridine E 266
Lepidiumuridine F 267 [144]
Lepidiumuridine G 268
Lepidiumuridine H 269
Lepidiumuridine | 270
Lepidiumuridine J 271
Lepidiumuridine K 272
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o OH HO o OH
o o,
OH OH
o o
OH OH
263 R=OH 265 R=H
264 R=H 266 R=OH

Figure 1.23. Structures des composés de 263 a 272 isolés de I'espéce L. apetalum

Le tableau et la figure ci-dessous regroupent les structures des stérols (130-132 et 273-279)

isolés du genre Lepidium.
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Tableau 1.17. Les stérols isolés du genre Lepidium

Stérols Structures Especes Références
B-sitostérol 130 L. sativum [7171_1]8’
L. meyenii
Stigmastérol 131 4 [114, 145]
Brassicastérol 273
Ergostérol 274 . [77]
L. meyenii
Ergostadienol 275 4
Campesteérol 132 [77, 114]
Stigmast-5-en-3, p 27-diol 27-benzoate 276 L. sativum [146]
Campesteryl ellcetate 277 L. meyenii [106]
Ergosteryl acétate 278
Ergosta—5,22,-dien-3-ol, acétate, (3,22E) 279 L. sativum [145]

Figure 1.24. Structures des composeés de 273 a 279 isolés du genre Lepidium
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Les structures des acides aminés identifiés dans le genre Lepidium (280-291) sont citées

dans le tableau 1.18 et la figure 1.25

Tableau 1.18. Les acides aminés isolés du genre Lepidium

Acides aminés Structures Espéces Réf
Lysine 280 L. meyenii
Arginine 281 L. sativum 77, 81]
Thréonine 282
Histidine 283
Valine 284
Meéthionine 285 .
Isoleucine 286 L. sativum [81]
Leucine 287
Acide aspartique 288
Acide glutamique 289
L-tryptophane 290 L. apetalum [123]
) . L. sati
Phény! alanine 201 sativum [81, 104]
L. meyenii

e M*

280

NH,

M
R

NH,
284
(@]
OH Y\H& WJ\ oH
NH,
286 287 288

NH,

289 290

Figure 1.25. Structures des composés de 280 a 291 isolés des especes du genre Lepidium

Les acides gras saturés (110-115, 117, 119, 292-296) et insaturés (120-122, 297-304)

identifiés dans le genre Lepidium sont cités dans le tableau 1.19
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Tableau 1.19. Les acides gras identifiés dans le genre Lepidium

Acides gras Structure | Formule semi-développée Espéces Références
Acide octanoique 292 CHs—(CH)s—COOH (114]
Acide caprique 293 CHs—(CH)e—COOH
Acide laurique 110 CH3—~(CH2)10-COCH [101(271]14’

L. meyenii
Acide tridécanoique 294 CHs—(CH)1.—~COOH [106]
Acide myristique 111 CHs—(CH2)1.—-COOH [106, 114]
AG
cde 112 | CHs(CHz)sCOOH [106]
pentadécanoique
. .. L. meyenii [77, 1086,
Acide palmitique 295 CH3(CH)14COOH L draba 114, 116]
Acide margarique 113 CH3(CH,)15sCOOH L. meyenii [106]
Acide stéarique 114 | CHs-[CH2]:-COOH. L.meyenit |14 18]
L. sativum
pade 206 | CHx[CH.]-COOH.

nonadécanoique
Acide arachidique 115 CH3(CH2)1sCOOH [106]
Acide béhénique 117 CHs—(CH2)20-COOH
Acide lignocérique 119 CHs—(CH2)2>—COOH.

Acide palmitoléique CH3(CH,)s-CH = CH-

(oméga’) 1201 (CHy).cOo0H [106, 114]
Acide oléique 121 CH3(CH)7-CH = CH-

(oméga9) (CH2);COOH [77, 106,
acide linoléique 129 CH3(CH2)s-CH = CH- CH; - 114]
(omégab) CH = CH- (CH,);COOH

CHs3-CH,-CH = CH- CH; -
Acide a-linolénique 297 CH = CH-CH2-CH=CH- [114]
(CH2);COOH L. meyenii
_ . . CHs(CH2)4-CH = CH-
Acide 7-tridecenoique 298 (CH2)sCOOH 106

Acide 7- 999 CH3(CH,)s-CH = CH-
pentadecenoique (CH2)sCOOH
Acide 5-0x0-6E,8 CHs-(CH2)s-CH=CH-

Eoctadecadienoique 300 CH=CH-C=0-(CH,)s-COOH [77,122]
Acide 9- 301 CH3(CH2)e-CH = CH-
heptadecenoique (CH2)7COOH
Acide 11- 202 CHs(CHa)s-CH = CH-
nonadecenoique (CH2)9COOH [106]
Acide 15- 203 CHs(CHy)s-CH = CH-
eicosenoique (CH2)1sCOOH

. . CH3(CH2)7-CH =CH-

Acide nervonique 304 (CH2)1COOH
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Tableau 1.20. Autres composés de differentes classes isolés du genre Lepidium

Composés identifiés | Structures | Espéces | Références

Lignane
Lariciresinol 4'-O-p-D-glucopyranoside 305
(7S,8R)- aegineoside 306 L. apetalum [123]
Pinorésinol 307 L. meyenii [104]
Coumarines
Umbelliférone 308 L. ruderale [99]
Herniarine 309
Osthol 310 L. sativum [126]
Cinnamate esters
4,9-di-O-p-D-glucosyl sinapoyl alcohol 311
Sinapoylglucose 312
sinapoyl-9-sucrosecoside 313 L. apetalum [123]
1(E),2(E)-di-O-sinapoyl-p-D-glucopyranoside 314
1,2-disinapoylgentiobiose 315
Sinapoyl malate 316 L. sativum [102]
Thiohydantoine
Macahydanto!ne A 317 L.meyenii [148]
Macahydantoine B 318
Autres
(+)-Meyeniine A 319
(+)-Meyeniine B 320 L. meyenii [149]
(+)-Meyeniine C 321
staphylionosides A 322 [126]
Acide coumaroyl quinique 323 [149]
Acide p-coumaroyl glycolique 324
6-oxa-bicyclo[3.1.0]hexan-3-one 325
9-Oxabicyclo[3.3.1]honane-2,6-diol 326
glycyl-dl-serine 327
2-hydroxy-1,1,10-trimethyl-6,9-epidioxydecaline 328
4H-pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6- 329
methyl-,
Acide thiocyanique, octyl ester 330
2,3-dihydro benzofurane 331 L. sativum
2-methoxy-4-vinylphenol (cp phenolique) 332 [145]
Ascaridole epoxide 333
Phenol, 2-methoxy-5-(1-propenyl)-, (E), 334
2H-Indeno[1,2-b]furan-2-one,3,3a,4,5,6,7,8,8b- 335
octahydro-8,8-dim
Limonen-6-ol, pivalate 336
(5P) Pregnane-3,20B-diol, 14a, 18a-[4-methyl-3-

337
0x0-(1-oxa-4-azabule
Acide cinnamique, 4-hydroxy-3-methoxy-,{5- 338
hydroxy-2-hydroxyméthyle

49




Chapitre 1. Apercu bibliographique

Tableau 1.20. Autres composés de differentes classes isolés du genre Lepidium (suite)

Composés identifiés Structures Espéces Réf

9-oximino-2,7-diethoxy fluorene 339
Phorbol 340
Streptovitacine A 341
4,25-Secoobscurinervan-4-ol,6,7-didehydro-22-éthyl 342
15,16-diméthyle
Desulphosinigrine 343
Desulphosinigrine 343
Méthyl (1-O-retinyl-2,3,4-triacétyl -8-D-glucopyrane) 344
urinate
Tétra acétyl -d-xylonique nitrile 345
Dasycarpidan-1-méthanol, acétate 346
1H-cyclopropa[3,4]benz[1,2-e]azulene-5,7b,9,9a- 347
tetrol,1a,1b,4,4a
2-Bromo octa décanal 348 L. sativum [145]
Tributyl acétyl citrate 349
Pyrrolidine, 1-(1-oxo-7,10-hexa decadienyl) 350
8H-Azecinol[5,4-b] indol-8-one, 5-éthyl idene— 351
1,2,3,4,5,6,7,9-octahy
16-Nitrobicyclo[10.4.0]hexadecane-1-o0l-13-one 352
2H-benzo[f]oxireno[2,3-E]benzofuran-8(9H)-one, 9-[2-

. 353
(dimethylan)
Pregn-5-ene-3,8,11,12,14,20-hexol, 354
(36,110,126,148,20R),
Tocopherol 355
9,19-Cyclolanostane-3,7-diol 356
Deoxyspergualine 357
2-Furan, 5-méthyl carboxaldéhyde 358

, L. sativum

5-(Hydroxyméthyl)-furfural 359 L. meyenii [104, 145]
Nicotinate de méthyle 360 [145]
Acide thiocyanique 361 [150]
Alcool b,enzyllque 362 L sativum
Benzaldéhyde 363 [113]
Phényle acétonitrile 364
3-Phényl propionitrile(7-phenethyl cya 365
2-Phényl acétamide 366 L. apetalum [151]
5-(méthylsulfanyl) pentanenitrile 367 L draba [116]
Phytol 368
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HsCO
2
- o
HO / A

HO

OCH;3

OGlc

308
H3;CO \ oG R1\©/\
GlcO o
OCHj R, Ry R4
311 317 Ri=H R,=H 319 R;+R,= OCH,0
318 R;=0OCH; R,=0OH 320 R:=H R,=0OH
321 R;=0CH3s R,=H
R: R o
312 H Glc
313 H Suc HsCO X
314 H Glc 2—°Sin > OR:
Glc2—Sin
315 H 6 R0
1Glc

OCH3

Figure 1.26. Structures des composés de 305 a 315, de 317 a 321 et 323 isolés des espéces du

genre Lepidium
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HO. o

HO OH
o 0
HyCO OCH,4
o

Figure 1.27. Structures des composés 316, 322, de 324 a 337, 348 et 350 isolés des especes

du genre Lepidium
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HO,

341

HO

347 349 351
o
H C/S
\ /
HO N
355 361
o\ /o o OH OH
on | © HO
i:\/\/:‘i:; \\\ OH
[e] /N\ HO
352 353 354

Figure 1.28. Structures des composeés de 339 a 347, 349, de 351 a 355 et 361 isolés des

especes du genre Lepidium
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356
=° ‘
@] (@]
o S
OH / N
359 360
O/\N
364

Figure 1.29. Structures des composés 356 a 360 et de 362 a 368 isolés des especes du genre

Lepidium

1.3. Famille des Pinacées

La famille des Pinacées ou Abiétacées appartient a un grand groupe d'arbres a feuilles
appelé coniferes. 1l compte 225 especes réparties en 12 genres (Abies, Hesperopeuce, Cedrus,
Larix, Picea, Pinus, Pseudolarix, Pseudotsuga, Tsuga, Cathaya, Ketelaria et Nothotsuga)
[152]. En Algérie, on rencontre trois genres qui sont : Abies (le Sapin), Cerdus (le Cedre),
Pinus (le Pins) [153].

Cette famille est considérée comme une source naturelle d'une grande importance
économique, certaines espéces sont trés exploitées pour leur bois (utilisé pour la production
des poteaux électriques et téléphoniques et couramment utilisé dans la menuiserie, la pate de
bois est destinée a la fabrication du papier), leurs huiles essentielles sont des matieres
premieres utilisées dans les cosmétiques, les aliments et une variété de produits ménagers.
[152, 154].
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1.3.1. Caractéristiques botaniques des Pinacées

Les pinacées sont des arbres ou des arbustes, soit a feuilles linéaires ou en aiguille,
généralement persistantes. Les inflorescences femelles en cones est ligneux a maturité, les
écailles du cbne portent deux ovules [155]. lls contiennent de la résine et ont souvent une
odeur particuliere due a des carbures monoterpéniques, les pinenes qui jouent un réle dans

la défense des arbres contre les herbivores [156].

1.3.2. Répartition géographique des Pinacées

Cette famille est exclusivement distribuée dans I'hémisphére nord a 1'exception d’une
espece equatoriale de Pinus a Sumatra. Les especes rares se rencontrent dans les habitats de
montagne, en particulier dans les foréts de coniferes des régions tempérées a froides ; moins
fréquemment, ils se produisent dans les régions semi-arides et sous les latitudes tropicales et

subtropicales [157].

1.3.4. Classification des Pinacées
Les Pinacées appartiennent a l'ordre des Pinales, elles sont classées actuellement, selon la

classification réalisée en 2009, a la classe Pinopsida [158-159].

Tableau 1.21. Position systématique des Pinacées

Classification
Régne Plantae
Embranchement Spermatophytina
Sous embranchement Gymnospermae
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Pinaceae

1.3.5. Le genre Cedrus
1.3.5.1. Généralités sur le genre Cedrus

Le genre Cedrus compte quatre espéces végetales: Cedrus libani naturellement présent au
Liban, en Syrie et en Turquie, Cedrus atlantica originaires d'Afrique du nord au Maroc et en
Algérie, Cedrus brevefolia sur Ille de Chypre et Cedrus deodara qui est distribué dans les
montagnes de I'Himalaya [160]. Les foréts de cedres couvrent une superficie de plus
de 130 000 ha distribués au Maroc (Rif, Moyen Atlas et nord-est du Haut Atlas) et en Algérie
(Aureés, Belezma, Hodna, DjbelBabor, Djurdjura, Blida et Ouarsenis) [161].
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Le bois des cedres a de diverses utilisations: c'est un excellent bois d'ceuvre trés appréciée
depuis I'Antiquité (utilisé en charpente, menuiserie, ébénisterie et sculpture).
Le nom de cedre a éte utilisé pour designer le bois de nombreuses autres essences, telles que

les Genévriers et les Cypres, d'ou des confusions possibles [155].

1.3.5.2 Description botanique du genre Cedrus

Selon Rameau et al. (2008) [155], le genre Cedrus possedent les caracteres suivants:
- aiguilles assez raides; rameaux non, ou a peine, marques par le prolongement (décurrence)
des bases foliaires,
- feuilles en aiguilles courtes, persistantes, raides, insérées isolément sur des rameaux longs
(alors décurrentes sur le rameau) ou rassemblées par bouquets sur des rameaux courts,
- inflorescences males et femelles solitaires, a I'extrémité de rameaux courts,
- gros cones, ovoides, dressés, a écailles membraneuses, se désarticulant a maturité (2 a 3 ans
apres la floraison).
- bois aux cernes bien apparents, avec une zone finale de bois d'été dense et colorée, absence
de canaux résiniferes normaux, mais présence assez fréquente de canaux sécréteurs
traumatiques longitudinaux, rayons ligneux a tendance bisériée fréquente, duramen distinct,
de couleur ocre a brun clair ou brun orangé
- odeur trés marquée quand le bois est frais, due aux oléorésines contenues dans le

parenchyme longitudinal subsistant dans le bois sec.

1.3.5.3 Utilisations traditionnelles des espéces du genre Cedrus

Les huiles essentielles obtenues a partir de différentes espéces de cédres, telles que
C.atlantica, C.deodora et C.libani ont été rapportées par leur utilisation en médecine
traditionnelle pour traiter les maladies génito-urinaires, cutanées et pour le traitement des
troubles musculo-squelettiques. L'huile essentielle de Cedrus atlantica présente des propriétés
sédatives, analgésiques et anti-inflammatoires [162]. Au Maroc, l'unique utilisation
médicinale des productions du cedre est celle qui est faite du goudron [163].

Le bois de la plante C. deodara est utilisé pour améliorer la fonction cérébrale et
renforcer le cerveau. Il a été rapporté qu'il a été utilisé comme un neuroleptique [164]. 1l est
également utilisé comme diaphorétique, utile pour traiter les troubles pulmonaires et urinaires,
le rhumatisme, les hémorroides, les calculs rénaux et aussi l'antidote contre les morsures de
serpent. L'ecorce est utilise pour baisser la fievre, traiter la diarrhée et la dysenterie. L'huile

extraite de la racine est utilisée pour les maladies de la peau des chevres et des chameaux.
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L'oléorésine de C. deodara de couleur foncée est appliquée sur les ulceres et les maladies de
la peau [165-166].

L'huile de bois de C. libani est utilisée pour soigner la lepre. En Turquie, une sorte de
goudron obtenu a partir de sa racine est utilisé pour traiter les maladies de la peau chez les

animaux et pour tuer les parasites [167].

1.3.5.3 Activités biologiques reconnues

Les huiles essentielles isolées des espéces du genre Cedrus sont des sources naturelles
importantes car elles possedent de nombreuses propriétés pharmacologiques:
L'huile essentielle du bois de C.deodara est utilisée comme insectifuge, elle a un effet
inhibiteur de I’a-amylase, anti-ulcéreux [154, 168], ainsi qu'une activité anti-inflammatoire,
analgésique, antitumorales et immunmodulatrices, elle influence sur le systeme nerveux, elle
a un effet cytotoxique, neuroleptique et antioxydant [164, 169-170].
L'espéce C. atlantica distribué uniquement dans les montagnes du Maroc et de 1’Algérie
possede une activité antimicrobienne intéressante. L’huile essentielle de cette plante a été déja
étudiée, elle a montré des propriétés antiseptiques, diurétiques, anti-inflammatoires,
antifongiques et antivirales. Elle est également utilisée dans le traitement de la chute des
cheveux [171-174].
Diverses études ont indiqué que [I'huile essentielle de C. libani posséde de nombreuses
propriétés pharmacologiques, y compris l'activité anti-inflammatoire, antivirale, ainsi qu'un
effet inhibiteur de I’a-amylase et une activité biologique contre le virus de 1’herpés simplex de
type 1 (HSV-1) [160, 167,175-176].
L'espéce C. brevifolia possede également des propriétés antioxydantes [177] et antivirales
[160].

1.3.5.4. Travaux antérieurs sur les huiles essentielles du Cedrus
De nombreux travaux ont été effectués sur les huiles essentielles des espéeces du genre

Cedrus. Le tableau 1.22 renferme les composants majoritaires de quelques études.
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Tableau 1.22. Composants majoritaires des huiles essentielles du genre Cedrus

Partie de

Pourcentage

Espéce la plante Composants majoritaire (%) Origine | Références
a-pinene 34,1
parties B-pinéne 31,7
aeriennes Myrcene 17,2 Maroc [178]
Limonene 51
a-pinene 34,1
- . M
Aiguilles B-pinene 31,7 (R:l;(;:) [179]
B-mycéne 17,2
tiges, B-himachaléne 31,24
feuilles et a-himachalene 15,63 Maroc [180]
fleurs y-himachaléne 14,46
E-a-atlantone 28,75
. B-himachalene 14,62 Maroc
Bols Himachalol 7,11 (Azrou) [181]
a-himachaléne 5,72
a-pinene 14,85
. Himachalene 10,14 Maroc
Feuill : ‘ , :
eutties B-himachalene 9,89 (Tichoukt) [182]
o-himachaléne 7,62
a-pinéne 23,4
aﬁ;ii?sa Brindille B-caryophyllene 11,4
Caryophylléne 55
o-humuléne 2,3
a-pinéne 17,7
- Caryophyllene 10,3 Algérie
Aiguill
'gutties B-caryophyllene 91 (Alger) [183]
a-terpineol 6,7
o-humuléne 2,0
B-caryophyllene 6,0
Bois a-pinéne 5,6
o-humuléne 1,3
a-pinéne 37,1
B-pinéne 8,6 L
Graines Manool 8,3 gﬂig
(E)-B-farnesene 6,8
Myceéne 3,6 [184]
Manool 20,7
. a-pinene 55 Algérie
Graines B-pinéne 1,9 (Djurdjura)
(E)-B- farnéséne 1,9
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Tableau 1.22. Composants majoritaires des huiles essentielles du genre Cedrus (suite)

Espece T;;'[I:n(:ee Composants majoritaire Pouzt:)/eor)]tage Origine | Références
a-(E)-atlantone 19,3
B-himachaléne 15,1 Maroc
Bois 8-Cedren-13-ol 13,1 (Azrou) [185]
a-himachalene 51
Cédroxyde deodarone 4.6
a-(E)-atlantone 30,75
B-himachaléne 14,62
. Himachalol 6,50 Maroc
Bols a-himachalene 5,32 (Khenifra) [186]
deodarone 4,42
y-himachaléne 3,82
B-Himachaléne 14,51
(E) -a-atlantone 5,15
(2) -a -atlantone 4,96
a-Himachalene 4,35 Algerie
Bois y-Himachaléne 4,07 (setif) [187]
a-Calacoréne 3,53
ar-Turmérone 3,35
Cedrus (2) nuciferol 2,61
atlantica Occidentalol 2,51
B-himachaléne 23.4-40.4
. a-himachalene 7.4-16.4 Maroc (Ras
Bols y-himachaléne 5.1-8.6 El Ma) [188]
(E)-a-atlantone 5.2-29.5
B-himachaléne 24,25
a-himachaléne 13,76 Maroc
. méthyl-1,4-cyclohexadiene 9,06 A
Bols trans-cadina-1(6) ,4-diene 7,65 d(,l;?zr::) [189]
6-camphénol 7,44
Sabinéne hydrate 6,17
B-himachaléne 31,55
. a-himachaléne 15,00 L.
Bois Longifolene 11,22 Ar;:gs':;egr(]f:
0-cadinene 408 de Chréa- |  [190]
B-himachalene 30,08 Blida)
Feuilles a-himachaléne 16,38
Longifoléne 14,46
d-cadinene 4,55
a-terpineol 30,2
Cedrus . L_inalo\ol 24,41 )
deodara Aiguilles Limonene 17,01 Chine [191]
Anéthol 14,57
Caryophylléne 3,14
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Tableau 1.22. Composants majoritaires des huiles essentielles du genre Cedrus (suite)

Espéce Composants majoritaire | Pourcentage (%) | Origine | Références
a-pinéne 56,8
_ Limonéne 7.8
Aiguilles Manoyl oxide 76 Chypre [192]
B-pinene 4,2
Cec_irus_ Bois B-himachaléne 22,2
brevifolia Aubier B-himachaléne 25,0
Résine a-pinéne 37,8
Himachalol 22,50 Chypre | [154]
Bois B-himachaléne 21,90
a-himachaléne 10,50
a-pinene 51,00
B-mycene 13,00
Cones 7,13-abietadiene 3,20
Terpinoléne 3,10
Limonéne 2,25
Germacréne D 29,40
Cedrus 1-epi-cubenol 6,30 .
libani Feuilles trans-a-bisaboléne 5,90 Liban [175]
[B-caryophyléne 5,60
d-cadinene 5,60
y-muurolene 4,83
Himachalol 22,50
Bois B-himachaléne 21,90
a-himachaléne 10,50
Conclusion

L'étude bibliographique effectuée sur les trois familles : Fabaceae, Brassicaceae et
Pinaceae ainsi que les genres Retama, Lepidium et Cedrus révéle I'importance de ces genres
en médecine traditionnelle.

Cette recherche bibliographique confirme bien la richesse de ces genres en métabolites
secondaires de différentes classes. Les activités biologiques reconnues pour les especes de ces
genres sont probablement dues a ces composants tres diversifiés.

C’est la richesse de ces genres en métabolites secondaires et leurs utilisations
traditionnelles qui nous ont encouragées a selectionner les  trois especes: Retama
sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.) et Cedrus atlantica pour objectif de réaliser

une investigation phytochimique et une évaluation biologique.
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Chapitrell. Travaux personnels

Ce chapitre est divisé en trois parties, la premiéere comporte la description de nos travaux
d’extraction, d’isolement et de purification des métabolites secondaires des extraits
chloroforme et acétate d'éthyle de I'espece R. sphaerocarpa Boiss (Fabaceag), ainsi que la
partie expérimentale concernant la quantification des polyphénols et des flavonoides et
I’évaluation de I’activité antioxydante des trois extraits (chloroforme, acétate d'éthyle et

n-butanol) et destrois composésisolés apartir de cette plante.

La deuxiéme partie est consacrée a la description des travaux effectués sur |'espéce
L. draba (L.) (Brassicaceae) en commencant par une éude phytochimique qui est basée
essentiellement sur I'analyse qualitative et quantitative des composes phénoliques de I'extrait
acétate d'éthyle par HPLC-TOF/MS et ensuite une évaluation de I'activité antioxydante des

trois extraits (chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol) obtenus a partir de cette plante.

La troisieme partie résume le protocole suivi pour I’extraction des huiles essentielles de
I'espece C. atlantica (Pinaceae), la description de la méthode d’analyse des huiles essentielles
effectuée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
GC-GC/MS et les protocoles d'évaluation de I'activité antioxydante de ces huiles.

Etude phytochimique et évaluation de|'activité biologique de I' espéce
R. sphaerocarpa (L.) Boiss

I1.1. Etude phytochimique de |' espéce R. sphaerocarpa (L.) Boiss
[1.1.1 Choix du matériel végétal

Le choix de |'espéce présentée dans cette partie, a savoir Retama sphaerocarpa (L.) Boiss
repose essentiellement sur lefait:
— gu’elle appartient au genre Retama, connu par son utilisation en médecine traditionnelle.
Les diverses investigations biologiques menées sur ce genre ont montré quil possede
plusieurs activités telles que I'activité anti-inflammatoire [1-2], antimicrobienne [3-4]
antidiabétique [5-7] et d'autres activités intéressantes [8-11].
- ce genre est un excellent accumulateur de molécules douées d’activités biologiques

intéressantes telles que les isoflavones et les alcal oides [12-15].

[1.1.2 Classification dans la systématique botanique
Selon la classification realisée en 2009 [16], I'espece R. sphaerocarpa (L.) Boiss suit le

taxon suivant:
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Tableau I1.1. Classification de |'espéce Retama sphaerocarpa (L.) Boiss

Classification
Régne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudi-cotylédones
Ordre Fabales
Famille Fabacées (L égumineuses)
Sous famille Papilionacées
Tribu Genisteae
Genre Retama
Espece sphaerocarpa (L.) Boiss.

[1.1.3 Nom vernaculaire
Les noms communs de cette plante sont : en arabe « Rtem [17] », en berbere « Tillugwit,

llugwi, allugq, talgglt» [18].

[1.1.4 Synonyme
Lygos sphaerocarpa (L.) Heywood [13].

[1.1.5 Description botanique

Arbrisseaux de 1 a2 m arameaux pubescents plus au moins dresses, caractérises par de
tres petites fleurs jaunes (5-6 mm), situées en grappes latérales sur les rameaux agés, feuilles
trés petites, gousse globuleuse, jaune-brun de 7-13x 5-7 mm. Ces plantes préférent les
paturages rocailleux [17].

Figurell.l. Images de I’espece Retama sphaerocarpa (L.) Boiss
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[1.1.6. Récolte du matériel végétal

L’espece sélectionnee a été récoltée dans la région de M’sila (centre de I'Algérie) durant
le mois de Mai 2015 et a été authentifiée par Dr. Khellaf Rebbas (département de biologie,
Université de M’sila, Algérie).

Les parties aériennes (tiges, feuilles et fleures) ont éé séchées a I’abri de la lumiére,

coupées en petits morceaux, broyées et pesées (4,5 KQg).

[1.1.7. Protocole expérimental d'extraction

La poudre du matériel végétal est mise a macérer a température ambiante dans un
mélange hydroal coolique (méthanol/eau ; 70/30 ; v/v). Cette macération est répétée trois fois
avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas de 24 a 48 heures.

Aprés concentration a une température de 35 °C, I’extrait méthanolique est dilué avec de
I’eau distillée (400 ml pour 1kg de matiere végétale seche) et laissé au repos pendant une nuit.
Apres filtration, la solution a subi des extractions successives de type liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le chloroforme, puis I’acétate
d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les trois phases organiques ainsi obtenues (chloroforme,
acetate d’éthyle et n-butanol) sont filtrées, concentrées a sec sous pression réduite et pesées.
L es rendements sont donnés dans le tableau 11.2

La figure 11.2 résume les différentes étapes de I’extraction jusqu’a I’obtention des extraits

bruts.
Tableau I1.2. Masses et rendements des extraits de I’espece R. sphaerocarpa
Matériel végétal Extrait Masse () Rendement (%)
Chloroforme 14,44 0,320
45Kg Acétate d'éthyle 15,78 0,350
n-butanol 116,74 2,594
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Matiéerevégétale m =45Kg

- Macération afroid dansun
mélange M éthanol/H20 (7/3)
- Filtration

Extrait hydroalcoolique

- Concentration 235 °C
- dilution avec del'eau distillée

y - Filtration

Solution aqueuse
- Extraction avec le CHCI; (3fois)

- Décantation
i Phase organique
Phase aqueuse _9 q ‘
- Extraction avec l Concentration a35°C
I'AcOEt (3fois) Extrait chloroforme
- Décantation m= 14,44g

| !

Phase aqueuse
Phase organique ‘

- Extraction avec
du n-butanol (3fois)
- Décantation Extrait acétate d'éthyle
¢ m= 15,789

l Concentration a35°C

l Phase organique

Phase aqueuse
l Concentration a55°C

Extrait n-butanol
m= 116,74 g

Figurell.2. Organigramme de I’extraction de R. sphaerocarpa (L.) Boiss

11.1.8. Etude des extraits
[1.1.8.1. Fractionnement de I’extrait chloroforme

L'extrait chloroforme a été testé sur des plaques de chromatographie sur couche mince de
gel de silice déposée sur une feuille d’Aluminium. Les résultats nous ont conduit a

commencer tout d'abord par le systeme hexane/ dichlorométhane avec un pourcentage 50/50,
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cela nous a permis de collecter la premiere fraction Rscl. Ensuite nous avons utilisé un autre
systéme qui est le dichlorométhane / acétone en gradient de polarité.

Une masse d’environ 9,7 g d’extrait chloroforme est déposée sur une colonne de gel de
silice (type 60, 230-400 mesh, Fluka) éluée par les systemes cités ci-dessus. 600 lots de 50 ml
ont été obtenus et regroupés en 53 fractions. Le suivi de ces fractions est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support d'aluminium. Les plagues sont
visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de I’anisaldéhyde et
chauffées a 100°C.

Letableau 11.3. Représente | es résultats de cette séparation.

Tableau 11.3. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice de I’extrait chloroforme de
I'espéce R. sphaerocarpa

N° dela Lots Systéme d'éution (%) Masse de observations
fraction Hexane CHxCl, fraction (mg)
Rsc1 1-43 50 50 239,8 M élange + précipité
/ / CHxCl, Acétone / /
Rsc 2 44-78 100 0 126,3 Méange complexe
Rsc 3 79-81 115,3 Mélange complexe
Rsc 4 82-83 08 ) 91,2 Mélange complexe
Rsc5 84-86 106,9 M élange sépar able
Rsc 6 87-90 2178 M élange + précipité
Rsc 7 91-96 59,5 Mélange complexe
Rsc 8 97-100 97,5 Mélange complexe
Rsc 9 101-104 96 4 128,2 Méange complexe
Rscl10 105-107 286,1 Mélange complexe
Rscll 108-115 158,9 M élange + précipité
Rsc12 116-119 139,2 Méange complexe
Rscl3 120-126 124.6 Mélange complexe
Rsc14 127-130 131,5 M élange sépar able
Rsc15 131-138 64,2 Méange complexe
Rscl16 139-141 91 9 56,6 Mélange complexe
Rscl7 142-147 88,4 Mélange complexe
Rscl18 148-160 186,2 Méange complexe
Rsc19 161-188 115,3 Mélange complexe
Rsc20 189-196 85 15 68,1 Mélange complexe
Rsc21 197-201 76,8 Méange complexe
Rsc22 202-208 91,5 Méange complexe
Rsc23 209-215 68,2 Mélange complexe
Rsc24 216-223 80 20 112,7 Méange complexe
Rsc25 224-233 177,7 Méange complexe
Rsc26 234-239 75 25 64,8 Mélange complexe
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Tableau 11.3. Résultats de la separation sur colonne de gel de silice de I’extrait chloroforme

de I'espéce R. sphaerocarpa (suite)

N° dela Lots Systéme d'éution (%) Masse de Observations
fraction CH:Cl, Acétone | fraction (mg)

Rsc27 240-249 2739 Mélange complexe
Rsc28 250-256 ~ 25 97,6 Mélange complexe
Rsc29 257-273 0 30 1429 Mélange complexe
Rsc30 274-306 283,3 Mélange complexe
Rsc31 307-318 262,3 Mélange complexe
Rsc32 319-324 208,9 Mélange complexe
Rsc33 325-332 65 35 105,1 Mélange complexe
Rsc34 333-338 112,0 Mélange complexe
Rsc35 339-347 183,6 Mélange complexe
Rsc36 348-364 95,3 Mélange complexe
Rsc37 365-373 55 45 85,8 Mélange complexe
Rsc38 374-380 218,55 Mélange complexe
Rsc39 381-395 249,9 Mélange complexe
Rsc40 396-414 45 55 198,9 Mélange complexe
Rsc4l 415-420 122,7 Mélange complexe
Rsc42 421-451 35 65 316 Mélange complexe
Rsc43 452-458 94,2 Mélange complexe
Rsc44 459-465 85,3 Méange complexe
Rsc45 466-470 25 75 103,9 Mélange complexe
Rsc46 471-481 91,5 Mélange complexe
Rsc47 482-496 199,7 M élange sépar able
Rsc48 497-549 20 80 560 Méange complexe
Rsc49 550-565 201,8 M élange sépar able
Rsc50 566-570 10 90 112,3 Mélange complexe
Rsc51 571-575 184,8 Mélange complexe
Rsc52 576-579 136,8 Mélange complexe
Rsc53 580-600 0 100 332,3 Mélange complexe

Avant d’entamer la séparation des fractions de l'extrait chloroforme de |'espéce
R. sphaerocarpa, des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposee sur
feuille d’aluminium ont été effectués afin de séectionner les fractions a éudier. En raison de
la simplicité et la richesse en métabolites secondaires, nous avons choisi les fractions. Rsc 1,
Rsc 5, Rsc 6, Rsc 11 et Rsc 14.
D'apres les études phytochimiques antérieures réalisees sur cette espece qui prouvent que
notre plante comporte des métabolites secondaires de type alcaloide, nous avons ciblés les
fractions suivantes: Rsc 47 et Rsc 49.
Le réactif de Dragendorff nous a permis de révéler la présence des alcal oides.
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La figure 11.3 représente deux plagues CCM de quelques fractions de I'extrait chloroforme

révélées avec le réactif Dragendorff.
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Figurell.3. Plagues CCM des fractions de I'extrait chloroforme révél ées avec le réactif

Dragendorff

11.1.8.2. Séparation et purification desfractionsissues de I’extrait chloroforme

» Séparation et purification delafraction Rsc 1

La fraction Rsclcontient un précipité mgoritaire, cette fraction a éé lavée avec le
chloroforme et ensuite I'acétone. Le précipité blanc obtenu est dissous dans le mélange
CHCIs/ méthanol et testé sur plague anaytique de gel de silice, dluée par le systéme
chloroforme / méthanol (9,5/ 0,5), ce précipité donne un spot unique sous lumiére UV a
A = 254 et 365 nm et une seule tache jaune apres révélation a l'anisaldéhyde. Ce composé de
masse m=110,6 mg présente |le produit majoritaire de cette plante noté Rsl.

» Séparation et purification delafraction Rscb

Une masse de 26,9 mg de la fraction Rsc5 est soumise a un fractionnement par
chromatographie d’adsorption sur gel de silice (type 60, 70-230 mesh, ASTM) éluée par le
systeme : éher de pétrole /éther diéthylique en gradient de polarité.

Les fractions ont été suivies par CCM sur gel de silice en utilisant [le méme systéme éther
de pétrole /éher diéthylique avec le pourcentage (1 /1). Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV 254 nm puis révélées avec de I’acide sulfurique et chauffées pendant trois
minutes a 100°C. Les sous-fractions similaires sont rassemblées, évaporées et pesees
donnant 11 sous-fractions (tableau 11.4), parmi lesquelles la sous fraction Rsc 5-5 a subi une
purification.

La figure I1.4 représente la plague CCM des sous-fractions de Rsch révélée a I'acide

sulfurique.
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Figurell.4. Plague CCM des sous-fractions de Rsc5 révélée al'acide sulfurique

Tableau I1.4. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction Rsch

N° dela sous Systeme éluant (%) Masse de la sous
fraction Ether de pétrole Ether diéthylique fraction (mg)
Rsc5-1 100 0 0,2
Rsc5-2 90 10 0,5
Rsc5-3 80 20 0,3
Rsc5-4 70 30 11
Rsc5-5 60 40 10,0
Rsc5-6 50 50 2,1
Rsch-7 40 60 53
Rsc5-8 30 70 0,9
Rsc5-9 20 80 0,4
Rsc5-10 10 90 0,5
Rsc5-11 0 100 0,3

Une masse de 5,5 mg de la sous fraction Rsc5-5 a été rechromatographiée sur une plaque
préparative de gel de silice (Silica gel 60 F254 (20 x 20 cm, 0,2 mm) éuée par le systeme
chloroforme (100%) avec deux éutions successives pour donner deux produits Rsc5-5-4 et
Rsc5-5-5. Ces deux produits ont subi une autre purification chacun sur une plague préparative
de gel de silice pour obtenir les deux composes al'état purs nommes Rs2 de masse m=1,8 mg

et Rs3 de masse m=1,2 mg Respectivement.

» Séparation et purification delafraction Rsc6
La fraction Rsc6 comporte un précipité jaune qui a été lavé avec du chloroforme et
ensuite avec du méthanol. Le poids de ce précipité est 4,2 mg. Un test chromatographique sur

CCM prouve que ce produit nommé Rs4 est monotache.
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» Séparation et purification delafraction Rscll
La fraction Rscll renferme un précipité qui apparait sous forme d'une poudre jaune.
Plusieurs lavages successifs avec le chloroforme et du méthanol ont permis I’obtention d'un

produit pur de masse m= 3,3 mg nommeé Rsb.

» Séparation et purification delafraction Rscl4
Une masse de 60 mg de la fraction Rsc14 a subi une séparation sur colonne de gel desilice
avec le systeme d’élution hexane/ éther diéthylique. Les sous-fractions récupérées du méme

pourcentage sont rassembl ées et évaporees.

Lafigure I1.5 représente la plague CCM des sous-fractions de Rsc14 révélée al'acide

sulfurique.
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Figurell.5. Plague CCM des sous-fractions de Rsc14 révélée al'acide sulfurique

Tableau I1.5. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction Rsc14

N° dela sous- Systeme éluant (%) Masse dela sous
fraction Hexane Ether diéthylique fraction (mg)
Rsc14-1 100 0 7,0
Rsc14-2 90 10 0,5
Rsc14-3 80 20 10,8
Rscl4-4 70 30 1,0
Rsc14-5 60 40 1,0
Rsc14-6 50 50 4,6
Rsc14-7 40 60 4,6
Rsc14-8 30 70 3,2
Rsc14-9 20 80 7,7
Rsc14-10 10 20 2,0
Rscl4-11 0 100 89

Notre choix sest porté sur la sous-fraction Rsc14-9 a cause de sa richesse et sa quantité

m= 7,7 mg.
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Cette sous-fraction a été traitée sur une plaque préparative de gel de silice éuée avec le
systeme chloroforme/ acétone (8/2) donnant deux produits a I'état pur Rsc14-9-3 de masse
m= 1,4 mg et Rsc14-9-5 de masse m=0,7 mg.

» Séparation et purification delafraction Rsc47

Une masse de 100,3 mg de la fraction Rsc47 a été soumise a un fractionnement par
chromatographie d’adsorption sur colonne de gel de silice éluée par le systeme chloroforme
/méthanol en gradient de polarité. Les fractions ont été suivi par CCM sur gel de silice en
utilisant le systéme CHCls / méthanol (9/1) pour donner 17 sous-fractions.

La figure 11.6 représente la plague CCM des sous-fractions de Rsc47 révélée a l'acide

sulfurique.
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Figurell.6. Plague CCM des sous-fractions de Rsc47 révélée al'acide sulfurique

Tableau I1.6. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de lafraction

Rsc47
N° dela sous Systeme dluant (%) Masse dela sous
fraction Chloroforme M éthanol fraction (mg)
Rsc47-1 100 0 17,2
Rsc47-2 0,6
Rsc47-3 1,8
Rsc47-4 98 2 13
Rsc47-5 0,5
Rsc47-6 0,8
Rsc47-7 98 2 11
Rsc47-8 2,7
Rsc47-9 0,2
Rsc47-10 4,9
Rsc47-11 % 4 11,0
Rsc47-12 3,4
Rsc47-13 21
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Tableau I1.6. Résultats de |a séparation par chromatographie sur colonne de lafraction

Rsc47 (suite)
N° dela sous Systeme éluant (%) Masse de la sous
fraction Chloroforme M éthanol fraction (mg)
Rsc47-14 4 6 15
Rsc47-15 90 10 31
Rsc47-16 80 20 7,6
Rsc47-17 0 100 12,6

La sous fraction Rsc47-7 montre une seule tache sous UV (A = 254 nm) et apres révélation

avec l'acide sulfurique et le réactif Dragendorff donnant le produit Rsc47-7 de masse 1,1 mg a

I'état pur.

» Séparation delafraction Rsc49

La fraction Rsc49 (environ 200 mg) a subi une séparation, également sur une colonne sur

gel de silice et dluée par le systéme CHCI3/ méthanol en gradient de polarité. Les fractions

obtenues ont été soumises a une anayse sur plaques CCM, visualisées sous lumiere UV

(A =254 nm) puisrevélées al'acide sulfurique et le réactif Dragendorff.

Le test chromatographique sur plague CCM de la sous fraction Rsc49-5 révéle sa pureté.

Apres évaporation a sec, lamasse du produit Rsc49-5 est de 2,3 mg.

LafigureI1.7 représente les deux plagues CCM des sous-fractions de Rsc49 révélées al'acide

sulfurique et le réactif Dragendorff.
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Figurell.7. Plagues CCM des sous-fractions de Rsc49 révélées al'acide sulfurique (A) et le

réactif Dragendorff (B)
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Tableau I1.7.Résultats de la séparation de la fraction Rsc49

N° dela sous Systéme éluant (%) Masse de la sous
fraction Chloroforme M éthanol fraction (mg)
Rsc49-1 100 0 16,9
Rsc49-2 1,2
Rsc49-3 % 2 1,6
Rsc49-4 96 4 10,2
Rsc49-5 %4 6 2,3
Rsc49-6 11,3
Rsc49-7 %4 6 5,6
Rsc49-8 39
Rsc49-9 7,4
Rsc49-10 92 8 13,2
Rsc49-11 8,8
Rsc49-12 90 10 34
Rsc49-13 0 100 13,4

L’ étude phytochimique de I’extrait chloroforme nous a permis disoler 9 produits purs

dont les quatre composées Rscl4-9-3, Rscl4-9-5, Rsc47-7 et Rsc49-5 sont en cours
didentification. Le protocole présenté dans la figure 11.8 résume les travaux de
fractionnement, séparation et purification des produits issus de cet extrait de I’espece

R. sphaerocarpa.

9,7g del'extrait chloroforme des parties aériennes de R.sphaerocarpa

[ Colonne chromatographique de gel de silice
|__CH.Cl,/Acétone

Hexane/ CH.Cl, -
52 fractions
v v v v v i
Rsc 1 Rsc5 Rsc 6 Rsc 11 Rsc 14 Rsc 47 Rsc 49
lCoI onne gel ’ [ Colonne gel
desilice desilice Colonne gel Colonne gel
Lavageavecle desilice desilice
L avage avec Rsc-5-5 chloroforme et le méthanol Rsc14-9
le
chloroforme i l
et I'acétone aques\ lagu v v
l preparati Rs4 Rs5 preparatiyes Rsc 47-7 Rsc 49-5
Rs1 Rs 2 Rs3 Rsc 14-9-3 Rsc 14-9-5

Figurel1.8. Organigramme récapitulatif des étapes de séparation et de purification des

produits issus de I’extrait chloroforme de I’espéce R.sphaerocarpa
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[1.1.8.3. Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous avons
procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée sur une
feuille d’aluminium, la meilleure séparation obtenue était avec le systéme de solvant hexane/
acétate d'éthyle (4/1).

Une colonne a été utilisée pour le fractionnement de la phase acétate d'éhyle (7g) en
utilisant comme phase stationnaire le gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Fluka). L’extrait
acetate d’éthyle dissout dans le méthanol est mélangé a une petite quantité de gel de silice,
I’ensemble est séché & une température de 35 °C, puis pulvérisé jusqu’a l'obtention d’une
poudre homogeéne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice, préparée dans
I'nexane.

L’elution a été réalisee par le systéme hexane/ acétate d'éthyle en augmentant la polarité
de facon graduelle. 279 lots de 100 ml ont été obtenus et regroupés selon leur profil
chromatographique en 34 fractions (figure 11.9). Le tableau 11.8 représente les résultats de
cette séparation.

Figurell.9. Plagues CCM des fractions de |'extrait acétate d'éthyle révél ées al'anisaldéhyde

Tableau 11.8. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice de I’extrait acétate

d'éthyle de I'espece R. sphaerocarpa

Fractions Lots Systeme d'dution (%) Masse dela Observations
Hexane AcOEt fraction (mg)

Rsal 1-4 100 0 22,9 Mélange complexe
Rsa2 5-8 80 20 40,2 Mélange complexe
Rsa3 9-24 57,1 Mélange complexe
Rsa4 25-29 60,5 Mélange complexe
Rsab 30-34 75 25 255 Mélange complexe
Rsab 35-43 65,5 Mélange complexe
Rsa7 44-46 70 30 106,5 M élange sépar able
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Tableau 11.8. Résultats de la séparation sur colonne de gel de silice de I’extrait acétate

d'éthyle de |'espece R. sphaerocarpa (suite)

Fractions | Lots Systeme d'dlution (%) Magsedela Observations
Hexane AcOEt fraction (mg)
Rsa8 47-49 20 30 168,7 M élange sépar able
Rsa9 50-62 517,4 M élange+pr écipité
Rsal0 63-69 65 35 353,6 Meélange complexe
Rsall 70-71 65 35 176,7 M élange sépar able
Rsal2 72-80 65 35 197,3 Mélange complexe
Rsal3 81-85 60 40 174,0 Mélange complexe
Rsal4 86-91 60 40 414,4 M élange+pr écipité
Rsal5 92-105 293,0 M élange+pr écipité
Rsal6 106-114 200,7 M élange+pr écipité
Rsal? | 115-126 > 4 1448 | Méange sparable
+précipité
Rsal8 127-130 50 50 291,2 M élange+pr écipité
Rsal9 131-135 94,0 M élange+pr écipité
Rsa20 136 50 50 57,0 Meélange complexe
Re2l | 137-147 50 50 1208 | Méange separable
+précipité

Rsa22 148-156 45 55 86,3 Mélange complexe
Rsa23 157-161 40 60 109,5 Mélange complexe
Rsa24 162-168 105,9 Mélange complexe
Rsa25 169-187 35 65 177,1 Mélange complexe
Rsa26 188-196 104,1 Mélange complexe
Rsa27 197-207 30 70 94,8 Mélange complexe
Rsa28 208-223 25 75 88,5 Méange complexe
Rsa29 224-239 20 80 114,6 Méange complexe
Rsa30 240-251 10 90 128,3 M élange+pr écipité
Rsa31l 252-257 5 o5 95,3 M élange sépar able
Rsa32 258-264 154,7 M élange sépar able
Rsa33 265-276 0 100 2114 M élange+pr écipité
Rsa34 277-279 574,2 Mélange complexe

Parmi les 34 fractions obtenues, les fractions Rsa7, Rsa8, Rsa9, Rsall, Rsal4, Rsals,
Rsal6, Rsal7, Rsal8, Rsal9, Rsa2l, Rsa30, Rsa3l, Rsa32 et Rsa33 ont été sélectionnées
en raison soit de leur simplicité, soit de leur poids relativement important, soit de leur

contenance de composé majoritaire.

91



Chapitrell. Travaux personnels

11.1.8.4. Séparation et purification des fractions issues de I’extrait acétate d’éthyle

» Séparation et purification delafraction Rsa7

Une masse de 20,6 mg de la fraction Rsa7 a subi une séparation sur une plague
préparative de gel de silice (Silica gel 60 F254 (20 x 20 cm, 0,2 mm), en utilisant comme
systeme d’élution CHCls/ méthanol (9/1) pour donner un produit pur Rsa7-1 (m= 1,9mg) qui
est en cours d'identification.

» Séparation et purification delafraction Rsa8
Le traitement de lafraction Rsa8 (m= 15 mg) sur des plaques préparatives de gel de silice
dans le systéme CHCls/méthanol (9/1) a conduit a la separation d'un produit Rsa8-1 de masse

m= 5 mg nommé Rs6.

» Séparation et purification delafraction Rsa9
La fraction Rsa9 renferme un précipité blanc. Apres filtration, ce précipité a été purifié
par un lavage au méthanol et a permis I’obtention d'un produit pur de masse m= 15,9 mg

nommeé RsY7.

» Séparation et purification delafraction Rsall

Nous avons procédé a un premier fractionnement par volume sur colonne de gel de silice
(type 60, 70-230 mesh, ASTM) de la fraction Rsall (164,9 mg) et nous avons utilisé un
systeme d'élution éther de pétrole/ éther diéthylique en gradient de polarité, 9 sous-fractions
ont été récupérées et I’ensemble des résultats est reporté dans le tableau 11.9.
La figure 11.10 représente la plague CCM des sous-fractions de Rsall révélée a |'acide

sulfurique.

CTHCLAMeEH T B SALS
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Figurell.10. Plaque CCM des sous-fractions de Rsall révélée al'acide sulfurique

92



Chapitrell. Travaux personnels

Tableau 11.9. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de lafraction

Rsall
N° de sous- Systeme éluant (%) Masse de la sous -
fraction Ether depétrole | Ether diéthylique fraction (mg)
Rsall-1 100 0 0,1
Rsall-2 80 20 5,6
Rsall-3 60 40 39
Rsall-4 50 50 0,6
Rsall-5 40 60 25,8
Rsall-6 30 70 60,7
Rsall-7 20 80 30,2
Rsall-8 10 90 24
Rsall-9 0 100 2,1

Une deuxieme séparation de la sous fraction Rsall-6 de masse m= 60,7mg a été
effectuée sur une colonne gel de silice luée par le systéme éther de pétrole / éther diéthylique
(50/50; 30/70 et 20/80). Le tableau 11.10 montre les résultats de cette séparation apres

regroupement des sous-fractions selon les tests chromatographiques sur couche mince CCM.

Tableau I1.10 Résultats de |a séparation par chromatographie sur colonne de la sous-fraction

Rsall-6
N° de sous- Systeme éluant (%) Masse de la sous -
fraction Ether depétrole Ether diéthylique fraction (mg)
Rsall-6-1 50 50 0,3
Rsall-6-2 0,1
Rsall-6-3 30 0 4.4
Rsall-6-4 30 70 7,3
Rsall-6-5 7,9
Rsall-6-6 11,9
Rsall-6-7 30 0 34
Rsall-6-8 15
Rsall-6-9 20 80 0,7
Rsall-6-10 0 100 6,2

Les sous fractions Rsall-6-4, Rsall-6-5 et Rsall-6-6 renferment le méme composé
majoritaire avec le méme Ry. Notre choix a été porté sur la sous fraction Rsall-6-4 en raison
de sasimplicité par rapport aux autres sous-fractions.

Cette derniére (Rsall-6-4) de masse 7,3mg a subi une chromatographie sur des plagues
préparatives de gel de silice éuées avec le systeme CHClz/méthanol (9,5/0,5), conduisant a
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deux produits purs Rsall-6-4-5 (2,1 mg) nommé Rs8 et Rsall-6-4-6 (4,4 mg) qui est en
cours d'identification.

» Séparation et purification delafraction Rsald

La fraction Rsal4 contient un précipité majoritaire de couleur jaune issu directement de
la colonne, ce précipité est purifié par lavage avec le méthanol ensuite seche puis pesé et testé
sur plaque analytique de gel de silice dué par le systeme CHCIl3z/ méthanol (9/1) avec 2
élutions. La plague a montré une seule tache sous UV (A=254 et 365nm) méme apres

révélation al'anisaldehyde, ce produit de masse m= 55,9 mg est nommé Rs9.

» Séparation et purification delafraction Rsalb

Cette fraction contient un preécipité sous forme des aiguilles de couleur blanche insoluble
dans le méthanol. Il a été séparé du surnageant par une simple filtration. Ce précipité a été
purifié par plusieurs lavages au méthanol pour obtenir un produit pur de masse m= 15,6 mg.

Ce composé est nomme Rs10.

» Séparation et purification desfractions Rsal6, Rsal7, Rsal8 et Rsal9

Les fractions Rsal6, Rsal7, Rsal8 et Rsal9 contenant des précipités blancs, chaque
fraction a subi une filtration suivi d'une purification par plusieurs lavages au méthanol pour
donner des précipités de masse m= 16,5; 21,8; 13,5 et 4,5 mg respectivement.
Un test de vérification de la pureté de ces quatre produits a été entrepris sur plagues CCM
dans le systeme CHCIl3s/ méthanol (9/ 1) a montré qu’il s’agit du méme produit. Cela est
confirmé par I'enregistrement des spectres RMN *H et masse (TOF-MS) des quatre précipités
nommés Rs 11 dont |a masse totale est m= 56,3 mg.
Aprés récupération du precipité de la fraction Rsal?, le surnageant a subi une séparation sur
des plagues préparatives de gd de silice éluée deux fois avec le systéme CHCl3s/ méthanol

(9/1), qui nous a conduit au produit pur Rsal7-2 nomme Rs12 (m= 3,7 mg).

» Séparation et purification delafraction Rsa2l

La fraction Rsa2l renferme un produit sous forme d'une poudre jaune soluble dans
I'acétone et le DMSO. Ce produit est purifié par lavages successifs a I’aide du CHCI3 et du
méthanol, le produit obtenu est nommeé Rs13 (m= 7,2 mg).

Une masse de 86,9 mg du surnageant de la fraction Rsa21, obtenu apres récupération du

précipité, a subi une séparation sur une colonne de gel de silice éué par le systéme éther de

94



Chapitrell. Travaux personnels

pétrole/ CHCI3 ensuite CHCls/méthanol en gradient de polarité pour obtenir 15 sous fractions
regroupées selon leur profil chromatographique sur plaque CCM (tableau I1.11).

Deux produits purs ont été récupérés directement de la colonne a partir des sous fractions
Rsa21-4 et Rsa21-5 d'une masse 1,4 mg et 5,0 mg respectivement.
Ces deux produits sont en cours d'identification.

Tableau I1.11. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de lafraction

Rsa2l
N° de sous- Systeme édluant (%) M asse de la sous-
fraction Ether depétrole CHCl; fraction (mg)

Rsa21-1 20 80 1,8
Rsa21-2 0,8
Rsa21-3 10 %0 11
Rsa21-4 0 100 15

/ CHCls M éthanol /
Rsa21-5 98 2 5,0
Rsa21-6 0,4
Rsa21-7 0,8
Rsa21-8 98 2 0,1
Rsa21-9 2,0
Rsa21-10 3,7
Rsa21-11 24
Rsa21-12 96 4 10,8
Rsa21-13 8,6
Rsa21-14 90 10 4,5
Rsa21-15 0 100 55

» Seéparation et purification delafraction Rsa30
Dans la fraction Rsa30, on a observé la formation d'une poudre jaune insoluble dans le
méthanol, apres filtration et plusieurs lavages au méthanol, nous avons pu obtenir 3,7 mg du

produit nommé Rsl14.

» Séparation et purification delafraction Rsa31

Une masse de 30 mg de la fraction Rsa31 est purifiée sur plaques préparatives de gel de
silice (Silicagel 60 F254 (20 x 20 cm, 0,2 mm) éuées dans le systeme chloroforme/ méthanol
(8/2) a mené a I’obtention de trois produits Rsa31-1 (0,9 mg), Rsa31-3 (1 mg) hommé Rs15
et Rsa31-5 (0,6 mg). Les deux produits Rsa31-1 et Rsa31-5 sont en cours d'identification.
Lafigure I11.11 représente la plaque CCM des composes séparés a partir de la fraction Rsa31

révélée al'acide sulfurique.
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Figurell.11. Plague CCM de la séparation de la fraction Rsa3l révélée al'acide

sulfurique

» Séparation et purification delafraction Rsa32

Une masse de 98,7 mg de la fraction Rsa32 a subi une chromatographie préliminaire sur
colonne de gel de silice avec un systéeme d’élution chloroforme/méthanol avec une polarité
croissante de 1/0 a 1/9.
Les sous-fractions ont été recueillies et réunies par volume pour donner 11 sous fractions.
La progression de cette colonne est résumée dans le tableau 11.12.

LafigureI1.12 représente la plaque CCM des sous-fractions de Rsa32 révélée al'acide sulfurique.
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Figurell.12. Plague CCM des sous-fractions de Rsa32 révél ée al'acide sulfurique.

Tableau |1.12. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de lafraction

Rsa32
. Systeme duant (%) M asse de la sous-
N° f .
de sousfraction CHCl; M éthanol fraction (mg)
Rsa32-1 100 0 1,6
Rsa32-2 97,5 25 14
Rsa32-3 95 5 6,1
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Tableau I1.12. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la fraction

Rsa32 (suite)
R . Systéme éluant (%) M asse de la sous-
N* de sous-fraction CHCl3 M éthanol fraction (mg)
Rsa32-4 92,5 75 91
Rsa32-5 90 10 37,2
Rsa32-6 87,5 12,5 11,3
Rsa32-7 85 15 6,3
Rsa32-8 82,5 17,5 18
Rsa32-9 80 20 5,0
Rsa32-10 10 90 2,0
Rsa32-11 0 100 4,5

La sous-fraction Rsa32-5 (37,2mg) a été soumise a une deuxiéme chromatographie sur
colonne de gel de silice avec le méme systéeme d’élution chloroforme/méthanol en gradient de
polarité.

Les sous fractions sont réunies selon leur profil chromatographique sur plagues CCM
pour donner 13 sous fractions (tableau 11.13).

Tableau 11.13. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de la sous-fraction

Rsa32-5
R : Systeme duant (%) Masse de la sous-
N® de sous-fraction CHCl3 M éthanol fraction (mg)
Rsa32-5-1 100 0 0,3
Rsa32-5-2 97,5 25 0,7
Rsa32-5-3 95 5 0,2
Rsa32-5-4 92,5 75 0,2
Rsa32-5-5 18
Rsa32-5-6 %0 10 10,7
Rsa32-5-7 10,1
Rsa32-5-8 0,1
Rsa32-5-9 %0 10 0,4
Rsa32-5-10 0,8
Rsa32-5-11 85 15 04
Rsa32-5-12 75 25 0,5
Rsa32-5-13 0 100 0,7

Le test chromatographique sur plaque CCM de la sous fraction Rsa32-5-5 (1,8 mg)
présente une seule tache sous UV (A= 254 nm) et apres révélation al'acide sulfurique.
Une masse de 8mg de la sous-fraction Rsa32-5-6 est soumise a une purification sur une
plaque préparative dans le systeme d’élution CHCIls/ méthanol (8,5/1,5) donnant ainsi deux
COmMpOSEs purs Rsa32-5-6-1(0,6mg) et Rsa32-5-6-2 (0,9mg).
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Une analyse chromatographique comparative effectué sur CCM a montré que les deux
composes Rsa32-5-5 et Rsa32-5-6-1 sont similaires. L'enregistrement des spectres RMN
confirme la similitude de ces deux produits nommés Rsa32-5-5.
Les deux composés Rsa31-1 et Rsa32-5-6-2 ont le méme profil chromatographique sur CCM,
cela est prouvé également par |'enregistrement des spectres RMN. Ce produit est nommeé
Rsa31-1. Ces deux composés sont en cours d'identification.

» Séparation et purification delafraction Rsa33

La fraction Rsa33 contient un produit majoritaire blanc jaunétre qui a précipité dans le
méthanol. Ce précipité a été lavé au méthanol plusieurs fois pour donner le composé Rs16
avec un poids de masse m= 36,8 mg, il a éé testé sur plaque CCM pour donner un spot
unique sous UV (A= 254 nm) et apres révélation al'acide sulfurique.

L’étude phytochimique de I’extrait acétate d'éthyle de I’espece R. sphaerocarpa nous a
permis disoler 18 produits purs dont les six composés Rsa7-1, Rsall-6-4-6, Rsa2l-4,
Rsa21-5, Rsa31-1, Rsa31-5, Rsa32-5-5 sont en cours didentification. L'organigramme ci-

apres résume les étapes de fractionnement, séparation et purification des produits issus de cet

extrait.
7g del'extrait acé&tate d'éhyle des parties aériennes de R. sphaerocarpa
Colonne chromatographique de gel de silice
Hexane/ Acétate d'éthyle
34 fractions
|
Rsa7 Rsa8 Rsa9 Rsa 11 Rsa 14 Rsa 15
l Colonne gel
Plagues Plagues desilice
préparatives préparatives Rsa 11-6 L avage avec le
Lavage Colonne gel méthanol
v v avecle desilice
méthanol
Rsa 7-1 Rsa 8-1 J' Rsall-6-4 l l
= T Rs9 Rs 10
Rs6 Rs/ Rsa 11-6-4-5 Rsall-6-4-6
Rs8

Figurell.13. Organigramme récapitul atif des étapes de séparation et purification de I'extrait
acétate d'éthyle de R. sphaerocarpa (L.) Boiss
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7g del'extrait acétate d'éthyle des parties aériennes de R.sphaerocarpa

l Colonne chromatographique de gel de silice

Hexane/ Acétate d'éthyle

34 fractions

|

. v ! v

Rsa 16 Rsa 17 Rsa 18 Rsa 19 Rsa 21
* * l l l Colonne gel
L avage avec le méthanol L avage avec deslice
le méthanol
Plagues
préparaﬂves\J l
Rsal7-2 Rs1l Rs13 Rsa21-4 = Rsa2l-5

Rs12

Figurell.13. Organigramme récapitul atif des étapes de séparation et purification de I'extrait
acétate d'éthyle de R. sphaerocarpa (L.) Boiss (suite)

7g del'extrait acétate d'éthyle des parties aériennes de R.sphaerocarpa

lCoIonne chromatographique de gel de silice

Hexane/ Acétate d'éthyle
34 fractions
v v [ v v
Rsa 30 Rsa 31 Rsa 32 Rsa 33
Colonne gel
Plagues desilice
Lavage préparatives Rsa 32-5
avec |e l l Lavage
méthanol Colonne gel avec le
l Rsa 31-1 Rsa 31-5 eslice méthanol
Rs 14 S Rsasz->0 !
Rs 16
— Plaques
Rs 15 . préparatives
Rsa32-5-5 = Rsa32-5-6-1 Rsa32-5-6-2
Rsa3l-1

Figurel1.13. Organigramme récapitulatif des étapes de séparation et purification de |'extrait
acétate d'éthyle de R. sphaerocarpa (L.) Boiss (suite)
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I1.2. Analyses quantitatives des extraits de Retama sphaerocarpa (L .) Boiss

Des déterminations quantitatives des principaux composes phénoligues ont été effectuées

sur les trois extraits de I’espéce Retama sphaerocarpa (L.) Boiss.

[1.2. 1. Dosage des polyphénols totaux
» Principe

L e dosage des polyphénols totaux des extraits de I'espéce R. sphaerocarpa a éte effectué
par une méthode adaptée par Singleton avec le réactif de Folin-Ciocalteu [19].
Le réactif de Folin-Ciocalteu, constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique (HzPW12040)
et d'acide phosphomolibdique (HsPM012040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en
mélange d'oxydes de tungstene (WgO23) et de molybdéne (MogO23). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption

maximum a 760 nm [19].

» Procédureexpérimentale

Un volume de 125 pl de chaque extrait préparé dans le méthanol (1 mg/ml), ont été
introduits a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essais, suivis de I’addition de 500 pl
d'eau distillée et 125 pl de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) a 10%.
Apres incubation pendant 3 minutes, 1250 ul de carbonate de sodium (2%) et 1 ml d'eau
distillée ont été gjoutés respectivement au milieu réactionnel.

Ensuite, le mélange a été incubé dans I'obscurité a température ambiante pendant 90
minutes. L'absorbance de toutes les solutions a été mesurée par un spectrophotomeétre

a 760 nm contre le blanc sans extrait. Toutes les mesures ont été réalisées en triple.

> Expression desrésultats
La teneur en polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon de I’acide gallique (50-500 pg/ml) et les

résultats sont exprimés en mg équivalant d’acide gallique (EAG) par 1g d'extrait.

[1.2. 2. Dosage des flavonoides totaux
> Principe
Le dosage des flavonoides a été réalisé en utilisant le chlorure d'aluminium (AICl3), ce
réactif forme avec les groupements hydroxyles du flavonoide un complexe trés stable, de
couleur jaune et absorbe a une longueur d'onde de 430 nm [20].
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> Procédureexpérimentale
Un volume de 1ml de chaque extrait préparé dans le méthanol (1 mg /ml) est mélangé a
Iml de AICIz a 2%. Aprés une incubation pendant 15 min a température ambiante,
I’absorbance du mélange obtenu est directement mesurée au spectrophotometre UV- visible a

430 nm contre le blanc sans extrait. Toutes les mesures ont été réalisées en triple.

> Expression desrésultats

La teneur en flavonoides totaux des extraits est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, réalisée par un standard étalon (la quercétine) a
différentes concentrations (10-80 ug/ml) et les résultats sont exprimés en mg équivalant de

guercétine (EQ) par 1g d'extrait.

11.3. Evaluation del'activité antioxydante de |'espéce R. sphaerocarpa

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionndl, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon I’essai utilisé. Par conséquent, une approche
avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus
instructif et méme nécessaire [21].

Les méthodes utilisées pour évaluer |'activité antioxydantes font intervenir généralement
la coloration ou la décoloration d'un réactif spécifique en présence d'agent antioxydant. Ces
méthodes peuvent étre classées en deux groupes selon leurs mecanismes : soit par le transfert

d’atome d’hydrogene, soit par le transfert d’un simple électron [22].

[1.3.1. Matériel végétal
Nous avons étudié I’activité anti-radicalaire des trois extraits de I’espece Retama
sphaerocarpa (L.) Boiss ainsi que de trois isoflavonoides qui ont été isolés a partir de I'extrait

chloroforme et acétate d'éthyle de cette plante.

[1.3.2. Matériel et méthode

Au cours de cette etude, notre choix s’est porté sur I’utilisation de plusieurs tests
chimiques, a savoir: I’effet scavanger d’un antioxydant sur le radical 2,2diphényl1-1-picryl-
hydrazyl (DPPH) et le radical 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) et
enfin le test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC) qui mesure les

pouvoir de réduction desions de cuivre.
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11.3.2.1. Test de I’activité antiradicalaire par la méthode au DPPH
» Principe

Le DPPH est un radica libre, stable, qui posséde une bande d'absorbance a 517 nm,
employé pour évaluer |'activité antioxydante des composes purs ou de mélange complexe. La
méthodologie est basée sur la décroissance de |'absorbance d'une solution méthanolique de
DPPH suite al'addition de I'antioxydant visualisé également par un changement de coloration
delasolution qui vire du violet au jaune [23].

La premiere étape est la capture d'un atome d'hydrogene du composé phénolique par le
radical DPPH pour donner du diphénylhydrazine et un radical phénoxy (figure 11.14). Cette
étape est la premiére d'une série de réactions telles que des fragmentations, additions, ou
autres qui peuvent éventuellement influencer les résultats, notamment les cinétiques de la
capture du DPPH par |e compose testé [24].

LFFH + AH —= LFPFH—H + A’

1570354

Figurell.14. Réaction du radica DPPH avec un phénol [23]

> Procédureexpérimentale

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH a été mesurée selon le protocole décrit
par Blois, M.S. (1958) [25]. Dans un lecteur de microplague a 96 puits on introduit 40 pl des
différents extraits aux concentrations alant de 12,5-800 pg/ml, on gjoute 160 pl de la solution
méthanolique de DPPH préparée a une concentration de (0,1mM). Apres agitation, le mélange
est incubé a I’obscurité et a la température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est
effectuée par la mesure de I’absorbance a 517nm a I’aide d’un spectrophotomeétre UV-visible
contre un contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH et le méthanol. Le BHT
et le BHA ont été utilisés comme contréles positifs.

L’activité antioxydante, qui exprime la capacité de piéger le radical libre DPPH est

estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH selon I'equation suivante -

R eontris = Ashaniit
% d’activité anti — radicalaire = [ “”“""; chantitlon) . 1 46
contrile
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[1.3.2.2. Test de I’activité antiradicalaire a I’ABTS
» Principe
Le radical cation de I’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS)
est stable sous saforme libre. Ce radical est facilement formé a partir de I’acide correspondant
par oxydation en présence de persulfate de potassium (K2S0g). L’ajout d’un antioxydant de
type phénol, thiol, ou tout composé donneur d’hydrogéne ou d’électron va réduire ce radical
et provoquer la décoloration du mélange. La décoloration du radical mesurée par

spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la concentration en antioxydants [26,27].

ABTS ABRTS

Figurell.15. Oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS+e
[27]

> Procédureexpérimentale

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de I’ABTS a été déterminée
selon la méhode de Re, R. et a (1999) [28], avec une légére modification. Une solution
d’ABTS a 7 mM dans I’eau a été ajoutée a une solution de persulfate de potassium
a 2,45 mM. Le mélange est agité puis placé a I’abri de la lumiere pendant 12h pour former le
radical cation ABTS+e. Avant utilisation, la solution est diluée dans I'éthanol pour obtenir une
absorbance de 0,708 £0,025 a 734 nm. La solution obtenue est stable lorsqu’elle est conservée
a I’abri de la lumiere et a température ambiante. Ensuite, un volume de 160 pl de la solution
diluée du radical ABTS+e est ajoutée a 40 ul des différents extraits aux concentrations allant
de 12,5 4 800 pg/ml. Aprés 10 min, l'absorbance a été mesurée a 734 nm a I’aide d’un
spectrophotométre UV-visible contre un contrdle négatif contenant uniquement la solution
ABTS et le méthanol. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme contrdles positifs.

Le pourcentage de réduction du radical ABTS++ est calculé selon la formule ci-dessous -

Ac e ™ "ﬂh‘ anti
% d*activité anti — radicalaire ABTS = [ conmile — Aechantition) 450,

*ELL'UHT[’NE
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11.3.2.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
» Principe
La méthode CUPRAC est basée sur le suivi de la diminution de I’absorbance accrue du
complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu®) Nc2-Cu™. En effet, en présence d’un agent
antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit en complexe chélate de cuivre coloré
(I)-neocuproine. Cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur
d’onde de 450 nm [29].

Ksariil F L
Bl Clindr

Figurell.16. Laréduction du complexe Cu*?-Nc

» Procédureexpérimentale

La réduction du cuivre (CUPRAC) a été déterminée par la méthode décrite par Apak, R.
et a (2004) avec quelques modifications [29]. La capacité de réduction des extraits a été
comparée acelles du BHA et du BHT utilisés comme contréles positifs.
Dans une microplague a 96 puits, on introduit un volume de 60 pl d'une solution tampon
d'acétate d'ammonium (AcNH4) a pH=7,0, un volume de 50 pl d'une solution de chlorure de
cuivre (1) (CuCly) et 50 ul d'une solution alcoolique de néocuprine. 40 pl des extraits testés a
différente concentrations (12,5-800 pg/ml) ont été goutés pour atteindre un volume final
de 200 pl. Les microplaques de 96 puits ont été ensuite incubées pendant 1h a I’abri de la

lumiére. Enfin |'absorbance est mesurée a 450 nm contre un blanc sans extrait.

[1.3.3. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (écart type) d’analyses
en trois essais.

Les valeurs de Clso (la concentration nécessaire pour réduire 50% du radical) et de Aoso
(la concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression
linéaire a partir des deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clso et

[Absorbance= f (concentrations)] pour lavaleur Aoso.
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Etude phytochimique et évaluation de|'activité biologique de ' espéce
Lepidium draba (L .)

|1.4. Etude phytochimique de |' espéce Lepidium draba (L .)

[1.4.1. Choix du matériel vegétal

La sélection de cette plante a été basee sur |es criteres cités ci-dessous:
- peu d'études phytochimiques abordée sur L. draba jusqu’a ce jour.
- plusieurs études sur leur effets thérapeutiques comme: effet  anticancéreux,
anti-inflammatoire, antibactérien, antifongique, antioxydant [30-36] et effet aléopathique
[37].

- compléter une étude réalisée auparavant dans notre laboratoire [33].

[1.4.2. Classification dansla systématique botanique
L'espéce Lepidium draba (L.) suit le taxon suivant [16]:

Tableau I1.14. Classification de |'espéece Lepidiumdraba (L.)

Classification
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Eudi-cotylédones
Ordre Brassicaes
Famille Brassicaceae
Tribu Lepidieae
Genre Lepidium
Espece draba (L.)

[1.4.3. Nom vernaculaire
Les noms communs de cette plante sont :
- en arabe « Hourf Mecherfi [38] »,
- en frangais : Cardaire drave, Pain-blanc, Passerage drave, Passerage a grosses graines [39].
- dans la région de I’Oriental: Echattaba, Chhiba Ibeida, Bassila almorra [39].

I1.4.4 Synonymes

Lepidium madritense Pau, Lepidium diversifolium Freyn & Sint. Ex Freyn, Lepidium arvense
Mill., Cardaria draba var. dunense Rouy & Foucaud, Cardaria brachysepala Opiz, Jundzllia
draba (L.) Andrz., Cardaria draba (L.) Desv., Nasturtium draba (L.) Crantz, Draba ruderalis
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Baumg., Crucifera cardaria E.H.L.Krause, Cochlearia draba (L.) L., Cardiolepis dentata
Wallr., Cardaria draba subsp. Draba [39].

[1.4.5. Description botanique

Lepidium draba est une herbe vivace, pubescente-blanchétre, a souche courte gréle,
rameuse, émettant de longs stolons souterrains qui produisent des tiges stériles et des tiges
floriferes. La tige gris-verdétre est droite ou couchée de 20 a 50cm. La plante est feuillue en
bas et forme des ramifications en haut. Les plantes sont glabres ou presque au sommet et
densément poilues a la base. Les plantules se distinguent par leur hypocotyle terne, marron-
vert mais vert ala base. Les feuilles des plantules de 2.5x7-9mm, pales, sombre marron vert,
avec un go(t piquant. Les jeunes feuilles sont plus ou moins opposées a la base mais aternées
au sommet et cachent la tige. Les Fleurs sont de couleur blanche, assez grandes, nombreuses,

en panicule corymbiforme aplatie de racemes [39].

Figurell.17. Images de I’espece Lepidiumdraba (L.)

11.4.6. Récolte du matériel végétal

Les parties aériennes de |'espéce Lepidium draba ont été récoltées au mois de Mai 2014
dans la wilaya de M'sila (Nord-Est de I'Algérie) et a été authentifiée par Dr. Khellaf Rebbas
(departement de biologie, Université de M’sila, Algérie).Un spécimen a été déposé dans
I’herbier du département de biologie, Université de M’sila, sous |le code SB/KR, 002.

Aprés séchage dans un endroit sec et al'abri des rayons solaires, les parties aériennes ont

€été coupées en petits morceaux et pesees (m= 1,2 Kg).
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11.4.7. Protocole expérimental d'extraction

La poudre du matériel végétal de Lepidium draba est mise a macérer dans un systéme
hydro-alcoolique (méthanol/eau; v/iv : 70/30) a température ambiante. Cette macération est
répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure dans chague cas de 24 a 48 heures. Les
solutions récupérées ont été évaporées a sec sous pression réduite a une température de 35
°C, une guantité de I'eau distillée (400 ml pour 1kg de matiére végétale seche) a été agjoutée.
Aprés une nuit de repos, la solution aqueuse a été filtrée puis soumise a une extraction
liquide-liquide avec différents solvants, en commencant par le chloroforme, I’acétate d’éthyle
et en dernier le n-butanol.
La concentration des phases organiques a sec a permis I’obtention des trois extraits
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol). Les masses et les rendements des extraits
obtenus sont donnés dans le tableau 11.15.
La figure précédente (figure 11.2) résume les différentes étapes de I’extraction jusqu’a
I’obtention des extraits bruts.

Tableau I1.15. Masses et rendements des extraits de I’espéce L. draba

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
Chloroforme 1,96 0,163
1,2Kg Acétate d'éthyle 8,46 0,705
n-butanol 3,18 0,265

[1.4.8. Analyse qualitative et quantitative del'extrait acétate d'éhyle

L'extrait acétate d'éthyle de I’espece Lepidium draba a été analysé par |a chromatographie
liquide a haute performance couplé a la spectrométrie de masse munie d’un analyseur atemps
devol (HPLC-TOF/MYS) afin didentifier et quantifier les composés phénoliques présents dans

cet extrait.

[1.4.8.1. Préparation des échantillons Pour I'analyse HPLC-TOF/M S

L'extrait acétate d'éthyle (200 ppm) a été dissous dans le méthanol a température
ambiante, puis filtrés a travers un filtre a membrane en polytétrafluoroéthyléne (0,45 um)
[40].

[1.4.8.2. Conditions opératoires

L’analyse HPLC-TOF/MS a été effectuée en utilisant I’instrument Agilent
Technologie 1260 Infinity LC, 6210 TOF-MS. La colonne utilisée pour la séparation
chromatographique est de type ZORBAX SB-C18 (4,6x100mm, 3,5 uym) a une température
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de 35 °C, le débit éait 0,6 ml.min™. L'ionisation est Dua-ESI, la température de I’azote
est 325 °C, le débit du gaz est 10 ml / min et latension de fragmenteur est 175 V.

Les phases mobiles utilisées sont I'eau ultra pure mélangée avec de I'acide formique & 0,1%
(éluant A) et I'acétonitrile (Eluant B). Le gradient linéaire appliqué est de : 0-1 min, 10% de B
; 1-20 min, 50% de B ; 20-23 min, 80 % de B et enfin 23-30 min, 10% de B et. Le volume
d'injection dans e systéme HPLC est de 10 L.

Letableau 11.2 résume le programme d’élution de la colonne.

Tableau 11.16. Programme de la phase mobile A et B.

Temps (min) H20 avec 0,1 % d'acide formique (A) acétonitrile % (B)
1 0-1 90 10
2 1-20 50 50
3 20-23 20 80
4 23-30 90 10

11.5. Evaluation de|'activité antioxydante de I' espéce Lepidium draba (L .)
[1.5.1. Matériel végétal
Lestrois extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de I'espéce L. draba (L.) ont

été testés pour évaluer leur activité antioxydante.

[1.5.2. Matériel et méthode

L’evaluation de I’activité antioxydante a été effectué en utilisant cinqg méthodes:. I’effet
scavanger d’un antioxydant sur le radical DPPH et le radical ABTS, le test CUPRAC qui
mesure les pouvoir de réduction des ions de cuivre, le test de la chélation du fer et enfin le
pouvoir réducteur desions ferriques (FRAP).

La détermination du pouvoir antioxydant in vitro des trois extraits chloroforme, acétate
d'éthyle et n-butanol de I’espece Lepidium draba a été effectuée selon les mémes protocoles
utilisés pour I’espece Retama sphaerocarpa concernant les tests DPPH, ABTS et CUPRAC
[25,28-29].

[1.5.2.1. Test de chélation defer
> Principe
Le principe de ce test est la complexation des ions ferreux avec un composé ligand:
ferene. Le complexe feréne -fer |11 présente un maximum d’absorption a 593 nm.
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> Procédureexpérimentale

L’activité de chéation des métaux a été déterminée par la méthode décrite par Decker et
Welch (1990) avec une |égere modification [41]. Dans une microplague a 96 puits, un volume
de 80 pl de chaque extrait a différentes concentrations allant de 12,5-800 pg/ml est melangé
avec 40 pl de FeCl> (0,2 mM) et 80 ul de feréne (0,5 mM). Le mélange a été secoué
vigoureusement et laissé a température ambiante pendant 10 minutes. Apres que le mélange a
atteint I'équilibre, I'absorbance a éé mesurée & 593 nm contre un contréle négatif contenant
uniquement les réactifs et le méthanol. L'EDTA a été utilisé comme standard. Le pourcentage

de I'activité de chélation du méial a éié calculé en viilisant I'équation suivante:

A conerais = Ak .
% Effet du chélation du fer = |"( contrile ~ Acchantition) 100]

AL‘Urttr-;‘ﬂr:

[1.5.2.2. Pouvoir réducteur desionsferriques (FRAP)

» Principe

La présence d’un composé réducteur dans les échantillons entraine la réduction du fer
ferrique (F€*" du complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe? de couleur
bleu-vert [42]. Cette réduction se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de

potassium vers la couleur bleue verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur.

> Procédureexpérimentale

Le pouvoir réducteur des extraits a éé déterminé selon la méthode d'Oyaizu (1986) [42].
10 pl de chague solution d'extrait en différentes concentrations allant de 3,12-200 ug/ml ont
été mélangés avec 40 ul d'un tampon de phosphate 0,2 M (pH= 6,6) et 50 pl de ferricyanure
de potassium (1%). Aprés incubation du mélange a 50 ° C pendant 20 minutes, 50 pl d'acide
trichloracétique TCA (10%) ont été gjoutés. Les solutions obtenues ont été mélangées avec de
I'eau distillée (40 pl) et 10 ul de chlorure ferrique (FeCls) (0,1%). L'absorbance a été mesurée
a 700 nm. Les acides ascorbique et tannique ont été utilisés comme standards.

[1.5.3. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (écart type) d’analyses
en trois essais. Les valeurs de Clso et de Aoso sont calculées par la méthode de régression
linéaire a partir des deux courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clso et

[Absorbance= f (concentrations)] pour lavaeur Aogso.
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Etude phytochimique et évaluation de|'activité biologique de |' espéce

Cedrus atlantica

11.6. Etude phytochimique de |' espéce Cedrus atlantica

[1.6.1.Choix du matériel végétal

Les critéres de choix de cette espéce reposent sur le fait que :

- elle est tres utilisée en médecine traditionnelle [43]

- cette plante est tres riche en huiles essentielles [44-48]

- I’huile essentielle de cette plante possede des propriétés biologiques intéressantes:

antiseptiques, diurétiques, anti-inflammatoires, antifongiques et antivirales [49-52].

[1.6.2. Classification dansla systématique botanique
La classification de I'espéce Cedrus atlantica suit |e taxon suivant [53,54]:

Tableau I1.17. Classification de I'espéce Cedrus atlantica

Classification
Embranchement Spermaphytina
Sous embranchement Gymnospermae
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Sousfamille Abietoideae
Genre Cedrus
Espéce atlantica

[1.6.3. Nom vernaculaire
Les noms communs de cette plante sont :
- en arabe: 1-&rz [55], Meddad [56]
- nom berbére: iddil [55], Beguoun [56]
- enfrancais: le Cedre del'Atlas [55,57]

[1.6.4. Description botanique

Le cédre de I’Atlas est caractérisé par des feuilles en aiguilles isolées sur les jeunes
rameaux longs fasciculés et en rosettes sur les rameaux courts latéraux. Elles sont persistantes
[58] et vivent trois ans [59,60]. Les aiguilles sont toutes semblables, aciculaires, tétragones
souvent un peu incurvées, aigues, portant les stomates sur les trois faces [58]. La maturité des
cones dure 2 ans aprés la floraison. Les fruits de couleur brune violacée, ont 5-8 cm de

dimension et atteignent au plus 10cm [56]. La graine est triangulaire, grosse, de 10-15 mm,
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marron roux se termine par une large aile, elle est enveloppée dans une pellicule résineuse
protectrice. La longévité dépasse certainement 600 a 700 ans, il peut donner des graines
fertiles jusqu’a un age avancé [59].

Figurell.18. Image de I’espece Cedrus atlantica

11.6.5. Récolte du mateériel végétal

Les parties aériennes branches, aiguille et cones de C. atlantica ont été collectées en
Décembre 2018 dans la région des Aures, a Y abous (El Kantina) pres de Khenchla (61 km au
Sud-Ouest de Khenchla, 35 ° 2429 " nord, 6 ° 38 ' 31 " Est, Altitude: 1167 m) et a été
authentifiée par Pr. Mohamed Kaabeche, Université Sétif 1, Algérie. Un spécimen a été
déposé dans I'herbier de l'unité de recherche VARENBIOMOL, université des Freres
Mentouri, Constantine, Algérie sous le code (CA / 114/ VAR / 12-18).

[1.6.6. Extraction des huiles essentielles

Les branches et les aiguilles fraiches des parties aériennes (963 g) et les cones (719g) de
C. atlantica ont été soumis a une distillation par entrainement a la vapeur pendant trois heures
dans un appareil Clevenger. Chaque huile obtenue a été collectée et conservée a +4 ° C
jusqu'a I'analyse. Les rendements des huiles ont été calculés par rapport au poids de la plante

fraiche.

[1.6.7. Analyse GC-GC/M S des huiles essentielles

L'analyse par GC-GC/MS a été réaisée a |'aide d'un chromatographe en phase gazeuse
GC 17A Agilent technologies, équipé d'une colonne HP 5MS a liaison brute (30 m X 0,25
mm, épaisseur du film 0,25 pm).

La température du four a été programmeée comme isotherme a 60 ° C pendant 8 minutes,
de I'nélium a été utilisé comme gaz vecteur aun débit de 0,5 ml / minute. La GC-GC/MS a été

réalisée a l'aide d'un détecteur HP Agilent technologies 6800 plus a sélection de masse. Les
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conditions de fonctionnement sont les mémes que pour la GC analytique. Les parametres de
fonctionnement de la SM sont les suivants : potentiel dionisation, 70 ev ; courant
dionisation, 2 A ; température de la source d'ions, 280 ° C ; résolution, temps 1000.can, 5s ;
plage de masse de balayage, 34-450 u ; rapport de rotation, 50 : 1 ; volumeinjecté, 1,0 uL.

Les constituants de I’huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs spectres de
masse et leur indices de rétention (RI) avec ceux des composés de référence des banques de
donnéestelles que NIST et Wiley [61].

Les constituants de I’huile essentielle ont été identifiés par comparaison de leurs spectres de
masse et leur indices de rétention (RI) avec ceux des composes de référence des banques de

données telles que

11.7. Evaluation de I'activité antioxydante des huiles essentielles de I'espéce

Cedrus atlantica

[1.7.1. Matériel Veégétal
Les huiles essentielles extraites des branchesaiguilles et des cones de I'espéce

C. atlantica ont été testées pour évaluer leur activité antioxydante.

[1.7.2. Matériel et méthode

Deux méthodes ont été mises au point pour |'estimation du pouvoir antioxydant des huiles
essentielles extraites de C. atlantica : la méthode du piégeage du radical DPPH et du radical
hydroxyle.

11.7.2.1. Piégeage du radical DPPH

La capacité de piégeage le radical DPPH est mesurée selon la méthode décrite par Okoh,
S. O. et d (2014) [62]. Brievement, 1ml de différentes dilutions des huiles essentielles
extraites des branches/aiguilles et des cones de la plante C. atlantica ont été gjoutés a 1ml
DPPH (0,135mM) préparée dans du méthanol. Apres 30min d'incubation a une température
ambiante et a I’obscurite, le colorimétrique change (de violet intense au jaune clair), quand le
DPPH est réduit, dont I'absorbance a été mesurée a 517nm. Le contréle négatif est composé
de 1ml de méthanol et de 1ml de la solution de DPPH. Le contrdle positif est représenté par
une solution d’un antioxydant standard; la vitamine C dont I’absorbance a été mesurée dans
les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration.

L e pourcentage de piégeage du radical DPPH est calculé selon I’équation suivante:
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T L (Acontrate = Aéchantilion)
% d’activité anti — radicalaire = [ ———— S x 100]

ﬂEUI]t!'-fIJE'

[1.7.2.2. Piégeage du radical hydroxyle

La capacité de piégeage du radical hydroxyle est mesurée selon la méthode decrite par
Smirnoff, N., et a (1989) [63]. Le principe de cette technique est basé sur la production du
radical hydroxyle (HO®) dans le milieu réactionnel atravers la réaction de Fenton. Le radical
(HO®) ainsi produit réagi avec le sodium salicylate pour produire le salicylate hydroxylé. Pour
cela, Iml des solutions d'huiles essentielles des branches/aiguilles et des cones de la plante
C. atlantica ou du standard (vitamine C) a différentes concentrations sont additionnées a
300pl de FeSO4 (8mM), 250 pl de H202 (20mM) et 250 pl de I’acide salicylique (3mM) pour
lancer laréaction. Aprés 30min d’incubation a 30°C, 450l de H20 sont gjoutés et le mélange
est centrifugé. L’absorbance du complexe salicylate hydroxylé est mesurée a 510 nm.
Le pourcentage de piégeage du radical hydroxyle est calculé en se basant sur I’équation du
test précédant.

[1.7.3. Analyses statistiques
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD (écart type) d’analyses en

trois essais (N=3).

Conclusion

D'apres tout ces travaux réalisés au laboratoire et sur les trois especes. Retama
sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.) et Cedrus atlantica, hous avons pu séparer 27
produits purs de Retama sphaerocarpa et identifier 16 composés. Nous avons pu mettre en
évidence la composition de I'extrait acétate d'éthyle de Lepidium draba (L.). Ainsi que la
composition des huiles essentielles de Cedrus atlantica.

Concernant les activités biologiques, les trois espéces ont fait I'objet de différents tests

d'activité antioxydante.
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Chapitre I11. Résultats et discussions

Cette partie renferme la discussion des résultats des travaux phytochimiques et
biologiques effectués sur les trois espéces : R. sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.)

et Cedrus atlantica.

La 1°° partie renferme la discussion des résultats des travaux effectués sur l'espece
R. sphaerocarpa (L.) Boiss:
- la détermination structurale des métabolites secondaires isolés a partir des deux extraits
chloroforme et acétate d'éthyle en utilisant la spectrométrie de masse TOF/MS, la RMN 1D
du proton et du carbone 13, RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC) et par la spectroscopie UV.
- I'analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides présents dans les trois extraits de
R. sphaerocarpa.
- I'évaluation de I'activité antioxydante des trois extraits de R. sphaerocarpa par les méthodes
: DPPH, ABTS et la méthode du CUPRAC.
- I'évaluation de I'activité antioxydante de trois composeés isolés de types isoflavonoides par la
méthode DPPH et CUPRAC.

La 2°™ partie renferme la discussion des résultats des travaux effectués sur l'espéce
Lepidium draba (L.):
- La qualification et la quantification des composés phénoliques présents dans l'extrait acétate
d'éthyle en utilisant HPLC-TOF/MS.
- I'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de L.draba par cinq méthodes: DPPH,
ABTS, CUPRAC, et la méthode de la chélation des métaux et enfin le pouvoir réducteur des
ions ferriques (FRAP).

La 3°™ partie est réservé a:
- la discussion des résultats de I’analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles
extraites de Cedrus atlantica en utilisant la techniques d'analyse GC-GC/MS.
- I'évaluation de l'activité antioxydante des huiles essentielles extraites des branches/aiguilles
et des cones de Cedrus atlantica réalisée par deux methodes: piégeage du radical DPPH et du

radical hydroxyle.
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Résultats de I'étude phytochimique et de I'activité biologique de I'espéce

R. sphaerocarpa (L.) Boiss

I11.1.Résultats de I'étude phytochimique
Les produits obtenus de I'espéce étudiée sont soumis a des analyses spectrales RMN 1D

du proton et du carbone 13, RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC), la spectrométrie de masse

TOF/MS et la spectroscopie UV et les résultats obtenus ont été comparés aux données de la

littérature pour identifier et déterminer leur structure chimique.

111.1.1. Elucidation structurale des produits isolés de I'extrait chloroforme

111.1.1.1. Elucidation structurale du composé Rsl

Figure I11.1. Structure du composé Rs1

Le composé Rsl se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le DMSO.
Le spectre de masse réalisé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI(+) (spectre 111.1)
présente respectivement deux pics d'ions quasi moléculaires a m/z = 335,34 Da [M+Na] * et

m/z = 647,10 Da [2M+Na]*, soit une masse moléculaire égale a 312 Da.

ESH 7
LC_RESP_C15 1 (0.019) [M+Na]+
335.34

TOF MS ES+
7.39e3

100

[2M+Na]+

647 10

336.41 B48.21
> 7

Spectre I111.1. TOF/MS en mode positif du composé Rs1
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Le spectre RMN 2C (spectre 111.2) et ses séquences Jmod (spectre 111.3), DEPT 135 et
DEPT 90 (spectre 111.4 et 111.5) révélent la présence de 17 atomes de carbone :
- 1 CH3 oxygéné a éc = 56,4 ppm.
- 6 groupements CH aromatiques.
- 1 groupement CH; oxygéné a 6c = 101,0 ppm.

- 9 carbones quaternaires dont un carbonyle a dc =174,2 ppm
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Spectre 111.3. RMN C - Jmod (DMSO-ds; 75MHz) du composé Rs1
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Spectre I11.4. RMN *3C - DEPT 135 (DMSO-ds; 75MHz) du composé Rs1
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Spectre 111.5. RMN 3C - DEPT 90 (DMSO-ds; 75MHz) du composé Rs1
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L’examen du spectre RMN H (spectre 111.6) et son étalement (spectre 111.7) enregistré
dans le DMSO-ds montre la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette
flavonique de type isoflavone, on peut le reconnaitre par :

- Un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a on= 8,12 ppm caractéristique d’un H-2
d’une isoflavone

- un doublet a 6 = 7,92 ppm (J= 8,7 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-5

- un doublet de doublet & 61= 6,93 ppm (J = 8,7 ; 2,2 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-6

- Un doublet a d4 = 6,86 ppm (J = 2,2 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-8

Ainsi ces trois signaux indiquant que le cycle A est substitué en position 7

- Un singulet a 61 = 6,86 ppm d’intégration 1H attribuable a H-2'

- Un singulet a o4 = 6,81 ppm d’intégration 1H attribuable a H-5'

- Un singulet a dx = 6,00 ppm d’intégration 2H attribuable au groupement -O-CH2-O-

- Un singulet a dx = 3,65 ppm d’intégration 3H attribuable au groupement méthoxyle.
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Spectre 111.6. RMN *H (DMSO-dgs; 300MHz) du composé Rs1
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Spectre 111.7. Etalement du spectre RMN *H (DMSO-ds; 300MHz) du composé Rs1

L’étude du spectre de corrélation HMQC (spectre 111.8) permet d’effectuer les
attributions suivantes :
- une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2
a oc = 154,1 ppm
- une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-5
a oc =127,1 ppm.
- on remarque également une tache de corrélation entre H-6 et un carbone a 6c= 115,0 ppm
qui ne peut étre que le C-6.
- deux taches de corrélation entre le H-8 et le H-2' et deux atomes de carbones qui ne peuvent
étre que le C-8 et le C-2"a d¢ = 102,0 ppm et &¢ = 95,3 ppm respectivement.
- une tache de corrélation entre H-5' et un carbone qui apparait a 6c = 110,9 ppm, c’est le
C-5.
- une tache de corrélation entre les protons du groupement -OCH,O- et le carbone qui apparait
a 6c =101,0 ppm.
- une tache de corrélation entre les protons du groupement méthoxyle et le carbone qui
apparait a oc = 56,4 ppm.
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Spectre 111.8. HMQC (DMSO-ds; 300MHz) du composé Rs1

Sur le spectre HMBC (spectre 111.9) et son étalement (spectre 111.10) on remarque que :
- le proton H-2 (6n= 8,12 ppm) corréle avec quatre carbones a oc= 112,7; 121,3; 157,3
et 174,2 ppm. Ces deplacements sont attribués aux carbones C-3, C-1', C-9 et C-4
respectivement.
On remarque egalement que le proton H-8 a én = 6,86 ppm et le proton H-5 a 6= 7,92 ppm
donnent deux taches de corrélation avec le carbone a c= 162,4 ppm attribué a C-7.
Les protons H-6 et H-8 ménent & la localisation du carbone C-10 a &¢c =116,4 ppm.
Par ailleurs, les protons du groupement -OCH20- a dn= 6,00 ppm donne deux taches de
corrélation avec deux atomes de carbones oxygénés a dc= 140,2 ppm et a 6c= 147,7 ppm
attribuables a C3'- et C-4' respectivement.
Le groupement méthoxyle a on = 3,65 ppm corréle avec le carbone a 6c= 152,7 ppm qui ne

peut étre que le carbone C-6'.
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Spectre 111.9. HMBC (DMSO-des; 300MHz) du composé Rs1
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Spectre 111.10. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds; 300MHz) du composé Rs1
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Cette analyse spectrale a permis l'attribution de tous les protons et les carbones
constituant cette molécule. Leurs déplacements chimiques sont identiques a ceux d'une

isoflavone connue sous le nom maximaisoflavone G [1] déja isolée du genre Retama [2].

HsCO

5

Figure I111.2. maximaisoflavone G

Les données relatives a la RMN H et RMN 3C sont regroupées dans le tableau 111.1
Tableau I11.1. Données spectroscopiques RMN *H (DMSO-ds; 300MHz) et RMN 3C
(DMSO-dg; 75MHz) du composé Rs1

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,12 1H S 154,1
3 - - - 112,7
4 - - - 174,2
5 7,92 1H d; 8,7 Hz 127,1
6 6,93 1H dd; J=8,7; 2,2 Hz 115,0
7 - - - 162,4
8 6,86 1H d; J=2,2 Hz 102,0
9 - - - 157,3
10 - - - 116,4
1 - - - 121,3
2' 6,86 1H S 95,3
3 - - - 140,2
7 B - - 147,7
5' 6,81 1H S 110,9
6' - - - 152,7
-OCHjs 3,65 3H S 56,4
-OCH,0- 6,00 2H S 101,0

111.1.1.2. Elucidation structurale du composé Rs2 (Rsc 5-5-4)

Figure 111.3. Structure du composé Rs2
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Le composé Rs2 se présente sous forme d’une poudre incolore, soluble dans le
chloroforme.

Le spectre de masse enregistré en mode électronébulisation négatif TOF-MS-ESI(-)
(spectre 111.11) montre un pic quasi moléculaire a m/z =283,251Da [M-H]", soit une masse

moléculaire M=284 Da.

ESI- 7 A
|LC_RESP 2 24 5 4 NEG 3 (0 056) TOFMSES
_RESP_2 24 5 4_ e i 1.87e:

maw [M--:I']-

254 076

=

125491 253077,

200

847.501

700 800 SO0 . 1000 1100 1200

Spectre 111.11. TOF/MS en mode négatif du composé Rs2

L'observation du spectre RMN *H du composé Rs2 et son étalement (spectre 111.12 et
111.13) enregistrés dans le CDCls, permet de confirmer sa nature ptérocarpanique par la
présence de certains signaux caractéristiques [3]. En effet, on observe :

- un signal sous forme d'un doublet de doublet d’intégration 1H a 4,22 ppm (J = 10,9 ; 4,9 Hz)
caractéristique d'un proton méthyléne saturé H-6a

- un signal sous forme d'un doublet de doublet d’intégration 1H a 3,64 ppm (J =10,9; 4,9 Hz)
attribuable a H-63

- un signal résonant sous forme d'un doublet d’intégration 1H a 5,47 ppm (J = 7,1 Hz)
attribuable a H-11a

- un autre signal sous forme d'un multiplet a 6 = 3,47 ppm d’intégration 1H attribuable
a H-6a.
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Spectre 111.12. RMN *H (CDCls, 400MHz) du composé Rs2
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Spectre 111.13. Etalement du spectre RMN *H (CDCls; 400MHz) du composé Rs2

L'expeérience de corrélation homonucléaire (spectre 111.14) montre des corrélations entre :
- le proton H-6a (1 =4,22 ppm) et les protons H-6a (o1 =3,47 ppm) et H-6p (61= 3,65ppm)
- le proton H-11a (6n =3,43 ppm) et le proton H-6a (1 =3,47 ppm).
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Les corrélations COSY observées sont reportées dans la figure 111.4

¥ X\ Corrélation COSY

Figure 111.4. Corrélations COSY du squelette des ptérocarpanes
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Spectre 111.14. COSY (CDCls; 400MHz) du composé Rs2

Le spectre RMN *H et son étalement (spectre 111.12 et 111.15) laisse observer dans la
région des protons aromatiques les signaux suivants :
- un doublet a 6n = 7,35ppm (J= 8,5 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-1.
- un doublet de doublet a 61 = 6,54ppm (J = 8,5 ; 2,4 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-2.
- un doublet a 6x = 6,41 ppm (J = 2,4 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-4.
Ces données indiquent que la position 3 est occupée par un substituant.
Dans la méme zone, on observe également deux singulets attribuables a un autre cycle

aromatique (cycle D) :
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- un singulet d’intégration 1H a oy = 6,71 ppm attribuable a H-7.

- un singulet d’intégration 1H a oy = 6,43ppm attribuable a H-10.

L'apparition des deux singulets indique que le cycle D est substitué en position 8 et 9.

- le signal d'intégration 2H résonant sous forme de doublet a 64 = 5,90 ppm attribuable aux
deux protons d'un groupement méthylenedioxy -O-CH,-O-

- un singulet large d'intégration 1H a ox= 4,81 ppm attribuable & un proton d'un groupement
hydroxyle.
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Spectre 111.15. Etalement du spectre RMN *H (CDCls; 400MHz) du composé Rs2

L'expérience de corrélation directe carbone-proton HSQC (spectre 111.16) permet
d'attribuer les carbones constituant cette molécule :
- le proton H-1 et son carbone C-1 a 6c=131,7 ppm.
- le proton H-2 et son carbone C-2 a 6¢=109,4 ppm.
- le proton H-4 et son carbone C-4 a 6¢=103,3 ppm.
- les protons H-6a et H-6p et leurs carbone C-6 a ¢ = 66,4 ppm.
- le proton H6a et son carbone C-6a a ¢ = 39,9 ppm
- le proton H-7 et son carbone C-7 a 6c=104,4 ppm.
- le proton H-10 et son carbone C-10 a 6¢=93,6 ppm.
- le proton H-11a et son carbone C-11a a éc = 78,1 ppm.

- les protons du groupement -O-CH2-O- et leur carbone a 6c= 101,0 ppm.
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Spectre 111.16. HSQC (CDCls; 400MHz) du composé Rs2

Le spectre HMBC (spectre 111.17) a également permis l'attribution des autres carbones
quaternaires notamment :

- le proton H-10 (6v= 6,43 ppm) donne une tache de corrélation avec le carbone a
dc=117,5 ppm attribué & C-6b

- les protons H-2 (6= 6,54 ppm) et H-4 (6= 6,41 ppm) donnent deux taches de corrélation
avec le carbone a 6c=112,5 ppm attribué a C-11b.

- les protons H-1 ; H-11a, H-4 et H-60 (0n= 7,35 ; 5,47 ; 6,41 et 4,22ppm respectivement)
donnent quatre taches de corrélation avec le carbone a 6c= 156,3 ppm attribué a C-4a.

-le proton H-1 & dw= 7,35ppm donne une tache de corrélation avec un carbone a
dc= 158,81 ppm qui ne peut étre qu'oxygéné attribuable au carbone C-3.

Toujours sur le méme spectre les protons H-7 et H-10 a 6x= 6,72 et 6,43 ppm
respectivement montrent deux taches de corrélation avec les carbones quaternaires
aromatiques a dc= 141,6 ppm et a dc= 147,7 ppm attribuables aux carbones C-8 et C-9
respectivement, les valeurs de leur déplacement chimique indiquent qu’ils sont oxygénés.
Cette oxygeénation est claire sur le spectre HMBC car ces carbones montre deux taches de
correélation avec les deux protons du groupement -OCH20- a 6n = 5,90 ppm.
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On remarque egalement que les deux protons H-7 et H-10 a on= 6,72 et 6,43 ppm
donnent deux taches de corrélation avec le carbone a 6c= 153,8 ppm qui ne peut étre que le

carbone C-10a.
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Spectre 111.17. HMBC (CDCls; 400MHz) du composé Rs2

Selon ces données spectrales qui correspondent aux valeurs lues dans la littérature [4], le
composé Rs2 est 3-hydroxy-8,9-méthylenedioxyptérocarpane connu sous le nom
maackiaine.

Le pouvoir rotatoire spécifique du composé Rs2 a été mesuré avec un polarimetre digitale
(Jasco DIP 370), sa valeur négative : [a]p= -46,78 (C=0,35 g/mL; CHCIs) est en accord avec

la littérature [5].

De ce fait, nous pouvons definir une configuration (6aR,11aR) pour cette molécule, elle
correspond donc au (-) -(6aR,11aR) -3-hydroxy-8,9-méthylenedioxyptérocarpane ou
(-)-(6aR,11aR)-maackiaine (figure I11.5).
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Figure 111.5. (-) -(6aR,11aR) -maackiaine

Ce ptérocarpane a été reporté de nombreuses fois dans certains genres de la famille des
Fabaceae (Cicer, Lathyrus, Ononis, Sophora, Trifolium, etc....) [6], alors qu'il est isolé pour la
premiére fois a partir du genre Retama.

Cette molécule a été évaluée pour quelques activités biologiques, elle présente une activité

hypertensive [7], antiallergique [8] et larvicide [9].

Les données relatives a la RMN H et la RMN 2D HMBC, HSQC sont regroupées dans
le tableau I11.2.

Tableau I11.2 Données de la spectroscopie RMN *H (CDClz-d; 400MHz) et la RMN 3C du

composé Rs2

Position dn (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)

1 7,36 1H d; J=8,5Hz 131,7

2 6,54 1H dd; J=8,5; 2,4 Hz 109,4

3 - - - 158,8

4 6,41 1H d;J=2,4Hz 103,3

4a - - - 156,3

60 4,22 1H dd; J=10,9; 4,9 Hz 66.4
6p 3,65 1H dd; J=10,9; 4,9 Hz ’

6a 3,47 1H m 39,9

6b - - - 1175

7 6,71 1H S 104,4

8 - - - 141,6

9 - - - 1477

10 6,43 1H S 93,6

10a - - - 153,8

1la 5,47 1H d; J=7,1 Hz 78,1

11b - - - 1125

-OCH0- 5,90 1H d 101,0
3-OH 4,81 1H sl -
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111.1.1.3. Elucidation structurale du composé Rs3 (Rsc5-5-5)

Figure I11.6. Structure du composé Rs3

Le composé Rs3 se présente sous forme d'une poudre jaune soluble dans le chloroforme

et le méthanol.

Le spectre 111.18 enregistré en mode ESI positif présente des pics d'ions pseudo-

moléculaires a m/z = 359,523Da [M+Na]" et m/z = 695,313 Da [2M+Na]* correspondant a
une masse moléculaire 336 Da.
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Spectre 111.18. TOF/MS en mode positif composé Rs3

L’examen du spectre RMN *H (spectre 111.19) du composé Rs3 enregistré dans le CDCls

montre des signaux caractéristiques des isoflavones substitués. Le singulet résonant
a on = 13,13 ppm est attribuable a un hydroxyle en position C-5.
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Spectre 111.19. RMN *H (CDCls, 400MHz) du composé Rs3

Apres purification de ce composé, un autre spectre proton a été enregistré dans le
CDs0OD. L'examen de ce spectre (spectre 111.20) nous a permis de repartir les autres signaux
comme suit :

- un singulet d'intégration 1H a dn = 8,10 ppm caractéristique du proton en position 2 des
isoflavonoides.

- deux doublets a o = 7,40 et 6,87 ppm, chacun intégrant pour 2H, avec une constante de
couplage (J = 8,5Hz) chacun sont attribuables a H-2’, H-6’ et H-3’, H-5’ respectivement.

-un singulet d'intégration 1H a dn = 6,39 ppm attribuable a H-6 ou H-8 indiquant ainsi la
substitution du cycle A en position 7 et 8 ou 6 et 7 respectivement.

- deux doublets d'intégration 1H chacun a on = 5,74 et 6,72 ppm couplent entre eux avec un
J = 10,0Hz caractéristique d'une double liaison cis éthylénique. Cela est confirmé par les
taches de correlation observées sur le spectre COSY (spectre 111.21).

- deux méthyles isochrones a o = 1,42 ppm.

Ces informations laissent supposer que l'isoflavone renferme un groupement prényle de type
pyrane [10-11].
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Spectre 111.21. COSY (CD30D; 400MHz) du composé Rs3
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Par ailleurs, les carbones C-2°, C-3°, C-5°, C-6’, C-2, C-6 ou C-8, les carbones des deux
groupements -CHjs et les deux carbones éthyléniques sont attribués sur la base de I’analyse du
spectre relatif a I’expérience HSQC (spectre 111.22) qui montre en effet des corrélations entre:
- le proton H-2', H-6' et le carbone a 6¢ = 130,9 ppm attribuable a C-2', C-6'

- le proton H-3', H-5' le carbone a d¢c = 115,9 ppm attribuable a C-3', C-5'

- le proton H-2 avec le carbone a ¢ = 154,4 ppm attribuable a C-2

- le proton résonant & 6= 6,39 ppm et le carbone a 6c= 95,3ppm qui peut étre le C-6 ou C-8.
- le proton éthylénique a 61 = 5,74 ppm avec le carbone a ¢ = 129,2 ppm.

- le deuxiéme proton éthylénique a 6+ = 6,72 ppm avec le carbone a ¢ = 115,4 ppm.

- les protons des deux groupements méthyles avec leur carbone -CHz a é¢c = 28,0 ppm.
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Spectre 111.22. HSQC (CD30D ; 400MHz) du composé Rs3

L'attribution des protons quaternaires a eté faite en analysant le spectre HMBC
(spectre 111.23):
- le proton H-2 corréle avec quatre carbones a 6c= 121,7, 123,2, 157,2 et 180,7 ppm. Ces
déplacements sont attribués aux carbones C-1', C-3, C-9 et C-4 respectivement.
- les protons H-2', H-6' corrélent avec le carbone C3 et un carbone a 6c = 157,5 ppm qui ne
peut étre que le C-4'.

- les protons H-3', H-5' corrélent avec les carbones C-4' et C-1".
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Sur le méme spectre HMBC (spectre 111.23), on remarque la présence d'une tache de
corrélation entre le proton résonant a ox = 6,39 ppm et le carbone C-9 ce qui permet de
conclure que ce proton est attribué au H-8 et donc le cycle A est substitué en position 6 et 7.
Ce proton H-8 montre également trois taches de corrélation, la premiére avec un carbone
résonnant a ¢ = 104,9 ppm qui peut étre le C-6, la deuxiéme avec un carbone a
dc = 105,5ppm attribuable a C-10 et la troisiéme avec un carbone a ¢ = 159,1 ppm qui ne
peut étre qu'oxygéné et nous supposons que c'est le C-7.

Les protons des deux groupements méthyles a on = 1,42 ppm corrélent sur le spectre
HMBC avec un atome de carbone quaternaire vu la multiplicité des protons méthyles et
oxygéné vu le déplacement chimique du carbone porteur des méthyles é¢c = 77,5 ppm, nous
numeroterons l'atome d'oxygene 1" et le carbone quaternaire C-2".

- les deux protons éthyléniques (6w =5,74 et 6,72 ppm) montrent deux taches de corrélation
avec le carbone C-2", nous numéroterons les carbones CH=CH a éc = 129,2; 115,4 ppm C-3"
et C-4" respectivement. Ceci est confirmé également par la présence d'une tache de
corrélation entre les protons des groupements méthyles et le carbone éthylénique numérotés

C-3" a dc = 129,2 ppm. Ceci permet de déduire la présence de I’entité 1 reportée dans la

1,42ppm 1,42ppm
H3C 1"
2"

5,74ppm

figure 111.7.

~— corrélation HMBC

H
6,72ppm

Figure 111.7. Corrélations HMBC de I'entité 1 présente dans le composé Rs3

Les corrélations sur le spectre HMBC (Spectre 111.23) permettent de localiser la
prénylation:
- les deux protons éthyléniques montrent deux taches de corrélation avec le carbone
aromatique quaternaire C-6 a oc =104,9ppm. Par ailleurs le proton éthylénique H-4" a
oH =6,72 ppm montre une tache de corrélation avec le carbone aromatique quaternaire et
oxygeéné résonnant a 6c = 159,1 ppm qui est le carbone C-7. Ces observations confirment que
I'entité 1 est liée a l'isoflavone en position 6 et 7 et permettent d'identifier ce groupement qui

est le 2",2"-diméthylpyrane comme reporte sur la figure 111.8 [12-14].
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Spectre 111.23. HMBC (CD30D; 400MHz) du composé Rs3

La combinaison de I’ensemble des données spectroscopiques et la comparaison avec les
données de la littérature ménent au composé alpinum isoflavone [15-17], représenté dans la
figure 111.9. Ce composé est reporté dans quelques genres de la famille fabaceae [18] et pour

la premiere fois dans le genre Retama. Il posséde des activités biologiques intéressantes telles

que l'activité antimalarique [19], anticancéreuse [20] et antidiabétique [16].

Figure 111.9. Alpinum isoflavone
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Le tableau 111.3 regroupe les attributions des différents signaux en RMN *H, HSQC et
HMBC.

Tableau 111.3. Données de la spectroscopie RMN tH (CDsOD ; 400MHz) et la RMN 3C du

composé Rs3

Position oH (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,10 1H S 154,4
3 - - - 123,2
4 - - - 180,7
6 - - - 104,9
7 - - - 159,1
8 6,39 1H S 95,3
9 - - - 157,2
10 - - - 105,5
1 - - - 1217
2'6' 7,40 2H d; J=8,5Hz 130,9
35 6,87 2H d; J=8,5Hz 115,9
4' - - - 157,5
2" - - - 77,5
3" 5,74 1H d; J=10,0 Hz 129,2
4" 6,72 1H d; J=10,0 Hz 1154
2"'-CHs 1,42 6H S 28,0

111.1.1.4. Elucidation structurale du composé Rs4

OCHjy

Figure 111.10. Structure du composé Rs4

Le composé Rs4 se présente sous forme d'une poudre de couleur jaune, soluble dans le
DMSO.

Le spectre de masse réalisé en mode électrospray positif TOF-MS-ESI (+) de ce composé
(spectre 111.24) présente respectivement des pics quasi moléculaire a m/z= 307,28 Da

[M+Na]" et m/z= 591,26 Da [2M+Na]+ orientant vers une masse moléculaire de 284 Da.
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Spectre 111.24. TOF/MS en mode positif du composeé Rs4

Les données de la série spectrale UV (tableau I11.4, spectre 111.25) montrent :
- la bande | sous forme d’un épaulement a environ 329 nm et la bande II a 260 nm nous
orientent vers un squelette de type isoflavone.
- le déplacement bathochrome de la bande II aprés addition de NaOAc (AL = +13nm)
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique la présence d’un OH libre en
position 7.
- le déplacement bathochrome de la bande | enregistré aprés addition de AICls
comparativement a celui enregistré dans le méthanol montre la présence d’un OH libre en 5
(AL =+ 47 nm). Cela est confirmé par le déplacement bathochrome de la bande Il enregistré
apres addition de AICIs+HCI comparativement & celui enregistré dans le méthanol
(AAL=+ 12 nm).
- la stabilité de la bande | apres addition de NaOH avec le temps comparativement a celui

enregistré dans le MeOH laisse prévoir I'absence de systéme ortho dihydroxylé sur le cycle B.
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Spectre 111.25. Série spectrale UV du composé Rs4

Le spectre RMN !H enregistré dans le DMSO-ds (spectre 111.26) montre la présence de
huit signaux :
- Un singulet présent a 64 = 8,35 ppm intégrant pour 1H est caractéristique du proton en
position 2 d'une isoflavonoide.
- deux doublets a dn = 7,49 et 6,99 ppm, chacun intégrant pour 2H, avec une constante de
couplage (J = 8,7 Hz) chacun sont attribuables a H-2°, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement.
- Un singulet a dn = 6,38 ppm intégrant pour 1H et montrant un couplage méta (J = 2,0 Hz)
attribuable a H-8.
- Un singulet a 84 = 6,21 ppm intégrant pour 1H et montrant un couplage méta (J = 2,0 Hz)
attribuable a H-6.
- un singulet d’intégration 3H a 6n = 3,78 ppm indiquant la présence d’un groupement
méthoxyle sur la molécule.
- un singulet d'intégration 1H a on= 12,90 ppm attribuable a 5-OH.
- un singulet large d'intégration 1H a én= 10,90 ppm attribuable a 7-OH.
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Spectre 111.26. RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs4

L'examen du spectre RMN 2D, COSY (spectre 111.27) montre une tache de corrélation

entre les protons H-3', H-5' et les protons H-2', H-6' ce qui confirme la substitution du noyau

B en position 4.
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Spectre 111.27. COSY (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs4
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L’étude du spectre de correlation HSQC (spectre 111.28) permet d’effectuer les
attributions des carbones suivants :
- une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2
a 0c=153,9 ppm
- une tache de corrélation entre H-6 et un carbone a 6¢=98,6 ppm qui ne peut étre que le C-6.
- on remarque également une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone qui ne
peut étre que C-8 a oc = 93,3 ppm.
- deux taches de corrélation entre H-2', H-6" et H-3', H-5' et deux atomes de carbone qui ne
peuvent étre que C-2°, C-6'et C-3',C-5" a 6c = 129,8 ; 113,3 ppm respectivement.
- une tache de corrélation entre le groupement méthoxyle et le carbone qui apparait
a oc = 54,8 ppm.
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Spectre 111.28. HSQC (DMSO-ds, 400 MHZz) du composé Rs4

Sur le spectre HMBC (spectre 111.29) on remarque que :
- le proton H-2 (8w= 8,35 ppm) corréle avec trois carbones a dc= 121,4 ; 157,4 et 179,7 ppm.
Ces déplacements sont attribués aux carbones C-3, C-9 et C-4 respectivement.
- on remarque également que le proton H-8 a 61 = 6,38 ppm et le proton H-6 a éx= 6,21 ppm
donnent quatre taches de corrélation avec les deux carbones a 6c=104,2 et oc= 164,3 ppm

attribué aux C-10 et C-7 respectivement.
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- le proton H-6 corréle avec le carbone quaternaire oxygéné a 6c=161,7 ppm qui ne peut étre

que le C-5.

- les protons H-3', H-5' corrélent avec le carbone a 6c=122,6 ppm qui ne peut étre que le C-1".
Par ailleurs Les protons H-2', H-6"; H-3', H-5' et les protons du groupement méthoxyle

présentent trois taches de corrélation avec le carbone a 6c = 159,1 ppm attribué a C-4'. Ce

résultat permet de localiser le groupement méthoxyle en position 4.
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Spectre 111.29. HMBC (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs4

Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale de la 4'-méthyl
genistéine connue sous le nom de biochanine A [21-22]. Cette molécule (figure 111.11) a été
déja isolée de I’espéce Retama raetam [23]. Elle possede des propriétés anti-inflammatoires,
anticancéreuses, neuroprotectrices, antioxydantes, antimicrobiennes et hépatoprotectrices
[24].

Figure 111.11. Biochanine A
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Les données relatives a la série spectrale UV, la RMN H et la RMN 2D HSQC, HMBC
sont regroupées dans les tableaux I11.4 et I11.5 respectivement.

Tableau I11.4. Données de la série UV du composé Rs4

Réactifs Bande | Autres bande Bande Il Commentaires
MeOH 329Ep / 260 Isovlafone
+NaOH 329Ep / 273 /
Spectre stable avec NaOH aprés 5 min
+AICl; 376Ep / 272 )
+AICIHCI 376Ep ] 272 OH libreen’5
+NaOAc 329Ep / 273 OH libreen 7
+NaOACc/H3;BO3 329Ep / 266 /

Tableau I11.5. Données relatives a la spectroscopie RMN tH et RMN 3C du composé Rs4

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,35 1H S 153,9
3 - - - 121,4
4 - - - 179,7
5 - - - 161,7
6 6,21 1H d; J=2,0Hz 98,6
7 - - 164,3
8 6,38 1H d; J=2,0Hz 93,3
9 - - - 157,4
10 - - - 104,2
1 - - - 122,6
2'6" 7,49 2H d; J=8,7 Hz 129,8
35 6,99 2H d; J=8,7 Hz 1133
4' - - - 159,1
4'-OCHs 3,78 3H S 54,81
5-OH 12,90 1H - -
7-OH 10,90 1H - -

111.1.1.5. Elucidation structurale du composé Rs5

Figure 111.12. Structure du composé Rs5
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Le composé Rs5 est sous forme d’une poudre jaune, soluble dans le DMSO et 1'acétone.

Il donne une fluorescence noir-violette sous la lumiére de Wood.

Le spectre RMN *H (spectre 111.30) présente de forte similitude avec celui du composé
Rs3, on identifie ainsi les protons du groupement 2",2"-diméthylpyrane:
- un doublet d’intégration 1H a 61 = 6,87 ppm (J =10,0 Hz) attribué au proton H-4".
- un doublet d’intégration 1H a 6n = 5,79 ppm (J =10,0 Hz) attribué au proton H-3".
- un singulet d’intégration 6H a dx = 1,43 ppm caractéristique de deux groupements méthyle
liés au pyrane en position C-2".
Par ailleurs, le spectre RMN *H montre également la présence de :
-un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 64=6,84ppm attribuable au proton H-3.
- deux signaux caractéristiques d’un noyau aromatique para-substitué, notamment :
- un doublet d’intégration 2H, a 61 =7,96 ppm (J = 8,7 Hz) attribuable & H-2', H-6".
- un doublet d’intégration 2H, a 81 = 6,92 ppm (J = 8,7 Hz) attribuable a H-3', H-5'.
- Un autre signal sous forme d’un singulet a o1 = 6,22 ppm d’intégration 1H attribuable a
H-6 ou H-8.
- un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a dn = 13,11 ppm caractérisant un

proton d'un OH en C-5.
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Spectre 111.30. RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) du composé Rs5

149



Chapitre I11. Résultats et discussions

LCrespc34

197
~195

]

157

H-3’,H-5

il
J U

! . ) A

|
I
Il

|

|

Il
|

075
073

A S e

1E+08

r9E+07

r8E+07

7E+07

6E+07

SE+07

4E+07

r3E+07

F2E+07

1E+07

8.2

77

8.1 8.0 7.9 7.8 7.6 7.4 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5
f1 (ppm)

Spectre 111.31. Etalement du spectre RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs5
L’analyse du spectre de 1’expérience homonucléaire COSY (spectre 111.32) permet de
repérer les taches de corrélations entre les protons adjacents comme suit :
- entre les protons H-2’, H-6’ et les protons H-3°, H-5’.
- entre le proton H-3" et le proton H-4".
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Spectre 111.32. COSY (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs5
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L’étude du spectre de corrélation HSQC (spectre 111.33) permet d’effectuer les
attributions des carbones suivants :
- une tache de corrélation entre H-3 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-3
a oc = 102,5 ppm.
- une tache de corrélation entre H-2', H-6" et les atomes de carbone C-2' et C-6' permettant
ainsi leur localisation a ¢ = 128,2 ppm. De méme, une tache de corrélation entre H-3', H-5' et
les atomes de carbone C-3' et C-5' permettant leur localisation a 6 = 116,0 ppm.
-une tache de corrélation entre le proton a dn = 6,22 ppm et le carbone a dc = 98,9 ppm.
- une tache de corrélation entre H-3" et un atome de carbone a ¢ =127,5 ppm qui est le C-3".
- une tache de corrélation entre H-4" et un atome de carbone a 6c =113,7 ppm qui est le C-4".
-les protons des deux groupements méthyles apparaissant isochrones avec leur
carbone 2"-CHz a d¢c = 27,3 ppm.
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Spectre 111.33. HSQC (DMSO-ds, 400 MHz) du composé Rs5

Sur le spectre HMBC et son étalement (Spectre 111.34 et 111.35) on remarque :
- une tache de corrélation entre H-3 et les atomes de carbone a 6c = 181,5 ppm, a
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dc = 163,4 ppm, a 6c = 120,8 ppm et a 6c =104,4 ppm attribuables a C-4, C-2 et C-1' et C-10
respectivement.

- deux taches de corrélation entre le H-2', H-6' et le premier atome de carbone a 6c = 162,1
ppm attribuable a C-4' et le deuxiéme atome de carbone a 6c = 163,4 ppm qui est le C-2.

Les corrélations entre H-2', H-6' avec C-2 et H-3 avec C-1' confirment le squelette flavonique.
- une tache de corrélation entre le H-3', H-5' avec le carbone a dc = 120,87 ppm qui est
attribuable a C-1".

- deux taches de corrélation entre le proton H-3" et le premier carbone a 6¢c = 77,8 ppm qui ne
peut étre que le C-2" et le deuxiéme atome qui est le carbone du groupement méthyle a
oc = 27,3 ppm.

- quatre taches de corrélation entre le proton H-4" et le premier carbone a éc = 77,8 ppm qui
est attribuable a C-2", le deuxiéme atome de carbone a ¢ = 100,69 ppm qui est le C-8 ou le
C-6, le troisiéme atome a dc =151,3 ppm attribuable & C-9 ou -C-5 et le quatriéme atome de
carbone a oc = 158,4 ppm qui est le C-7.

- une tache de corrélation entre le proton a dn = 6,22 ppm et un carbone oxygéné a
dc =159,1 ppm attribuable & C-5 ou C-9. Ce méme proton montre également une corrélation
avec le carbone a d¢ = 104,4 ppm qui est attribuable a C-10.

Ces résultats permettent de proposer deux structures représentées dans la figure 111.13

(X Corrélation HMBC

Figure 111.13. Structures proposées du composé Rs5
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Spectre 111.35. Etalement du spectre HMBC (DMSO-dg, 400 MHz) du composé Rs5

En comparant avec la littérature, les déplacements chimiques des protons et des carbones

composé Rs5 que nous avons obtenu sont en accord avec les données spectrales du
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composé de la proposition 1 [25-27], et donc selon les corrélations observées sur le spectre
HMBC (spectre 111.35), le proton a 61 = 6,22 ppm est attribuable & H-6 et les carbones a
oc =151,3 et 159,1 ppm sont attribuables aux C-9 et C-5 respectivement, et alors nous
pouvons conclure que la position 6 est hydrogénée et le groupement 2",2"-diméthylpyrane est
lié au flavone en position 7 et 8. D’ou la structure suivante : atalantoflavone isolé déja a
partir de Retama raetam [28].

Il a été prouvé que cette molécule posséde une activité antiproliférative [29], cytotoxique

[30-31] et antivirale anti-VIH-1 (le virus de I'immunodéficience humaine) [32].

Figure 111.14. Atalantoflavone

Les données de la la RMN 1H et RMN 2D sont rassemblées dans le tableau 111.6

Tableau I11.6. Données de la spectroscopie RMN *H (DMSO-ds; 400MHz) et RMN *C du

composé Rs5

Position on (ppm) Intégration Mum(ﬂlz(;'te; J dc (ppm)
2 - - S 163,4
3 6,84 1H S 102,5
4 - - - 1815
5 - - - 159,1
6 6,22 1H S 98,9
7 - - - 158,4
8 - - - 100,6
9 - - - 151,3
10 - - - 104,4
1 - - - 120,8
2'6' 7,96 2H d; J=8,7 Hz 128,2
3',5' 6,92 2H d; J=8,7 Hz 116,0
4 - - - 162,1
2" - - - 77,8
3" 5,79 1H d; J=10,0 Hz 1275
4" 6,87 1H d; J=10,0 Hz 113,7
2"-CHjs 1,43 6H S 27,3
5-OH 13,11 1H S -
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111.1.2. Elucidation structurale des produits isolés de I'extrait acétate
d'éthyle

111.1.2.1. Elucidation structurale du composé Rs6 (Rsa8-1)

OCH;

Figure 111.15. Structure du composeé Rs6

Le composé Rs6 est sous forme d’une poudre jaune, soluble dans le méthanol.
Le spectre de masse réalisé en mode électrospray positif TOF-MS-ESI(+) de ce composé
(spectre 111.36) présente respectivement des pics quasi moléculaire a m/z= 291,280 Da

[M+Na]" et m/z= 559,382 Da [2M+Na]+ orientant vers une masse moléculaire égale a 268 Da.

ESk 7 ——
ve_rese_1_1s_12@©oze)  [M+Na]+ TOF MS ES+
100, 291230 M
|
22
305312
( [2M+Na]+
559 382
425520 l
0 | 3 | I = O e
T T T T e b e e e b A e A P———————— 1T
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 200

Spectre 111.36. TOF/MS en mode positif du composé Rs6

Les données de la série spectrale UV (tableau I11.7 et spectre 111.37) de ce compose
enregistrée dans le MeOH montrent deux bandes d’absorption, la bande T a 300 nm est sous

forme d’épaulement caractéristique d’une isoflavone et une deuxiéme bande a 249 nm.
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- L’ajout de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AA = +8 nm) par
rapport au spectre enregistré dans le MeOH indiquant la présence d’un OH libre en position 7.
- La stabilité du spectre enregistré dans le MeOH apres addition de AICls, montre 1’absence
de I’effet bathochrome de la bande I et indique 1’absence de chélation entre I’hydroxyle en
position C-5 et le groupement carbonyle en C-4 et donc 1’absence du OH libre en C-5.

- Le spectre enregistré en présence d’AlCIz/HCI ne montre aucun changement significatif
comparativement a celui enregistré dans le MeOH révélant ainsi I'absence d'un

groupement -OH libre en position C-5.

= MeOH
p=——MeOH+AICI3
= MeOH+AICI3+HCI

MeOH
MeOH+NaOH
MeOH+NaOH+5min|

Absorbance

0.9

Absorbance

o 750 300 350 7 70
Longueur d'onde (nm)

o 50 00 350 o —)

Longueur d'onde (nm)

e MeOH
[=—MeOH+NaOAc
j=——MeOH+NaOAc+H3BO3|

Absorbance

o 750 300 i 70 50
Longueur d'onde (nm)

Spectre 111.37. Série spectrale UV du composé Rs6

L’examen du spectre RMN H (spectre 111.38) et son étalement (spectres 111.39) montre la
présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de type isoflavone

reconnaissable par :

-un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a én = 8,15 ppm caractéristique d’un

H-2 d’une isoflavone.

156



Chapitre I11. Résultats et discussions

Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi les
doublets (J = 8,7 Hz) d’intégration 2H chacun & én = 7,49 ppm et a dn = 7,01 ppm sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement.

L'étude du cycle A indique la présence des protons aromatiques d'un systeme ABX résonnant
sous forme de :

- un doublet a o = 8,05 ppm (J= 8,9 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-5.

- un doublet de doublet a 61 = 6,93 ppm (J = 8,9 ; 2,3 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-6.

- un doublet a 64 = 6,82 ppm (J = 2,3 Hz) d’intégration 1H attribuable a H-8.

Sur le méme spectre on remarque la présence d'un singulet a 64 = 3,85 ppm d’intégration 3H

attribuable au groupement méthoxyle.
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Spectre 111.38. RMN 'H (CD3;0D, 400 MHz) du composé Rs6
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Spectre 111.39. Etalement du spectre RMN *H (CDsOD, 400 MHz) du composé Rs6

La combinaison de I’ensemble des données de la spectrophotométrie UV et la
spectroscopique RMN *H et la comparaison avec les données de la littérature ménent au
composé : 7-hydroxy-4'-méthoxyisoflavone connu sous le nom de Formononétine [34]
représentée dans la figure 111.16.

Cette molécule est largement répandue dans de nombreuses plantes appartenant a la
famille des fabaceae [34] tandis qu'elle est isolée pour la premiere fois du genre Retama. Elle
a été évaluée pour de nombreuses activités biologiques, a savoir: l'activité antidiabétique [35],
oestrogénique [36-37], anticancéreuse [38-40], antioxydante [37], antibactériennes et anti-
inflammatoire [41-43].

Figure 111.16. Formononétine

Les données relatives aux spectres de la série UV et de la RMN *H de ce composé sont

reportées dans les tableaux 111.7 et 111.8.
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Tableau I11.7. Données de la série UV du composé Rs6

Réactifs Bande | Autres bande Bande Il Commentaires
MeOH 300Ep / 249 Isovlafone
+NaOH 332Ep / 255 /
Spectre stable avec NaOH aprés 5 mn
+AICl; 300Ep / 249
+AICI/HCI 300Ep ] 249 Absence OH en 5
+NaOAc 336Ep / 257 OH libreen 7
+NaOAc/H;BO3 336Ep 338 255 /

Tableau 111.8. RMN *H (CD3;0D; 400MHz) du composé Rs6

Position &1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz)
2 8,15 1H s
5 8,05 1H d; J=8,9 Hz
6 6,93 1H dd; J=8,9; 2,3 Hz
8 6,82 1H d; J=2,3 Hz
2,6 7,49 2H d; J=8,7 Hz
3,5 7,01 2H d; J=8,7 Hz
-OCHjs 3,85 3H s

111.1.2.2. Elucidation structurale du composé Rs7

Figure 111.17. Structure du composé Rs7

Le composeé Rs7 se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le DMSO.

L’analyse simultanée du spectre RMN H (spectre 111.40) et le spectre de I’expérience
hétéronucléaire HSQC (spectre 111.41) enregistré dans le DMSO-ds montre les signaux
caractéristiques d’un squelette de type isoflavone reconnaissable par:

- un singulet a on = 8,30 ppm d’intégration 1H caractéristique du proton H-2 de I’isoflavone,

celui-ci corréle sur le spectre HSQC avec le carbone résonant a 6c = 154,4 ppm.

- Un singulet a o1 = 12,93 ppm d’intégration 1H caracteristique du H d'un groupement

hydroxyle se trouvant sur le carbone C-5.
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- un doublet a o = 7,35 ppm (J= 8,3 Hz) d’intégration 2H attribuable aux protons H-2', H-6'
du cycle B et correle sur le spectre HSQC avec le carbone a éc = 130,5 ppm.

- un doublet a 61 = 6,79 ppm (J= 8,3 Hz) d’intégration 2H attribuable aux protons H-3', H-5'
du cycle B et correle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c = 115,4 ppm.

La présence de ces deux signaux avec cette multiplicité oriente vers un cycle B para-substitué.
- un doublet & o1 = 6,36 ppm (J= 2,2 Hz) d’intégration 1H attribuable au proton H-8 du cycle
A et correle sur le spectre HSQC avec le carbone a éc = 94,0 ppm.

- un doublet & o1 = 6,20 ppm (J= 2,2 Hz) d’intégration 1H attribuable au proton H-6 du cycle
A et corréle sur le spectre HSQC avec le carbone a 6c = 99,4 ppm.

La présence de ces deux signaux indique que le cycle A est substitué en C-5 et C-7.

Par abstraction de 1’ensemble de ces signaux, il ne reste que deux protons a on = 10,83 et
9,54 ppm non attribués. Ces derniers ne peuvent étre portés que par les atomes d’oxygeéne des

positions C-7 et C-4' respectivement [44].

LUTFI_RA-55zPROTON_01

—10 84
955

VOV T 7 F-s000
8000

+7000

6000

-2° H-6" 3. H-5° - s000
H-2",H-6 H-3",H-5 HS H6

DMSO-d6 [a000

+3000

‘ ‘ . |-2000

4°-0H 7-OH “ } ‘ * | 1000
i | | [

S | W BN BN B S S S

T

L3+

- T T r T T r T T T r T T T T T T T
13.5 12.5 11.5 10.5 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.3 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Spectre 111.40. RMN 'H (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs7
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Spectre 111.41. HSQC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs7

L’étude du spectre RMN 3C (spectre 111.42) montre la présence de 15 atomes de carbone.

Par abstraction des CH indiqué précédemment, il reste 8 carbones quaternaires. Ces

derniers sont déduits sur la base de

I’é¢tude du spectre de 1’expérience bidimensionnelle

HMBC.
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Spectre 111.42. RMN *3C (DMSO-ds, 150 MHz) du composé Rs7
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En effet, I’analyse du spectre bidimensionnelle HMBC (spectre 111.43) et son étalement
(spectre 111.44) permet I’attribution des carbones quaternaires a I’aide des taches de
corrélation comme suit :

- le proton du groupement hydroxyle se trouvant sur le carbone C-5 correle avec le carbone
C-6 et les carbones a 6c = 104,9 et 162,4 ppm attribuables aux C-10 et C-5 respectivement.

- le proton H-2 présente des taches de corrélations avec les carbones a 6c = 121,6 ; 158,0
et 180,6 ppm attribuables aux C-1'; C-9 et C-4 respectivement.

- les deux protons H-2', H-6' corrélent avec les carbones a oc = 122,7 et 157,8 ppm
attribuables aux C-3 et C-4' respectivement.

- les deux protons H-3' et H-5' correlent avec les deux carbones C-1' et C-4' résonnants
a 6c =121,6 et 157,8 ppm respectivement.

- le proton H-8 corréle avec les carbones C-6, C-10, C-9 et un carbone a dc = 164,7 ppm qui
ne peut étre que le C-7.

- le proton H-6 corréle avec les carbones C-8, C-10, C-5 et le carbone C-7 a 6c=164,7 ppm.
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Spectre 111.43. HMBC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs7
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Spectre 111.44. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs7

Toutes ces donnees sont en accord avec celles indiquées dans la littérature et ménent a la
structure de la génistéine [21, 44-45]. Cette molécule (figure 111.18) a été déja isolé a partir
des deux especes Retama monosperma et Retama raetam [23, 46-48]. Il a été rapporté que la
génistéine présente plusieurs effets biologiques, tels que I'effet anticancéreux [49-52],
ostrogénique [53], antidiabétique, réduction des bouffées de chaleur péri-ménopausiques et
post-ménopausiques [51]. De plus, elle posséde des avantages dans de nombreuses maladies
chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabete et I'ostéoporose [50].

Figure 111.18. Génistéine

Les données spectroscopiques RMN *H et RMN *3C du composé Rs7 sont regroupées

dans le tableau suivant :
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Tableau 111.9. RMN 'H (DMSO-ds; 600MHz) et RMN ‘*C (DMSO-ds; 150MHz) du

composé Rs7

Position o1 (ppm) Intégration Mun;ﬂg'te; J oc (ppm)
2 8,30 1H S 154,4
3 - 1H S 1227
4 - - - 180,6
5 - - - 162,4
6 6,20 1H d; J=2,2 Hz 99,4
7 - - - 164,7
8 6,36 1H d; J=2,2 Hz 94,0
9 - - - 158,0
10 - - - 104,9
1 - - - 121,6
2'6' 7,35 2H d; J=8,3 Hz 130,5
35 6,79 2H d; J=8,3 Hz 115,4
4 - - - 157,8
5-OH 12,93 1H s -
7-OH 10,83 1H sl -
4'-OH 9,54 1H sl -

111.1.2.3. Elucidation structurale du composé Rs8 (Rsall-6-4-5)

Figure 111.19. Structure du compose Rs8

Le composé Rs8 est soluble dans I'acétone et le méthanol.

Le spectre de masse réalisé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI (+) (spectre

111.45) révele la présence de deux pics pseudomoléculaire a m/z = 297,29 Da [M+Na]" et

m/z = 571,43 Da [2M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 274 Da.
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Spectre 111.45. TOF/MS en mode positif composé Rs8

L’examen simultané du spectre RMN H (spectre 111.46) et le spectre HSQC (spectre
[11.47) enregistrés dans le CD30OD permettent de relever dans cette molécule la présence de :
- un signal a én = 7,66 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 8,9 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢c = 132,9 ppm.
- un signal a én =6,33 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J = 8,9; 2,1
Hz) corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a 8¢ = 110,1 ppm.
- un signal a 6n =6,24 ppm d’intégration 1H sous forme d’un doublet (J = 2,1 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢ = 103,8 ppm.
Les valeurs des déplacements chimiques ainsi que celles des constantes de couplage orientent
vers la présence d’un systeme ABX correspondant a un cycle aromatique 1, 2, 4-trisubstitué.
- un signal a 6 = 7,05 ppm d’intégration 2H sous forme d’un doublet (J = 8,3 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢ = 131,0 ppm.
- un signal & 6n =6,70 ppm d’intégration 2H sous forme d’un doublet (J = 8,3 Hz) corrélant
sur le spectre HSQC avec le carbone a 6¢c = 115,6 ppm.
Ces deux signaux orientent vers la présence d’un systéme AB correspondant & un autre cycle
aromatique para-substitué.
- deux signaux d’intégration 1H chacun sous forme d’un doublet de doublet a o1 = 2,86
et 3,04 ppm (J =13,9; 7,5 Hz) et (J = 13,9 ; 4,7 Hz) respectivement, corrélent sur le spectre
HSQC avec le carbone a 6c = 41,8 ppm, ce qui indique qu'ils sont portés par ce méme

carbone.
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- un signal d’intégration 1H sous forme d’un doublet de doublet (J = 7,3; 4,9 Hz) a
dH = 5,16 ppm corrélant sur le spectre HSQC avec le carbone a ¢ = 73,7 ppm. Les valeurs

des déplacements chimiques du dernier proton et son carbone indiquent qu’ils sont oxygénés.
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Spectre 111.46. RMN 'H (CD30D, 400 MHz) du composé Rs8
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Spectre 111.47. HSQC (CD30D, 400 MHz) du composé Rs8
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L’étude du spectre HMBC (spectre 111.49) montre :

- des taches de corrélation entre les protons du groupement CH> résonant sous forme de
doublet de doublet chacun a &x = 2,86 et 3,04 ppm et le carbone aromatique relevé a dc
= 131,0 ppm porteur des protons résonant a éx = 7,05 ppm.

- une autre tache de corrélation entre les protons CH> (61 = 2,86 et 3,04 ppm) et un carbone
quaternaire aromatique a ¢ = 129,4 ppm.

Ces observations permettent de conclure que le noyau aromatique est lié en position para a un
groupement CHp>, ceci est confirmé par la corrélation entre les protons aromatiques résonant
sous forme de doublet a 64 = 7,05 ppm et le carbone CH> résonant a éc = 41,8 ppm porteurs
des protons a 34 = 2,86 et 3,04 ppm.

Nous donnons la numérotation 1 au carbone quaternaire aromatique lié au groupement -CHo.

Par ailleurs, les mémes protons CH> corrélent sur le spectre COSY (spectre 111.48) avec le
proton résonant sous forme de doublet de doublet (J = 7,3 ; 4,9 Hz) a 64 = 5,16 ppm, ce qui
permet de déduire que le groupement -CH> est lié directement au carbone oxygéné -CHOR a
dc = 73,7 ppm (dH = 5,16 ppm).

Revenant sur le spectre HMBC, les protons -CHa corrélent également avec un carbonyle
relevé a 6c = 204,1 ppm correspond a une fonction carbonyle, vue le déplacement chimique
on peut conclure que c'est une cétone.

Ces observations permettent de proposer la présence dans cette molécule, de ’entité 1,

reportée dans la figure 111.20.

/7Y Corrélation HMBC
¥\ Corrélation COSY H

2,86ppm H
7,05ppm

Figure 111.20. Corrélations HMBC et COSY de I'entité 1 présente dans le composé Rs8

Toujours sur le spectre HMBC (spectre 111.50) :

- les protons H-2, H-6 (61 = 7,05 ppm) et H-3, H-5 (61 =6,70 ppm) corrélent avec un carbone
quaternaire oxygéné a 6c = 157,0 ppm qui ne peut étre que le C-4.

- le proton aromatique a 6 = 7,66 ppm corréle avec le carbonyle a ¢ = 204,1 ppm ce qui

permet de déduire que le deuxieme noyau aromatique est relié a I'entité 1 par une liaison.
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Chapitre I11. Résultats et discussions

- les trois protons aromatiques a on = 7,66, 6,33 et 6,24 ppm corrélent avec un carbone a
dc = 111,1 ppm qui ne peut étre que le carbone quaternaire du noyau aromatique lié a
I’entité 1, on le numérote 1'. Les carbones porteurs des protons aromatiques a én = 7,66 ; 6,33
et 6,24 ppm précédents seront donc numérotés 6' ; 5' et 3' respectivement, comme le montre la
figure 111.21.

- le proton H-6' & 64 = 7,66 ppm et le proton H-3' & 64 = 6,24 ppm correlent avec deux
carbone aromatiques a éc = 167,3ppm et dc = 169,6 ppm. Vu les déplacements chimiques de
ces deux derniers carbones, ils ne peuvent étre qu'oxygénés et positionnés en C-2' et C-4'

respectivement.
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6,33ppm ¥ "\ Corrélation COSY

, H-2,H-6 ‘

H-6 {H3ES 1S H-a| H-p H-p .
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Spectre 111.48. COSY (CD30D, 400 MHz) du composé Rs8
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Spectre 111.50. Etalement du spectre HMIBC (CDsOD, 400 MHz) du composé Rs8
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Vu I’absence d’autres substituant sur le spectre proton et en calculant la masse exacte du
composé Rs8, les carbones aromatiques C-4, C-2' et C-4'" ainsi que C-a (8¢ = 73,7 ppm) ne
peuvent étre que porteurs des groupements hydroxyles comme reporté dans la figure 111.22. |l
s'agit de a,4,2',4'-tetrahydroxydihydrochalcone [54] isolé pour la premiére fois a partir du
genre Retama. Cette molécule est répertoriée dans la famille Fabaceae et plus précisément

isolée des espéces Zollernia paraensis [55] et Maackia amurensis [54, 56].

Figure 111.22. a,4,2',4'-tetrahydroxydihydrochalcone

Les données relatives aux spectres de RMN H et RMN 2D de ce composé sont reportées
dans le tableau 111.10

Tableau 111.10. Données de la spectroscopie RMN *H (CDs0D ; 400MHz) et la RMN 2D du

composé Rs8

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
1 - - - 129,4
2,6 7,05 2H d; J=8,3 Hz 131,0
3,5 6,70 2H d; J=8,3 Hz 115,6
4 - - - 157,0
1 - - - 1111
2' - - - 167,3
3 6,24 1H d; J=2,1Hz 103,8
4' - - - 169,6
5' 6,33 1H dd; J=8,9; 2,1Hz 110,1
6' 7,66 1H d; J=8,9 Hz 132,9
a 5,16 1H dd; J=7,3; 49 Hz 73,7
3,04 1H dd; J=13,9; 4,7 Hz
] : : 41,8
2,86 1H dd; J=13,9; 7,5 Hz
-C=0 - - - 204,1
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111.1.2.4. Elucidation structurale du composé Rs9

Figure 111.23. Structure du composé Rs9

Le composé Rs9 se présente sous forme d'une poudre de couleur jaune soluble dans le
DMSO.

Le spectre UV enregistré dans le méthanol (spectre I11.51) montre deux bandes
d’absorption, une bande II a 249 nm et une bande I a 299 nm sous forme d’un épaulement
laissant supposer la structure d’une isoflavone.

- I’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA=+7nm) par
rapport au spectre enregistre dans le MeOH indiguant la présence d’un OH libre en position 7.
- La stabilité du spectre enregistré dans le MeOH apres addition de AICIs, montre I’absence
de I’effet bathochrome de la bande I et indique 1’absence d'un groupement OH en C-5.

- Le spectre enregistré en présence d’AlCIs/HCI ne montre aucun changement significatif
comparativement a celui enregistré dans le MeOH confirmant lI'absence d'un OH libre en
position C-5.

- la stabilité de la bande | aprés addition de NaOH avec le temps comparativement a celui
enregistré dans le MeOH laisse prévoir I'absence de systeme ortho dihydroxylé sur le cycle B.
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Spectre 111.51. Série spectrale UV du composé Rs9

L’examen du spectre RMN *H (spectre 111.52) enregistré dans le DMSO-ds montre la
présence d’un ensemble de signaux caractérisant un squelette flavonique de type isoflavone,
on peut le reconnaitre par le singulet attribuable a H-2 qui résonne a 6y = 8,02 ppm.

Par ailleurs, ce spectre montre la présence aussi de :

- Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi deux
doublets a &4 =7,26 ppm et a 6u =6,74 ppm (J =8,3Hz) d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5" respectivement. Ceci est confirmé par le spectre COSY
(spectre 111.53) qui montre une tache de corrélation entre les protons H-2’, H-6’ et H-3’, H-5".
- deux autres signaux sous forme de singulet large d’intégration 1H chacun a on = 6,35
et 6,36 ppm attribuables a H-6 et H-8 indiquant ainsi que le noyau A est substitué en
position 5 et 7.

- Un dernier signal sous forme d’un singulet a dy = 3,76 ppm d’intégration 3H indiquant la

présence d’un groupement méthoxyle.
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Spectre 111.53. COSY (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs9

L’étude du spectre de correlation HSQC (spectre 111.54) permet d’effectuer

attributions suivantes :
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- une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
dc = 150,7 ppm.

- une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes de carbone C-2’et C-6’ permettant
ainsi leur localisation a 6c =130,6 ppm. De méme, une tache de corrélation entre H-3’, H-5" et
les atomes de carbone C-3’ et C-5’ permettant leur localisation a éc = 115,2 ppm. On observe
aussi une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a d¢c = 97,0 ppm qui est le C-6
et une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a éc = 95,2 ppm qui est le C-8.

- une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a

dc = 56,2 ppm qui ne peut étre que le carbone du méthoxyle.
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Spectre 111.54. HSQC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs9

L’étude du spectre RMN 23C (spectre 111.55) montre la présence de 16 atomes de carbone.

Par abstraction des CH indiqué précédemment, il reste 8 carbones quaternaires.
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Spectre 111.55. RMN 3C (DMSO-ds, 150 MHz) du composé Rs9

Les attributions des carbones quaternaires restants sont complétées par 1’étude du spectre
de correélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (spectre 111.56), sur ce spectre nous
avons :

- une tache de corrélation entre le H-2 et les atomes de carbone a 6c = 123,3 ppm, et
dc=125,0 ppm et a 6c = 174,1 ppm attribuables a C-1', C-3 et C-4 respectivement. Ce méme
proton montre également une corrélation avec le carbone oxygéné a 6c=159,5 ppm qui ne
peut étre que le C-9.

- les protons H-3’, H-5"et H-2’, H-6" ménent a la localisation de C-4” a 6¢c = 157,5 ppm.

- une tache de corrélation entre le H-8 et le carbone oxygéné a éc = 159,5 ppm attribuable a
C-9.

- une tache de corrélation entre H-6 et le carbone oxygéné a 6c = 162,8 ppm attribuables a
C-7. Ce méme proton montre également une corrélation avec les carbones a 6c = 95,2 ppm et
a 6c = 108,3 ppm qui ne peuvent étre que le C-8 et C-10 respectivement.

- une tache de corrélation entre les protons du méthoxyle et un atome de carbone a

dc = 161,6 ppm qui est attribuable & C-5.
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Spectre 111.56. HMBC (DMSO-dgs, 600 MHZz) du composé Rs9

Toutes ces données sont en accord avec la littérature et ménent a la structure suivante :
5-O-méthyl génistéine ou Isoprunétine [57]. Cette molécule est isolée de plusieurs especes
de la famille fabaceae [57-58] et pour la premiére fois du genre Retama.

Des études antérieures ont montré I’activité ostrogénique [53] et anticancéreuse de ce

composé [59].

Figure 111.24. Isoprunétine

Les données relatives a la série spectrale UV, la RMN *H et la RMN 3C sont regroupées

dans les tableaux suivants (tableau 111.11 et tableau 111.12)

Tableau 111.11. Données de la série UV du composé Rs9

Réactifs Bande I Autres bande Bande 11 Commentaires

MeOH 299 / 249 Isovlafone

+NaOH 330 / 258 /
Spectre stable avec NaOH aprés 5 min
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Tableau I11.11. Données de la série UV du composé Rs9 (suite)

Réactifs Bande | Autres bande Bande 11 Commentaires
+AICl; 347 / 249
+AICIZHCI 347 / 249 Absence OH en 5
+NaOAc 301 307 256 OH libreen7
+NaOACc/H3;BO; 301 / 250

Tableau 111.12. RMN 'H (DMSO-ds; 600 MHz) et RMN C (DMSO-ds; 150MHz) du

composé Rs9

Position oH (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,02 1H S 150,7
3 - 1H S 125,0
4 - - - 174,1
5 - - - 161,6
6 6,35 2H d; J=2,2Hz 97,0
7 - - - 162,8
8 6,35 2H d; J=2,2Hz 95,2
9 - - - 159,5
10 - - - 108,3
1 - - - 1233
2'6' 7,26 2H d; J=8,8 Hz 130,6
35 6,74 2H d; J=8,8 Hz 115,2
4' - - - 157,5
-OCHs 3,76 3H S 56,2

111.1.2.5. Elucidation structurale du composé Rs10

OCHg,
Figure.25. Structure du composé Rs10

Le composé Rs10 se présente sous forme des aiguilles de couleur blanche, soluble dans le
DMSO. Le spectre de masse ESI enregistré en mode positif (spectre 111.57) présente
respectivement des pics d'ions pseudo-moléculaires a m/z = 307,31 Da [M+Na]",
m/z = 591,32 Da [2M+Na]" correspondant a une masse moléculaire 284 Da.
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Spectre 111.57. TOF/MS en mode positif du composé Rs10

Les données de la série spectrale UV (tableau I11.13, spectre 111.58) montrent :

- une bande | sous forme d’un épaulement a environ 306 nm et la bande Il a 249 nm ainsi que

la fluorescence orange sous lumiere de Wood indiquent le squelette de type isoflavone.

- le déplacement bathochrome de la bande II aprés addition de NaOAc (AL = +9 nm)

comparativement au spectre enregistré dans le méthanol indique la présence d’un OH libre en

position 7.

- l'absence du déplacement bathochrome de la bande Il enregistré apreés addition de

AICIz+HCI comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme 1'absence d’un OH

libre en position 5.
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Spectre 111.58. Série spectrale UV du composé Rs10

L’examen du spectre RMN *H (spectre 111.59) et son étalement (spectre 111.60) enregistré
dans le DMSO-ds montre :
- un singulet d’intégration 1H a én= 8,23 ppm attribuable a H-2 indiquant ainsi la structure
d’une isoflavone.
- un doublet d'intégration 1H a o = 6,99 ppm (J= 2,0 Hz), indicateur d'un couplage méta
attribuable a H-2".
- un doublet de doublet (J= 8,7 ; 2,0 Hz) qui se trouve chevauché avec un autre signal est
indicateur d'un couplage méta et ortho a 6 = 6,90 ppm attribuable a H-6".
- un signal d’intégration 2H résonant a on= 6,93 ppm sous forme d’un doublet large
(J = 7,2 Hz) attribuable aux deux protons:

e H-6 qui révéle un couplage ortho avec le proton H-5 et un couplage méta non observé

avec le H-8.

e H-5’ confirmant le couplage ortho avec le H-6.
- un doublet d'intégration 1H (J= 2,2 Hz) indicateur d'un couplage méta a o4 = 6,82 ppm
attribuable a H-8.
- un doublet d'intégration 1H (J= 7,2 Hz) indicateur d'un couplage ortho a dn =7,93 ppm
attribuable a H-5.
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La présence des trois signaux attribuables aux H-2', H-5' et H-6" est en faveur d'un cycle B

substitué en position 3' et 4'.
- Un dernier signal sous forme d’un singulet a dn

présence d’un groupement méthoxyle.
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Spectre 111.59. RMN *H (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs10
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Spectre 111.60. Etalement du spectre RMN *H (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs10
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L'examen du spectre de I’expérience HSQC (spectre 111.61) permet de relier tous les
protons du squelette isoflavonique a leurs carbones grace aux taches de corrélation suivantes :
- le H-2 avec son carbone C-2 a ¢=151,9 ppm
- le H-6 avec son carbone C-6 a 6¢c= 115,3 ppm.

- le H-8 avec son carbone C-8 a 6¢=101,8 ppm.
- le H-2" avec son carbone C-2” a d¢c=116,2 ppm.
- le H-6" avec son carbone C-6" a d¢c=119,7 ppm
- le H-5" avec son carbone C-5” a d¢c=111,6 ppm.
- le H-5 avec son carbone C-5 a d¢= 127,0 ppm.

- le groupement methoxyle avec son carbone -OCHs a dc= 55,4 ppm.
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-8 (-8 [
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> . . : E
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Spectre 111.61. HSQC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs10

L’analyse du spectre HMBC et son étalement (spectre 111.62 et 111.63) permet d’attribuer

les carbones quaternaires a leurs déplacements chimiques et de positionner le groupement
méthoxyle a I’aide des corrélations carbone-proton :
- le proton H-2 présente des taches de corrélation avec : le carbone a dc =124,9 ppm
attribuable a C-3, le carbone a dc= 126,3 ppm attribuable a C-1', le carbone oxygéné a
dc= 159,1 ppm qui ne peut étre que le C-9 et avec un carbonyle a 6c = 176,3 ppm qui est le
C-4.
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- le proton H-6' montre une tache de corrélation avec le carbone 6c = 149,1 ppm qui ne peut
étre attribué qu’au C-4' et cela permet de relier le groupement méthoxyle a ce carbone C-4'
grace a la corrélation de ce dernier avec les protons du groupement méthoxyle -OCHa.

- le proton H-5'" montre des taches de corrélation avec le C-6', C-1' et avec le carbone a
dc=147,7 ppm attribuable au proton C-3' qui pourrait étre hydroxylé.

- le proton H-2' présente deux taches de corrélation avec le C-3 et le C-4'

- le proton H-5 corréle avec le carbone C-9 a 6c= 159,1 ppm et un carbone oxygéné a
dc= 164,2 ppm attribué a C-7. Ce proton H-5 présente une autre tache de corrélation avec 4J
avec le carbone C-4 a 6¢=176,3 ppm.

- le proton H-6 présente deux taches de corrélation avec le C-7 et le C-8.

- le proton H-8 présente des taches de corrélation avec le carbone a 8¢ =117,5 ppm qui ne peut

étre que le C-10, et avec les carbones attribués aux C-9, C-7 et C-4.
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Spectre 111.62. HMBC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs10
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Spectre 111.63. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 600 MHz) du composé Rs10

L'ensemble de ces données, nous conduit & la structure de la 3',7-dihydroxy-4'-
methoxyisoflavone (3'-hydroxyformononetine) connue par le nom Calycosine. Cette
identification est confirmée par comparaison des données spectrales avec celle publiées dans
la littérature [60]. La molécule calycosine a été déja identifiée une fois dans notre plante [61].
Elle posséde des activités biologiques intéressantes telles que l'activité anticancéreuse [62],
antioxydante, anti-ostéoporotique, immunomodulatrice [63], anti-inflammatoire [64] et elle a

une action neuroprotectrice [65].

Figure 111.26. Calycosine

Les données relatives aux spectres de la série UV et de la RMN *H de ce composé sont
reportées dans les tableaux 111.13 et 111.14
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Tableau I11.13. Données de la série UV du composé Rs10

Réactifs Bande | Autres Bande I1 Commentaires
bandes
MeOH 306Ep / 249 Isovlafone
+NaOH 331Ep / 255 /
Spectre stable avec NaOH aprés 5 min
+AICl3 306Ep / 249
+AICI/HCI 306Ep ] 249 Absence OH en 5
+NaOAc 334Ep / 258 OH libreen 7
+NaOAc/H3;BO3 334Ep 290 258 /

Tableau 111.14. RMN 'H (DMSO-dg; 400MHz) et RMN 2D du composé Rs10

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,23 1H S 1519
3 - 1H S 1249
4 - - - 176,3
5 7,93 1H d; J=7,2 Hz 127,0
6 6,93 1H d; J=7,2 Hz 115,3
7 - - - 164,2
8 6,82 1H d; J=2,2 Hz 101,8
9 - - - 159,1
10 - - - 1175
1 - - - 126,3
2' 6,99 1H d; J=2,0 Hz 116,2
3 - - - 147,7
4 - - - 149,1
5' 6,93 1H d;J=7,2Hz 1116
6' 6,90 1H dd; J=7,2; 2,0 Hz 119,7

-OCHs 3,76 3H S 55,4

111.1.2.6. Elucidation structurale du composé Rs11

Figure 111.27. Structure du composé Rs11

Le compose Rs11 se présente sous forme d’une poudre blanche, soluble dans le DMSO.
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Le spectre de masse realise en mode électrospray positif TOF-MS-ESI(+) de ce composeé
(spectre 111.64) présente respectivement des pics quasi moléculaire a m/z= 277,162 Da
[M+Na]" et m/z= 531,370 Da [2M+Na]+ orientant vers une masse moléculaire égale a 254Da.

ESk T TOF MS ES
LC_RESP_12G 5 (0.093) M+Na g 3
100+ [ 277.162 ] 6.28e3

[2M+Na]
£31.370

R78.191
z

Spectre 111.64. TOF/MS en mode positif du composé Rs11

Le spectre RMN *H (spectre 111.66) montre une forte similitude avec le spectre proton du
composé Rs6 (Formononétine), la seule différence est lI'absence du groupement méthoxyle
(spectre 111.65). On touve:

- un singulet d'intégration 1H a 6u= 8,26 ppm attribuable a H-2, caractérisant la structure
d'une isoflavone.

- deux doublets d'intégration 2H chacun, a 6n= 7,35 ppm et a dn= 6,78 ppm, (J=7,5 Hz),
attribuables a H-2', H-6" et H-3', H-5' respectivement indiquant ainsi une substitution du cycle
B en position 4'.

- un doublet d'intégration 1H (J= 8,2 Hz) indicateur d'un couplage ortho a dn =7,94 ppm
attribuable a H-5.

- un doublet large d'intégration 1H (J= 8,2 ppm) indicateur d'un couplage ortho a én= 6,91
ppm attribuable a H-6.

- un singulet large d'intégration 1H a 61=6,84 ppm attribuable a H-8.
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Spectre 111.65. RMN *H du composé Rs11 (DMSO-ds, 600MHz) et composé Rs6 (CDsOD,

400MHz)

LUTFI_RA-110_PROTON_01

—10.75

®
—8.26

'__J | A

140

T
75

o L=

2300
{2200
2100
[~2000
1900
1800
1700
-1600
1500
-1400
{1300
1200
(1100
{-1000
[-900
800
700
600
[-500
400
300
[-200
100

o

--200

T T T T
13.5 12.5 11.5 10.5

T T . .
95 0.0 85 8. .
1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T
70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05

Spectre 111.66. RMN *H (DMSO-ds, 600MHz) du composé Rs11

L’examen du spectre COSY (spectre 111.67) montre une tache de corrélation entre le
noyau H-5 a 64=7,94 ppm et son voisin H-6 a 61 = 6,91 ppm et une autre tache de corrélation
entre H-2', H-6"a on = 7,35 ppm et H-3', H-5"a 61 = 6,78 ppm.
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Spectre 111.67. COSY (DMSO-ds, 600MHz) du compose Rs11

L'examen du spectre HSQC (spectre 111.68) permet la localisation des carbones suivants :
C-2 adc = 153,2ppm ; C-2°, C-6' a 6. = 130,4 ppm ; C-5 a 8¢ =127,6 ; C-6 a & = 115,48ppm,
C-3',C-5"a dc = 115,3 ppm et C-8 a . = 102,4 ppm.
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Spectre 111.68. HSQC (DMSO-ds, 600MHz) du composé Rs11
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Par ailleurs, lI'examen du spectre HMBC (spectre 111.69) montre deux taches de
corrélation entre les protons H-5 et H-8 et le carbone quaternaire oxygéné a éc = 163,4 ppm,
ce qui permet l'attribution de ce dernier au C-7.

Les mémes protons H-5 et H-8 ainsi que le proton H-2 montrent trois taches de corrélation
avec le carbone a 6c = 157,5 ppm qui ne peut étre que C-9, ainsi qu'une autre tache de
corrélation entre les protons H-6 et H-8 avec le carbone quaternaire a dc =116,2 ppm attribué
a C-10.

Sur le méme spectre, le proton H-2 méne a I’attribution de C-4 a 6¢c = 174,7 ppm.

Le proton H-2', H-6' et H-2 ménent a la localisation de C-3 a 6c = 124,0 ppm de méme le
proton H-3', H-5' permet la localisation de C-1" a 6c = 122,7 ppm.

Deux taches de corrélation entre les protons H-2', H-6' et H-3', H-5' avec le carbone

quaternaire oxygéné a dc = 157,5 ppm permettent I'attribution de ce dernier au C-4'.
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+110

@-6;c-10) 4| ¥ '

120
(H-2:C-3) || §(H-2",H-6;C-3) |[|(H-3",H-5"; C-17) |
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170
(H-2;C-4) | |

Spectre 111.69. HMBC (DMSO-ds, 600MHz) du composé Rs11

L'ensemble de ces données, nous a conduit a la structure de la 4',7-dihydroxyisoflavone
connue sous le nom Daidzéine. Cette identification est confirmée par comparaison des
données spectrales avec celle publiées dans la littérature [21, 66].

La molécule daidzéine est isolée auparavant a partir des deux plantes du genre Retama, il
s'agit de R. monosperma et R. raetam [46-47, 67]. Elle joue un role important dans la

prévention et le traitement de diverses maladies telles que le cancer, les maladies
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cardiovasculaires, le diabéte, l'ostéoporose, les maladies de la peau et les maladies

neurodégénératives [68].

Figure 111.28. Daidzéine

Les données relatives a la RMN H et de la RMN 2D (HSQC et HMBC) de ce composé
sont reportées dans le tableau 111.15
Tableau I11.15. Données relatives aux spectres RMN *H (DMSO-ds; 600MHz) et RMN *C

du composé Rs11

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 8,26 1H S 153,2
3 - 1H S 124,0
4 - - - 174,7
5 7,94 1H d; J=8,2 Hz 127,6
6 6,91 1H d; J=8,2 Hz 1154
7 - - - 163,4
8 6,84 1H sl 102,4
9 - - - 157,5
10 - - - 116,2
1 - - - 122,7

2' 6" 7,35 2H d; J=7,5Hz 130,4
3.5 6,78 2H d;J=75Hz 1153
4' - - - 157,5

111.1.2.7. Elucidation structurale du composé Rs12 (Rsal7-2)

Figure 111.29. Structure du composé Rs12

Le composé Rs12 est soluble dans le chloroforme et le méthanol.
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Le spectre de masse réalisé en mode électrospray positif TOF-MS-ESI (+) de ce composé
(spectre 111.70) présente un pic quasi moléculaire a m/z= 247,033 Da [M+Na]" orientant vers
une masse moléculaire égale a 224 Da.

ESH 7
LC_RESP_1_17_2 4 (0.074) TOF MS ES+
100 247.033 6.50e3

[M+Nal+

[245.083

[249.105
;:l‘l 363

D\\-.-\\lul.-\\-.l-\r-.-\sn.-\..‘....‘.mrz
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 B850 900 950

Spectre 111.70. TOF/MS en mode positif du composé Rs12

Le spectre RMN H (spectre 111.71) du composé Rs12 montre un ensemble de signaux

dans la zone des protons éthyléniques et un ensemble de signaux rappelant des méthyles.

L'étude simultanée du spectre RMN H et son étalement (spectre 111.71 et 111.72) ainsi que
le spectre HSQC (spectre 111.73) nous a permis d'attribuer les signaux comme suit :
- un singulet d'intégration 1H a dn = 5,91 ppm corréle avec un carbone a éc = 126,5 ppm. Les
valeurs des déplacements chimiques indiquent qu’il est éthylénique.
- deux signaux sous forme de doublet d'intégration 1H chacun a 6y = 5,78 et 5,83 ppm
(J= 15,7 Hz) présentent deux taches de corrélation sur le spectre HSQC avec des carbones a
dc =129,3 ppm et a d¢c = 136,4 ppm respectivement. Les valeurs des déplacements chimiques
de ces deux derniers signaux ainsi que la valeur de la constante de couplage (J = 15,7 Hz)
indiquent clairement la présence d’un groupement CH=CH de configuration trans.
-un quadruplet d'intégration 1H a én = 4,41 ppm (J = 5,4 Hz) correle avec un carbone a
dc = 68,1 ppm.
- deux protons résonant sous forme de doublet d'intégration 1H chacun a on = 2,24 et
2,44 ppm (J = 16,9 Hz) corrélent sur le spectre HSQC avec le méme carbone résonant a

dc = 50,2 ppm. Ceci permet de déduire que ces 2H sont diastéréotopiques.
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- un singulet d'intégration 3H a dn = 1,90 ppm attribuable a un groupement méthyle, ses
protons corrélent avec un carbone a 6c = 19,0 ppm.

- un doublet d'intégration 3H a én = 1,30 ppm (J = 6,3 Hz) attribuable & un groupement
méthyle qui correle avec un carbone a 6c = 23,6 ppm.

- deux singulets d'intégration 3H chacun a o4 = 1,09 et 1,02 ppm indiquent la présence de
deux groupements méthyles corrélant avec deux carbones magnétiquement équivalents a

dc = 23,6 ppm.
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Spectre 111.71. RMN *H (CDCls ; 400MHz) du composé Rs12
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Spectre 111.72. Etalement du spectre RMN *H (CDClIs ; 400MHz) du composé Rs12
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Spectre 111.73. HSQC (CDCl3; 400MHz) du composé Rs12

L’analyse du spectre bidimensionnelle HMBC (spectre 111.74) permet d'avoir les
corrélations carbone-proton a longue distance (3J, 3J et 4J) et d’attribuer les carbones
quaternaires a leurs signaux comme suit :

Les protons des deux méthyles a 64 = 1,09 et 1,02 ppm correlent avec un atome de carbone
qui doit étre quaternaire vu la multiplicité des signaux de ces deux méthyles. Nous
numéroterons ce carbone quaternaire Sp® C-1 (8¢ = 42,1 ppm).

Sur le méme spectre HMBC, les protons du groupement CH> résonant sous forme de deux
doublets chacun a 61 = 2,24 ppm et o4 = 2,44 ppm correlent avec le carbone C-1, nous
numéroterons le carbone du groupement CH, C-2.

Toujours sur le spectre HMBC, les protons 2-CH, montrent une corrélation en #J avec un
carbonyle résonant a d6c = 201,0 ppm, d’aprés la valeur du déplacement chimique de ce
carbonyle il s’agit d’une cétone probablement conjugué avec une double liaison, ceci est
confirmé par la corrélation en 3J observée entre le proton H-2b du groupement 2-CHz & 8n =
2,24 ppm et le carbone éthylénique résonant a dc = 126,5 ppm (CH éthylénique a
dH = 5,91 ppm). Nous numeroterons alors le carbone du carbonyle C-3 et le carbone du CH

éthylénique C-4.+
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~— corrélation HMBC

Figure 111.30. Corrélations HMBC de I'entité 1 présente dans le composé Rs12

Toujours sur le spectre HMBC, le proton H-4 montre une tache de corrélation nette avec
le carbone du méthyle résonant a 6c = 19,0 ppm (6n = 1,89 ppm, singulet) signifiant la
substitution de la double liaison par ce groupement méthyle. Ce dernier montre une tache de
corrélation avec le carbone a 6c = 167,2 ppm qui est le C-5.

Le proton H-4 montre également une corrélation avec un carbone quaternaire a
dc = 79,7 ppm, ainsi que les protons du méthyle 5-CHz montre une corrélation avec ce
carbone ce qui permet alors de le numéroter C-6. Selon le déplacement chimique de C-6 (6¢c =
79,7 ppm), ce carbone peut étre oxygéné.

Le spectre HMBC montre par ailleurs une corrélation entre les protons des méthyles portés
par C-I et le carbone C-6. Cette corrélation signifie que le carbone C-6 est lié au carbone C-I
aboutissant donc a un cycle constitué de 6 atomes de carbone.

~—p corré¢lation HMBC

H
126,75ppm 3 19,05ppm

H

Figure 111.31. Corrélations HMBC de I'entité 2 présente dans le composé Rs12

Sur ce méme spectre relatif a I’expérience HMBC les protons éthyléniques a
dH = 5,79 ppm et 3 = 5,83 ppm montrent deux taches de corrélation avec le carbone C-6
signifiant la substitution de ce cycle en C-6 par une double liaison. Nous numeroterons les

carbones de la double liaison C-7 et C-8 a ¢ = 129,3 et 136,4 ppm respectivement.
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Spectre 111.74. HMBC (CDCls, 400MHz) du composé Rs12
Sur le spectre relatif a 1’expérience COSY (spectre 111.75) le proton H-8 montre une

corrélation avec le proton d’un méthyne résonant sous forme d’un quadruplet a 61 = 4,41 ppm

(8¢ = 68,1 ppm) Nous numéroterons alors le carbone de ce méthyne C-9. Cette observation est

confirmée par les corrélations observées sur le spectre HMBC (spectre 111.74) entre les deux

protons éthyléniques H-7 et H-8 et ce carbone C-9. Par ailleurs et toujours sur le spectre

COSY, le proton H-9 montre une tache de corrélation avec les protons du méthyle résonant

sous forme

d’un doublet a 61 = 1,30 ppm (3¢ = 23,6 ppm) (J = 6,3 Hz). Nous numéroterons

alors le carbone de ce méthyle C-10.

Figure 11

~—y” corrélation COSY
H ~—y corrélation HMBC

68,13

H5;C

N
36.,48ppm
DM CHg 23,65ppm
1,30ppm

o) 7 CH,

1.32. Corrélations COSY et HMBC de I'entité 3 présente dans le composé Rs12
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Spectre 111.75. COSY (CDCls, 400MHz) du composé Rs12

L'ensemble de cette analyse nous a permis de déduire que ce composeé est de type 3-0xo-
ionol. De ce fait le méthyle en C-5 sera numéroté C-I1 et les méthyles en C-1 seront
numérotes C-12 et C-13.

Ces observations menent a la structure partielle représentée dans la figure 111.35

Figure 111.33. Structure partielle du composé Rs12

Revenant au spectre de masse de ce composé, en calculant les groupements qui
manguent, ce sont deux groupements hydroxyles qui ne peuvent étre placés qu'en
position 6 et 9.

L’ensemble de ces données ménent a la structure reportée sur la figure 111.36, il s’agit de
6,9-dihydroxy-4,7-megastigmadien-3-one connu sous le nom vomifoliol ou son synonyme

blumenol A [69]. Cette molécule est nouvelle pour le genre Retama. Des études antérieures
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montrent qu'elle exerce un effet neuroprotecteur [70], anticancereux [71] et antileishmanien
[72].

Figure 111.34. Vomifoliol

Les données relatives aux spectres RMN *H et RMN 2D HSQC, HMBC sont reportées
dans le tableau 111.16

Tableau 111.16. Données de la spectroscopie RMN 'H (CDCls-d; 400MHz) et RMN 3C du

composé Rs12

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
1 - - 42,1
2a 2,44 1H d; J=16,9Hz 50.2
2b 2,24 1H d; J=16,9Hz ’
3 - - - 201,0
4 5,91 1H S 126,5
5 - - - 167,2
6 - - - 79,7
7 5,78 1H d; J=15,7Hz 129,3
8 5,83 1H d; J=15,7Hz 136,4
9 4,41 1H q, J=5,4Hz 68,1
10-CHgs 1,30 3H d; J=6,3Hz 23,6
11-CHs 1,89 3H S 19,0
12-CHgs 1,09 3H S 23,6
13-CHjs 1,02 3H S 23,6

111.1.2.8. Elucidation structurale du composé Rs13

Figure 111.35. Structure du composé Rs13
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Le composé Rs13 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans I'acétone et le
DMSO.

Le spectre de masse réaliseé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI (+) (spectre
111.76) révele la présence de deux pics pseudomoléculaire a m/z = 393,504Da [M+Na]" et

m/z = 763,122 Da [2M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 370 Da.

ES+ 7
Lc_resp_1371(0.019)  [M+Na]+ TOF MS ES
100- 393.504 Hxd 151
=]
307 308 [2ZM+Na]+
763.122
304523
3
1133381
i |
T T T T T T T T T T T T L T T T T T T L} T T T T L T m
200 300 400 500 600 700 800 300 1000 1100 1200 1300 1400

Spectre 111.76. TOF/MS en mode positif composé Rs13

L'examen du spectre 111.77 montre la présence de la totalité des signaux attribués au
composé précédent atalantoflavone et montre d'autres signaux que nous avons attribués au
composé Rs5. Autrement dit, le composé Rs13 présente une similarité structurale par rapport
au composé Rs5.
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Spectre 111.77. RMN H (DMSO-ds, 400MHz) des composés Rs13 et Rs5

Par comparaison des deux spectres RMN H du composé étudié et le composé Rs5
(spectre 111.77, 111.78 et 111.79), nous constatons que la différence entre les deux composés
réside dans la zone éthylénique dont la disparition des deux protons de configuration cis du
groupement prényle de type pyrane (n = 5,79 et 6,87 ppm). Autres signaux apparaissent sur
le spectre du composé :

- un singulet large d’intégration 1H a o1 = 5,52 ppm.
- un doublet d’intégration 1H a 61 = 4,32 ppm (J = 3,3 Hz).
- deux singulets larges d'intégration 1H chacun a 61 = 4,05 et 4,70 ppm et qui ne présentent
aucune corrélation sur le spectre HSQC (spectre 111.86) attribués aux deux groupements
hydroxyles.
Cette observation prévoit alors une réduction de la double liaison par deux groupements
hydroxyles en position 3" et 4" a o1 = 4,05 et 4,70 ppm respectivement.
Les autres signaux restent tres similaires a ceux du composé Rs5 notamment le squelette
flavonique ou I’on trouve :
- deux doublets d’intégration 2H chacun a 6 =7,99 et 6,92 ppm (J=8,7 Hz) attribuables a
H-2', H-6" et H-3', H-5' respectivement.
- un singulet d’intégration 1H a o = 6,83 ppm attribuable a H-3.
- un singulet d’intégration 1H a on = 6,28 ppm attribuable a H-6.
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- un signal résonant a o = 13,30 ppm d’intégration 1H sous forme d’un singulet large
attribuable a 5-OH.

- un autre singulet large a on = 10,35 ppm d’intégration 1H attribuable a 4'-OH.

- les deux méthyles du groupement 2",2"-diméthylpyrane apparaissent sous forme de deux

singulets a 6y = 1,20 ppm et a o6n = 1,11 ppm.
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HO-3" | |
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T
13 1z 11 10 H 8 7 & 5 4 3 2 1 ppm
[
Spectre 111.78. RMN H (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs13
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Spectre 111.79. Etalement du spectre RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs13
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Sur le spectre COSY (spectre 111.80) les protons H-2’, H-6’ montre une tache de
corrélation avec les protons H-3’, H-5" confirmant le couplage ortho et la substitution para du

cycle B ainsi que le proton H-3" montre une tache de corrélation avec le proton H-4".
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" n Hed? &
)'\‘., L AN
LCresp137
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|
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Spectre 111.80. COSY (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs13

L'examen du spectre HSQC (spectre 111.81) permet aisément d'identifier les carbones
suivant: C-3 a d¢c =103,2 ppm, C-2' et C-6' a d¢c =129,0 ppm, C-3' et C-5' & 6c =115,7 ppm,
C-6 a6 =939 ppm, C-3" a d¢c = 99,5ppm, C-4" a &¢c = 69,3 ppm, 2"-CHza a 8c=26,2 ppm et
2"-CHsb a dc = 25,3 ppm.
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Spectre 111.81. HSQC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs13

L’examen approfondi du spectre HMBC (spectre 111.82) a permis de confirmer la position
du groupement 2",2"-diméthylpyrane dans cette molécule grace a I’analyse des corrélations
relevées sur ce spectre :

- le proton du groupement hydroxyle 5-OH a 6n = 13,30 ppm correle avec un carbone a
dc = 163,1 ppm qui ne peut étre que le C-5 vu la valeur de son déplacement chimique. D'un
autre cote, le proton a 61 = 6,28 ppm correle avec ce dernier carbone ce qui confirme
I'nydrogénation de la position 6 et la substitution du flavone en C-7 et C-8.

- une tache de corrélation entre le H-6 a o4 = 6,28 ppm et un carbone a ¢ = 106,7 ppm qui ne
peut étre que le C-8.

Par ailleurs, le spectre HMBC (spectre 111.82) permet également de tirer les indications
suivantes :

- les corrélations des protons H-2', H-6' et H-3 avec le carbone quaternaire a éc =163,2 ppm,
indiguent que ce carbone est attribuable a C-2.

- les corrélations entre les protons H-2', H-6' et H-3', H-5' et le carbone oxygéné résonant a
dc =161,1 ppm, permettent son attribution a C-4".

- les protons H-3', H-5' et H-3 correlent avec le carbone quaternaire a 6¢c = 120,6 ppm
attribuable a C-1",

- le carbone C-4 est localisé a ¢ = 181,7 ppm grace a sa corrélation avec H-3.
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- les protons 5-OH, H-6 et H-3 corrélent avec le carbone quaternaire a 6c = 104,5 ppm
attribuable a C-10.
- le carbone a 6¢c = 165,5 ppm est attribué & C-7 gréce a sa corrélation avec H-6.

- l'attribution du carbone C-2" a 6c = 69,7 ppm gréce a sa corrélation avec les protons 2"-
CHasa, 2"-CHsb, H-3", H-4" et 3"-OH.
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Spectre 111.82.2.

HMBC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs13
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Spectre 111.82.4. HMBC (DMSO-ds; 400MHz) du composé Rs13
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L’ensemble de ces données spectroscopique de la RMN et la masse, mene a la structure
reportée dans la figure 111.38, il s'agit de 5,4'-dihydroxy-(3", 4'-dihydro- 3", 4"-
dihydroxy)-2", 2" -dimethylpyrano-(5", 6" : 7, 8) -flavone [73-74]. Il a été isolé auparavant
de Retama raetam [74] et connu pour son activité antivirale anti-VIH-1 (le virus de

I'immunodéficience humaine) [73] et anti-alzheimer [75].

OH o
Figure 111.36. 5,4'-dihydroxy-(3", 4"*-dihydro- 3", 4"-dihydroxy)-2", 2"'-
dimethylpyrano-(5", 6" : 7, 8) -flavone

Toutes les données relatives aux spectres RMN H et RMN 2D HSQC, HMBC sont
reportées dans les tableaux 111.17
Tableau 111.17. Données de la spectroscopie RMN *H (DMSO-dg; 400MHz) et RMN *3C

du composé Rs13

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) oc (ppm)

2 - - - 163,2

3 6,83 1H S 103,2

4 - - - 181,7

5 - - - 163,1

6 6,28 1H S 93,9

7 - - - 165,5

8 - - - 106,7

10 - - - 104,5

1' - - - 120,6

2'6' 7,99 2H d; J=8,7Hz 129,0

35 6,92 2H d; J=8,7Hz 115,7

4 - - - 162,1

2" - - - 69,7

3" 4,32 1H d; J=3,3Hz 99,5

4" 5,52 1H sl 69,3

2"-CHsa 1,20 3H S 26,2

2""-CHsb 1,11 3H S 25,3
3"-OH 4,05 1H sl -
4"-OH 4,70 1H sl -
5-OH 13,30 1H sl -
4'-OH 10,35 1H sl -
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111.1.2.9. Elucidation structurale du composé Rs14

OH o

Figure 111.37. Structure du composé Rs14

Le composé Rs14 se présente sous forme d’une poudre jaune, soluble dans le DMSO. Il

donne une fluorescence noir-violette sous la lumiére de Wood.

Le spectre de masse réalisé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI(+) (spectre 111.83)
révele la présence de deux pics pseudomoléculaire a m/z =523,44 Da [M+Na]* et

m/z = 1023,27 Da [2M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 500 Da.
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Spectre 111.83. TOF/MS en mode positif composé Rs14

L'examen du spectre RMN H (spectre 111.84) enregistré dans le DMSO-ds montre :
- un singulet d’intégration 1H a én= 6,80 ppm attribuable & H-3 indiquant le squelette d’une
flavone.
- Un systéme AB caractéristique d’une oxygénation en position 4’ sur le noyau B, ainsi les
doublets (J = 8,0 Hz) a dn = 7,91 ppm et du = 6,91 ppm d’intégration 2H chacun sont
attribuables a H-2’, H-6" et H-3’, H-5’ respectivement.
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- un singulet a o = 12,94 ppm d’intégration 1H et ne présente aucune corrélation sur le
spectre HSQC attribuable a 5-OH.

- un autre signal sous forme d’un singulet a 61 = 6,58 ppm d’intégration 1H attribuable soit a
H-6 ou a H-8 et indiquant que le noyau A est substitué en 7 et 8 ou 6 et 7.

Par ailleurs, le méme spectre révéle également la présence de :

- un triplet d'intégration 1H a 6 = 5,21 ppm (J = 6,8 Hz) corréle sur le spectre HSQC avec le
carbone a 6c = 121,8 ppm

- un multiplet d’intégration 1H a dn = 3,63 ppm corréle sur le spectre HSQC avec un carbone
a dc = 21,0 ppm. Ce méme carbone montre une autre tache de corrélation avec un deuxiéme
proton qui apparait sur le spectre RMN *H sous forme d’un multiplet a &y = 3,44 ppm
permettant de déduire que ces 2H sont diastéréotopiques.

- deux singulets d’intégration 3H chacun a oy = 1,77 ppm et o4 =1,61ppm indiquant la
présence de deux groupements méthyle et corrélant sur le spectre HSQC avec les carbones a
oc = 17,3 et 24,9 ppm respectivement.

Ces signaux sont caractéristiques d'un groupement prényle de type 3,3-DMA (3,3-
diméthylallyle) et cela suppose que le squelette flavonique est substitué par cette entité
[11, 76].

En outre, I’observation d’un ensemble de signaux entre 64 = 3,10 et 5,20 ppm recouvert
partiellement par le signal de contamination : signal du méthanol (lavage du produit avec le
méthanol dans le but de purification) et d’un signal sous forme d’un doublet (J= 7,4 Hz)
d’intégration 1H localisé a 6n = 5,12 ppm suggére 1’existence d’une entité osidique dans la

molécule.
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Spectre 111.84. RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14

Sur le spectre COSY (spectre 111.85), les protons H-2’, H-6’ montre une tache

corrélation avec les protons H-3", H-5".
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Spectre 111.85. Spectre COSY (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14
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L’étude du spectre de corrélation HSQC (spectre I11.86 et 111.87) permet d’effectuer les
attributions suivantes :
-le proton H-3 avec son carbone C-3 a 6c = 102,2 ppm.
-les protons H-2', H-6' et avec leurs carbones C-2', C-6'a d¢c =127,9 ppm.
-les protons H-3', H-5" avec leurs carbones C-3', C-5"a ¢ =115,5 ppm.

-le proton résonant a 64 = 6,58 ppm avec son carbone a 6c =97,5 ppm.
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Spectre 111.86. Etalement du spectre HSQC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14
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Spectre 111.87. Etalement du spectre HSQC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 111.88) :

- la corrélation entre H-3’, H-5' et le carbone a 6c = 120,81 ppm permet son attribution au

carbone C-1’, ce méme carbone correle avec H-3.

- la corrélation entre H-2', H-6' et le carbone quaternaire oxygéné a dc = 160,9 ppm permet

I’attribution de ce carbone a C-4'.

- les corrélations entre H-3 et H-2', H-6' et le carbone quaternaire a dc = 164,0 ppm permettent

son attribution a C-2.

Cette analyse permet ainsi de localiser le C-4 a 6c = 182,1 ppm gréace a la corrélation entre ce

carbone et le proton H-3.
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Spectre 111.88. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14

Sur le spectre COSY (spectre 111.89),

les deux protons du groupement CH:

(61 =3,44 ; 3,63 ppm) montre deux taches de corrélations avec le proton résonant a én = 5,21

ppm sous forme de triplet. Nous donnerons le numéro 1" au groupement CH> et 2" au carbone

porteur du proton a dn = 5,21 ppm (d¢c = 121,88 ppm). Le déplacement chimique de ce dernier

C-2" suppose qu'il est un carbone éthylénique.
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Spectre 111.89. Spectre COSY (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14
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Revenant aux spectres HMBC (spectre 111.90 et 111.91), les protons du groupement
1"-CH> correlent avec un carbone quaternaire et éthylénique vu son déplacement chimique
dc = 130,8 ppm que nous numéroterons 3". Par ailleurs, les protons des deux groupements
méthyles (6n =1,77 ; 1,61 ppm) montrent deux taches de corrélation avec le carbone
quaternaire C-3". Ces corrélations laissent supposer qu’ils sont tous les deux portés par ce
carbone quaternaire vu leur multiplicité. Nous numéroterons les méthyles 4" et 5"
respectivement. Ces deux derniers 4"-CHz et 5"-CHs montrent également des taches de
correélation avec le carbone attribué a C-2" a 6c = 121,8 ppm.

Ces observations permettent de confirmer la présence d'un groupement prényle de type 3,3-

DMA dans cette molécule. Les corrélations de cette entité sont reportées dans la figure 111.40

“N\ Corrélation HMBC
V/-\‘ Corrélation COSY

1,6 1ppm
H 3’44ppm 5" CHg H 3944ppm

pIJﬁ' 3,63ppm

188p
H\\J

5,21ppm

Figure 111.38. Corrélations COSY et HMBC de I'entité 3,3-DMA présente dans le composé
Rs14

Sur le méme spectre HMBC (spectre 111.96) le proton H-1"a a 61 =3,63 ppm correle avec
un carbone oxygéné a dc = 153,4 ppm et ne montre aucune corrélation avec le carbone a
dc = 159,5 ppm alors que le proton a 64 = 6,58 ppm corréle avec ce carbone oxygéné a
dc = 159,5 ppm et ne montre aucune corrélation avec l'autre carbone a ¢ = 153,4 ppm.
L’ensemble de ces analyses permet de proposer deux structures partielles représentées dans la
figure 111.41

77X corrélation HMBC

Figure 111.39. Structures partielles proposées du composé Rs14
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Une recherche bibliographique prouve que quelque soit la proposition de la position du
groupement prényle en 6 ou 8, le C-5 soit toujours plus deblindé que le C-9 [58] et donc en
basant sur cette information les carbones a 6c = 153,4 ppm et dc = 159,5 ppm sont attribués
aux C-9 et C-5 respectivement. A partir de cette attribution et les corrélations observées sur le
spectre HMBC (spectre 111.95), on peut conclure que la position 6 est hydrogénée et la
position 8 est substituée par le groupement prényle de type 3,3-DMA.

Ces resultats permettent de confirmer la structure partielle suivante :

Figure 111.40. Structure partielle du composé Rs14

Par ailleurs, les protons H-6 et H-3 corrélent avec un carbone quaternaire a 6c=104,7ppm
qui est le C-10.
D'autre part les deux protons H-1"a, H-1"b a dn =3,44 et 3,63 ppm présentent deux taches de

corrélation avec un carbone a éc = 108,4 ppm qui est le C-8.

Toujours sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 111.95) on observe une tache

de corrélation entre H-1"b et le carbone a ¢ = 160,0 ppm attribuable a C-7.
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Spectre 111.91. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14
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Revenant sur le spectre relatif a 1’expérience COSY (spectre 111.92) qui nous permet
I'identification de 1’unité osidique : le proton anomérique H-1" a dn = 5,12 montre une tache
de corrélation avec le signal d’un proton trés proche a 6 = 3,30 ppm attribuable au proton H-
2" du sucre. Toujours sur le spectre relatif a I’expérience COSY, ce proton corréle avec le
proton résonant a o6x=3,29 ppm attribuable a H-3" et permet la localisation de OH-2" a
dH=5,27 ppm. Ensuite ce dernier corréle avec un proton sous forme d’un multiplet a oy =3,17
ppm attribuable & H-4"" et avec le proton du groupement hydroxyle a én = 5,07 ppm attribué
au OH-3".

|
|
H-6""" H-3"7] || H-2"" ||
| [
HO-2 "0-3,.,}[-1 » HO-6""" H-,.G—\,,’a NV uy 1
- . A el o

LCrespc248 t2.5
———  Cosygfoo

4.0

4.5

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4‘.0 , \BAB 3.6 34 3.2 3.0 28 2.6
9 frnm

Spectre 111.92. Etalement du spectre COSY (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14

Toujours sur les spectres COSY (spectre 111.92 et 111.93), le proton H-4" permet de
localiser OH-4" a 61 = 5,00 ppm et H-5"" a &n =3,40 ppm sous forme d'un multiplet.
- le proton H-5" corréle avec le proton d’intégration 1H a é4 = 3,70 ppm (J=11,0 ; 3,8 Hz) sous
forme de doublet de doublet attribuable au proton H-6"a. le H-6"a correle également avec un
proton a 6 = 3,46 ppm sous forme de multiplet attribuable au proton H-6"b du sucre. Cette

attribution de H-6"a, H-6"b permet la localisation de OH-6" & o = 4,57 ppm.
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Spectre 111.93. Etalement du spectre COSY (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14

Par ailleurs, les atomes de carbone de la partie glycosidique sont attribués en analysant le
spectre HSQC (spectre 111.94): C-6™ a 6¢ = 60,1 ppm, C-5" a 8¢ =76,6 ppm, C-4" & 8¢ =69,17
ppm, C-3" a é¢c = 76,0 ppm et C-2"" a &¢ =73,0 ppm.
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Spectre 111.94. Etalement du spectre HSQC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs14
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La valeur de la constante de couplage du proton anomérique et la valeur du déplacement
chimique de son carbone indiquent une jonction -O-B-glycosidique. La valeur 7,3 Hz de la
constante de couplage, indique également une orientation axiale du proton H-2" du
groupement glycosylé.

D’apres la valeur de déplacement chimique des carbones et toutes les données trouvées et par

comparaison avec la littérature [58], 1’entité¢ osidique est définit comme étant le -O- B-glucose.

Revenant sur le spectre HMBC (spectre 111.90), on observe la présence d'une autre tache de
correlation entre le proton anomérique et le carbone C-7 ce qui permet de localiser le glucose en

position 7.

L’ensemble des données précédentes nous a permis d’identifier le composé Rs14, c'est la
6-prenylapigenin 7-O-g-glucopyranoside connu auparavant comme étant un métabolite
synthétisé par une transformation microbienne d'un substrat par une réaction de glucosylation
en utilisant le microorganisme Mucor hiemalis [77]. Ce composé est donc décrit pour la
premiére fois comme un produit isolé a partir d'une source naturelle et un nouveau produit

pour le genre Retama.

Figure 111.41. 6-prenylapigenin 7-O-p-glucopyranoside

Les données de la spectroscopie RMN *H et RMN 2D HSQC, HMBC sont reportés dans
le tableau 111.18

Tableau 111.18. Données de la spectroscopie RMN H (DMSO-ds; 400MHz) et RMN **C
HSQC et HMBC du composé Rs14

Position on (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) dc (ppm)
2 - - - 164,0
3 6,80 1H S 102,8
4 - - - 182,1
5 - - - 159,5
6 6,58 1H S 97,5
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Tableau 111.18. Données de la spectroscopie RMN H (DMSO-ds; 400MHz) et RMN **C
HSQC et HMBC du composé Rs14 (suite)

Position o1 (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) oc (ppm)
7 - - - 160,0
8 - - - 108,4
9 - - - 153,4
10 - - - 104,7
1 - - - 120,8
2'6' 7,91 2H d; J=8,0Hz 127,9
35 6,91 2H d; J=8,0Hz 115,5
4' - - - 161,4
5-OH 12,94 1H S -
1"a 3,63 1H m
1"b 3,44 1H m 210
2" 521 1H t; J=6,8Hz 121,8
3" - - - 130,8
4"-CHs 1,77 3H S 17,3
5"-CHs 1,61 3H S 25,9
Glucose
1" 4,99 1H d;J=7,4Hz 101,2
2" 3,30 1H m 73,0
3™ 3,29 1H m 76,0
4 3,16 1H m 69,1
5 3,40 1H m 76,6
6'"a 3,70 1H dd; J= 11,0; 3,8 Hz 60.1
6"'b 3,46 1H m ’

111.1.2.10. Elucidation structurale du composé Rs15 (Rsa 31-3)

Figure 111.42. Structure du composé Rs15

Le composé Rs15 est soluble dans le méthanol.
Le spectre de masse réalisé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI(+) (spectre 111.95)
révele la présence de deux pics pseudomoléculaire a m/z =523,503 Da [M+Na]*® et

m/z = 1023,456 Da [2M+Na]*, soit une masse moléculaire égale a 500 Da.
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Spectre 111.95. TOF/MS en mode positif du composé Rs15

L’analyse du spectre de RMN H (spectre 111.96) et son étalement (spectre 111.97)
enregistré dans le CD30D du composé Rs15 montre la présence des signaux dans la zone des
protons aromatiques :

- un singulet & 64=8,16 ppm d’intégration 1H attribuable au proton H-2 caractérisant la
structure d'une isoflavone.

- deux doublets d'intégration 2H chacun, a 6n = 7,41 ppm et a 6 = 6,88ppm (J= 8,5 Hz),
attribuables a H-2', H-6" et H-3', H-5' respectivement indiquant ainsi une substitution du cycle
B en position 4.

- un singulet a 8= 6,8 1ppm d’intégration 1H correspond au proton H-8 ou H-6 du cycle A.

La présence de ce dernier signal sur le spectre, indique une substitution des positions 5,6 et 7
ou des positions 5,7 et 8 du cycle A.

Sur le méme spectre, on remarque la présence des signaux qui caractérisent un groupement
prényle de type 3,3-DMA :

- un multiplet d’intégration 2H a 6 = 3,51 ppm attribuable au proton H-1".

- un triplet d'intégration 1H a 6 = 5,29 ppm (J = 7,1 Hz) attribuable au proton H-2".

- deux singulets d’intégration 3H chacun a 61 = 1,83 ppm et o1 =1,68 ppm indiquant la
présence de deux groupements méthyle en position C-3" numérotés 4"-CHs et 5"-CHg3

respectivement.
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Spectre 111.96. RMN 'H (CD3;0OD, 400MHz) du composé Rs15
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Spectre 111.97. Etalement du spectre RMN *H (CDsOD, 400MHz) du composé Rs15

L’étude du spectre de corrélation HSQC (spectre 111.98) permet d’effectuer les

attributions suivantes :
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Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
dc = 154,7 ppm.

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6’ et les atomes de carbone C-2’ et C-6’ permettant
ainsi leur localisation a 6c = 130,9 ppm.

De méme, une tache de corrélation entre H-3’, H-5" et les atomes de carbones C-3 et C-5°
permettant leur localisation a ¢ = 115,8 ppm.

Une tache de corrélation entre le proton a 61 =6,81 ppm et le carbone a éc = 93,8 ppm, qui
permet I’attribution de ce carbone a son proton.

Sur le méme spectre, nous avons une tache de corrélation entre les protons H-1" et I’atome de
carbone a dc = 21,0 ppm qui ne peut étre que le C-1".

Une tache de corrélation entre H-2" et un atome de carbone a ¢ = 123,0 ppm qui est le C-2".
Ce méme spectre permet I’attribution des carbones des deux méthyles, soient les protons du
méthyle a o= 1,83ppm et 1'atome de carbone a é¢c = 17,6 ppm qui est le C-4", et les protons
du méthyle a 8= 1,68ppm et I'atome de carbone a ¢ = 25,3 ppm qui est le C-5".
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Spectre 111.98. Etalement du spectre HSQC (CDsOD, 400MHz) du composé Rs15

L’étude des spectres HMBC (spectre 111.99 et 111.100) permet facilement d’attribuer les

carbones quaternaires a leurs signaux respectifs : C-4 a dc = 1822 ppm, C-4' a
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dc = 158,7ppm, C-9 a dc =157,2ppm, C-3" a oc = 130,2 ppm, C-1'a é¢c =122,8 ppm, C-3a dc
=124,9 ppm et C-10 a &¢ =107,7 ppm.

Sur les mémes spectres HMBC, le proton du cycle A résonant sous forme de singulet a
on= 6,81 ppm donne quatre taches de corrélation, la premiére avec le carbone C-10 a
dc =107,7 ppm, la deuxieme avec un carbone oxygéné a éc = 162,1 ppm qui ne peut étre que
le C-7, la troisieme avec le carbone substitué par le groupement prényle a 6c = 114,6 ppm et
la quatriéme avec le carbone C-9 a 6c = 157,2 ppm et a partir de cette derniére corrélation on
peut déduire que ce proton résonnant a 54=6,81 ppm est positionné en C-8.

- les deux protons H-1" donnent cing taches de corrélation avec les carbones C-2" a
oc = 123,0 ppm, avec C-3" a &¢ = 130,2 ppm, avec C-7 a 6c = 162,1 ppm et avec deux atomes
de carbone a ¢ = 159,83 ppm et dc = 114,61 ppm qui ne peuvent étre que les carbones C-5 et
C-6 respectivement. Ces données confirment que la position 8 est hydrogénée et le

groupement prényle est attaché a la génine en position C-6.
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Spectre 111.99. Etalement du spectre HMBC (CD3sOD, 400MHz) du composé Rs15
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Spectre 111.100. Etalement du spectre HMBC (CDs0D, 400MHz) du composé Rs15

Revenant aux spectres RMN H (spectre 111.96 et 111.97), on remarque la présence d'un
doublet a 64= 5,12 ppm d'intégration 1H (J= 7,4 Hz) caractérisant le proton anomérique d'un
glucose
Le spectre de I’expérience COSY (spectre 111.101) permet 1’identification des protons de
I’unité osidique. A partir du proton anomére repéré a 61=5,12 ppm, on relie les sept protons
du glucose :

H-2" a dw= 3,58 ppm (m), H-3"" a 6= 3,54 (m), H-4"" a én= 3,44 ppm (m), H-5" a dx= 3,52
ppm (d ;J =9,2Hz), H- 6a™ a 6= 3,94ppm (dd ; J=2,0; 12,1 Hz) et H- 6b™ a én= 3,74ppm
(dd;J=5,7;12,0 Hz).
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Spectre 111.101. COSY (CD30D, 400MHz) du composeé Rs15

L'expérience HSQC (spectre 111.102) permet d'attribuer tous les déplacements chimiques
des carbones du glucose : C-1" a éc= 101,2ppm, C-2" a dc= 74,4ppm, C-3" a 6¢=78,1ppm,
C-4" a dc=70,8ppm, C-5"" a dc= 77,6ppm, C-6" a dc= 62,1ppm.

Il s’agit d’un glucose de configuration B et reli¢ a ’aglycone par un pont oxygeéne comme
I’indique la valeur de la constante de couplage Ji~-2» = 7,4 Hz et les valeurs des déplacements

chimiques du proton anomére (61 = 5,12 ppm) et son carbone (6¢c = 101,2ppm) [78].
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Spectre 111.102. Etalement du spectre HSQC (CD3s0OD, 400MHz) du composé Rs15

La tache de corrélation observée sur le spectre HMBC entre H-1" (6= 5,12ppm) et le
carbone C-7 (dc= 162,1ppm) permet de positionner ce sucre sur ce carbone.

En calculant la masse du composé Rs15 et vu la valeur du déplacement chimique du
carbone C-5, on peut déduire que la position 5 comporte un hydroxyle.
Tous les déplacements chimiques des protons et des carbones (tableau 111.19) déterminés
conjointement par les expériences COSY (spectre 111.101), HSQC (spectre 111.98 et 111.102),
HMBC (spectre 111.99 et 111.100) et la comparaison avec les données de la littérature [79], ont
permis d’identifier le composé Rs15 comme étant le 7-O-glucosyl wighteone, connu sous le
nom genistéone représenté dans la figure 111.31.
Une recherche bibliographique a montré que cette molécule est décrite auparavant dans la

famille fabacée [79] mais elle n'a jamais été isolée du genre Retama.

Figure 111.43. Genistéone
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Tableau 111.19. Données de la spectroscopie RMN H (CD3OD; 400MHz) et RMN C

du composé Rs15

Position oH (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) oc (ppm)
2 8,16 1H S 154,7
3 - - - 124,9
4 - - - 182,2
5 - - - 159,8
6 - - - 114,6
7 - - - 162,1
8 6,81 1H S 93,8
9 - - - 157,2
10 - - - 107,7
1 - - - 122,8
2'6' 7,41 2H d; J=8,5Hz 130,9
35 6,88 2H d; J=8,5Hz 115,8
4' - - - 158,7
1" 3,51 2H m 21,0
2" 5,29 1H t; J=7,1Hz 123,0
3" - - - 132,2
4"-CHjs 1,83 3H S 17,6
5"-CHs 1,68 3H S 25,3
Glucose
1 5,12 1H d; J=7,4Hz 101,2
2" 3,58 1H m 74,4
3™ 3,54 1H m 78,1
4™ 3,44 1H m 70,8
5 3,52 1H d; J= 9,2Hz 77,6
6'"'a 3,94 1H dd; J= 2,0; 12,1 Hz 62.1
6"'b 3,74 1H dd; J= 5,7; 12,0 Hz '

111.1.2.11. Elucidation structurale du composé Rs16

Figure 111.44. Structure du composé Rs16

Le composé Rs17 a été isolé sous forme d’une poudre blanche soluble dans le DMSO.
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Le spectre de masse réalisé en mode Electrospray positif TOF-MS-ESI(+) (spectre
111.103) révele la présence de deux pics pseudomoléculaire a m/z = 455,440 Da [M+Na]" et
m/z = 887,026 Da [2M+Na]", soit une masse moléculaire égale a 432 Da.

ESi+ T 7
LC_RESP_P271 1 (0.019) [M+Na]+ TOF 1S ES+
| 100 455 440 203e2

[2M+Na]+

287 026G

| %% 200 300 400  S00 600 700 = 800 800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Spectre 111.103. TOF/MS en mode positif composé Rs16

L’examen du spectre RMN H (spectre 111.104) et son étalement (spectre 111.105)
enregistré dans le DMSO-ds montre la présence d’un ensemble de signaux caractérisant un
squelette de type isoflavone glycoslé reconnaissable par :

- un signal sous forme d’un singulet d’intégration 1H a 6n = 8,41 ppm caractéristique d’un
H-2 d’une isoflavone

- un doublet & 84 =7,40 ppm d’intégration 2H (J = 8,2 Hz) caractéristique des protons en
couplage ortho H-2' et H-6'".

- un doublet & 61 = 6,82 ppm d’intégration 2H (J = 8,2 Hz) caractéristique des protons en
couplage ortho H-3' et H-5'.

- un doublet & 61 = 6,71 ppm d’intégration 1H (J = 1,9 Hz) caractéristique d'un proton en
couplage méta attribuable a H-8.

- un doublet & 61 = 6,47 ppm d’intégration 1H (J = 1,9 Hz) caractéristique des protons en
couplage méta attribuable a H-6.

La présence de ces deux derniers signaux sur le spectre, indique une substitution des
positions 5 et 7 du cycle A.

- un singulet large a 61 =12,92 ppm caractéristique du H d'un hydroxyle en position C-5.
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Spectre 111.104. RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs16
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Spectre 111.105. Etalement du spectre RMN *H (DMSO-ds, 400MHz) du composé

L’étude du spectre de corrélation HSQC (spectre 111.106) permet d’effectuer les

attributions suivantes :
- une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone qui ne peut étre que C-2 a
oc=154,0 ppm.
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- une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et les atomes de carbone C-2’ et C-6’ permettant
ainsi leur localisation a ¢ = 129,7 ppm. De méme une tache de corrélation entre H-3’, H-5" et
les atomes de carbone C-3” et C-5’ permettant leur localisation a 6c= 114,7 ppm.

Une tache de corrélation avec H-6 et H-8 permet I’attribution de C-6 et C-8 a dc= 99,1 ppm et

6c=94,1ppm.
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Spectre 111.106. Etalement du spectre HSQC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs16

L’¢tude du spectre relatif a ’expérience HMBC et son étalement (spectre 111.107 et
111.108) met en évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, et permet de tirer
les indications suivantes :

- le proton H-2 donne une tache de corrélation avec I’atome de carbone a d¢ = 180,4 ppm qui

ne peut étre que le C-4.
- les protons H-2’;H-6" et H-2 donnent deux taches de corrélation avec I’atome de carbone a
dc = 122,3 ppm attribuable a C-3.
-les deux protons H-8 et H-2 donnent deux taches de corrélation avec le carbone a
dc = 156,9 ppm attribuable & C-9.
- les deux protons H-8 et H-6 donnent deux taches de corrélation avec le carbone a
dc = 105,8 ppm qui ne peut étre que C-10.
-le proton H-8 donne une tache de corrélation avec un atome de carbone oxygené a
dc = 162,8 ppm attribuable a C-7.
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- le proton H-6 donne une tache de corrélation avec un autre atome de carbone oxygéné a

dc = 162,2 ppm qui ne peut étre que C-5.

- le proton H-3’ ; H-5 montre une tache de corrélation avec I’atome de carbone a

dc = 120,7 ppm attribuable a C-1".

- les protons H-2’ ; H-6" et H-3” ; H-5" donnent deux taches de corrélation avec 1’atome de

carbone a d¢c = 157,2 ppm attribuable a C-4'.

- le proton 5-OH montre trois taches de corrélation qui confirment les carbones C-6, C-10 et

C-5a6c =94,1 ppm, dc =105,8 ppm et 6¢c = 162,2 ppm.
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Spectre 111.107. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs16
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Spectre 111.108. Etalement du spectre HMBC (DMSO-ds, 400MHz) du composé Rs16

Revenant sur le spectre RMN 1H (spectre 111.104 et 111.105), on observe la présence d'un
signal sous forme d'un doublet d'intégration 1H a o4 =5,05ppm avec une constante de
couplage (J=7,3 Hz) caractérisant un proton anomérique H-1" d’une entité glycosidique. La
valeur du déplacement chimique du proton ainsi que celle de son carbone 6c =99,4 ppm indique
que cette entité est reliée a I’aglycone par un pont oxygene.

On observe également sur le spectre RMN 1H la présence de trois doublets d’intégration 1H
chacun a 61 =5,36 ppm (J= 4,5 Hz), 64 = 5,08 ppm (J= 4,0 Hz) et 84 =5,02 ppm (J=5,0 Hz) et un
signal sous forme d’un triplet d’intégration 1H a on = 4,5 ppm (J= 5,7 Hz). Les valeurs des
constantes de couplage de ces noyaux sont caractéristiques de couplages vicinaux de protons de
groupements hydroxyles avec des groupements CH. Ces observations orientent vers la présence

de quatre groupements hydroxyles dans 1’entité sucre.

Les corrélations sur le spectre COSY (spectre 111.109) permettent la localisation des protons
et les groupements hydroxyles de la partie osidique comme suit :
- le proton anomérique corréle avec le signal a dv = 3,24 ppm sous forme d’un multiplet
attribuable au proton H-2" du sucre.
Cette attribution de H-2" permet la localisation de OH-2" a 4 = 5,36 ppm et H-3" a 61 = 3,27 ppm
sous forme d'un multiplet.
- attribution du proton H-3" permet la localisation de OH-3" a 64 = 5,08 ppm et celle de H-4" &

on =3,15 ppm sous forme d’un multiplet.
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- le proton H-4" permet de localiser OH-4" a 6y = 5,02 ppm et H-5" 6n =3,44ppm sous forme d'un
multiplet.

- un doublet de doublet d’intégration 1H a 6y = 3,70 ppm (J=9,9 ; 5,0 Hz) attribuable au proton
H-6"a et un multiplet a 1 = 3,45 ppm attribuable au proton H-6"b du sucre. Cette attribution de
H-6"a, H-6"b permet la localisation de OH-6" & én =4,57 ppm.
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Spectre 111.109. COSY (DMSO-ds, 400MHz) du compose Rs16

Par ailleurs, I’examen du spectre HSQC (spectre 111.110) permet la localisation des carbones
de la partie osidique : C-6" a 6c = 60,1 ppm, C-5" a 6¢c =76,6 ppm, C-4" a 6¢c =69,1 ppm, C-3" a
dc = 75,9 ppm et C-2" a ¢ =72,4 ppm.
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Spectre 111.110. Etalement du spectre HSQC (DMSO-ds; 400MHz) du composé Rs16

D’aprés les valeurs de déplacement chimique des carbones et par comparaison avec la
littérature [59], I’entité osidique est définie comme étant le glucose.
La grande valeur de constante de couplage du proton anomérique avec son voisin en C-2”’
J12»=7,3 Hz indique qu’il s’agit d’un glucose de configuration f3.
La corrélation observée sur le spectre HMBC entre le proton anomérique H-1" et le carbone
oxygeéné C-7 (6¢c = 162,8 ppm) confirme bien la substitution du carbone C-7 par le glucose.

Toutes ces données rassemblées permettent d’écrire la structure finale du composé Rs16
il s’agit : Génisteine-7-O- p —glucoside connu sous le nom de génistine [23] isolé auparavant

a partir de cette plante [80-81].

Figure 111.45. Génisteine-7-O- B —glucoside
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Les données relatives a la RMN H et la RMN 2D HSQC, HMBC sont regroupées dans le

tableau 111.20

Tableau 111.20. Données de la spectroscopie RMN H (DMSO ds; 400MHz) RMN 3C

du composé Rs16

Position on (ppm) Intégration Multiplicité; J (Hz) oc (ppm)
2 8,41 1H S 154,0
3 - - - 122,3
4 - - - 180,4
5 - - - 162,2
6 6,47 1H d; J=1,9 Hz 99,1
7 - - - 162,8
8 6,71 1H d; J=19 Hz 94,1
9 - - - 156,9
10 - - - 105,8
1 - - - 120,7
2'6' 7,40 2H d; J=8,2 Hz 129,7
3'5' 6,82 2H d; J=8,2 Hz 114,7
4 - - - 157,2
5-OH 12,92 1H S -
2"-OH 5,36 1H d; J=4,5Hz -
3"-OH 5,08 1H d; J=4,0 Hz -
4"-OH 5,02 1H d; J=5,0 Hz -
5"-OH - - - -
6"'-OH 4,57 1H d; J=5,7 Hz -
Glucose
1 5,05 1H d; J=7,3 Hz 99,4
2" 3,24 1H m 72,5
3" 3,27 1H m 75,9
4" 3,15 1H m 69,1
5" 3,44 1H m 76,6
6"a 3,70 1H dd; J=9,9; 5,0 Hz
6D 3,44 1H m 60,1
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I11.2. Analyses quantitatives des extraits de R. sphaerocarpa

111.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol
de R. sphaerocarpa (L.) Boiss a été réalisé par la méthode spectrophotométrique de Folin-
ciocalteu (FCR). La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide
gallique par g d’extrait, en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée par I’acide gallique (y = 0,002x + 0,021) avec R? = 0,997 (figure 111.46).
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Figure 111.46. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de
I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique. Les résultats
représentés dans le tableau 111.21 montrent que l'extrait acétate d'éthyle est I'extrait le plus
riche en polyphénols avec une teneur de 233,00 +1,73 mg EAG/g d’extrait, suivi par les
extraits n-butanol et chloroforme (87,50 = 0,86 et 70,33x1,15 mg EAG/g d’extrait

respectivement).

111.2.2. Dosages des flavonoides totaux

La détermination quantitative des flavonoides est réalisée par la méthode de trichlorure
d’aluminium, elle est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion aluminium ayant
une absorbance maximale a 430 nm.
La quercétine a été utilise comme étalon. La teneur en flavonoides totaux est exprimée en mg
équivalent de quercétine par g d’extrait. Les résultats sont obtenus a partir d’une courbe

d’étalonnage ayant I’équation : (y=0,015x + 0,018) avec R? = 0,993 (figure 111.47).
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Figure 111.47. Courbe d’étalonnage de la quercétine

D’apres le tableau 111.21, I'extrait acétate d'éthyle est le plus riche en flavonoides avec
une teneur 74,06£1,77 mg EQ/g d’extrait sec de la plante, suivi par les extraits n-butanol et
chloroforme (41,62+1,40 et 20,42+0,73 mg EQ/g d’extrait respectivement).

Tableau 111.21. Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits de
R. sphaerocarpa

Extraits Teneur des polyphénols Teneur des flavonoides
(mg EGA/g) (mg EQ/g)
Chloroforme 70,33t1,15 20,42+0,73
Acétate d’éthyle 233,00£1,73 74,06£1,77
n-butanol 87,50+0,86 41,62+1,40

La teneur en polyphénols et en flavonoides totaux des extraits chloroforme, acétate
d'éthyle et n-butanol obtenus lors de cette étude est plus ou moins différente que celle obtenue
par d’autre étude (Benaissa et al., 2009) [82] qui ont trouvé les résultats suivants :

- les teneurs en polyphénols totaux des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol
sont: 121,4 0,3 ; 73,9 £0,3 ; 111,7 + 0,1 (mg EGA/Q) respectivement.

- les teneurs en flavonoides totaux des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol
sont:20,9+0,2; 16,5 +0,8; 15,3+ 0,6 mg EQ/g respectivement.

Cela résulte de I'effet d'un certain nombre de facteurs :
- les facteurs climatiques et environnementaux [83]
- la méthode d’extraction et la méthode de quantification [84]

- la période et la zone de récolte.
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111.3. Résultats de I'évaluation de I'activité antioxydante des extraits de

R. sphaerocarpa

Dans la présente étude in vitro, I’activité antioxydante des trois extraits chloroforme,
acétate d'éthyle et n-butanol de R. sphaerocarpa (L.) Boiss a été déterminée par la méthode
du DPPH, ABTS et la méthode CUPRAC.

111.3.1. Test de ’activité antiradicalaire par la méthode au DPPH

Le radical DPPH, est I'un des substrats les plus utilisés pour une évaluation directe,
rapide et fiable de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité et de la simplicité¢ de
I’analyse. Les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe présentant le pourcentage
d’inhibition des différents extraits ainsi que celle des standards en fonction des concentrations

testées (figure 111.48). Les valeurs Clsg sont représentées dans le tableau 111.22

% d'inhibition = f(concentration)
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Figure 111.48. Courbes représentants le pourcentage d'inhibition du DPPH des extraits

chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol et les standards en fonction de la concentration.

L’activité antioxydante exercée sur le radical libre DPPH par les trois extraits
(chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol) est dose-dépendante (figure 111.48). Les résultats
montrent que les trois extraits présentent un effet inhibiteur modéré. L'extrait acétate d'éthyle
présente la meilleure activité par rapport aux autres extraits (ICsop= 63,30£1,66 pg/mL)
(tableau 111.22). Ceci peut étre expliqué par sa richesse en polyphénols et en flavonoides
signalé précedemment. En comparant lI'activité de cet extrait par rapport aux standards, la Clso
de I'extrait acétate d'éthyle est quatre fois plus faible que celle du BHT (Clso= 15,70+0,22
ug/mL) et dix fois plus faible que la Clso du BHA (Clso= 6,82 + 0,49 pg/mL).

En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, on remarque un écart remarquable.

L’activité antioxydante des extraits chloroforme et n-butanol des parties aériennes de
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R. sphaerocarpa obtenue par Benaissa et ces collaborateurs [82] est meilleure que celle
trouvée dans notre étude, alors que les résultats de I'extrait acétate d'éthyle sont assez proches.
Cette variation pourrait étre en fonction de la zone géographique de récolte de la plante ainsi

que les conditions d’extraction et la méthode de quantification.

111.3.2. Test de I’activité antiradicalaire a PABTS

L’ABTS est un composé organique stable utilis¢ dans [’évaluation de I'activité
antiradicalaire. Les résultats des Clso sont présentés dans le tableau 111.22
La figure 111.49 représente le graphe de variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de R. sphaerocarpa et des

standards.

% d'inhibition = f(concentration)
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Figure 111.49. Courbe de pourcentage d’inhibition de I’ABTS par les extraits chloroforme,

acétate d'éthyle et n-butanol de R. sphaerocarpa

Le pourcentage d’inhibition de I’ABTS augmente avec [’augmentation de la
concentration soit pour les standards ou pour les trois extraits testés. Les pourcentages
d’inhibition et les valeurs des Clsg révelent que les trois extraits chloroforme, acétate d'éthyle
et n-butanol ont une activité antioxydante modérée (Clso= 47,80£1,86pg/ml ; 37,97+1,06 et
102,87+1,99 respectivement), elle est inférieure a celle des deux standards BHA et BHT
(Clso=1,81+0,10ug/ml et 1,29+0,30 respectivement) (tableau 111.22).

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

L’activité antioxydante déterminée par la méthode CUPRAC est basée sur la mesure de
I’absorbance a 450 nm de la réduction du complexe stable Neocuproinecuivre (11) de couleur
bleu en présence d’un antioxydant en complexe stable Neocuproine-cuivre (I) de couleur

orange. Les résultats de I'absorbance Aoso sont resumes dans le tableau 111.22
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Les résultats du test CUPRAC de chaque extrait ainsi que des standards sont représentés par

les absorbances pour chaque concentration (figure 111.50)

Absorbance = f(concentration)
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Figure 111.50. Courbes d’absorbance des différents extraits de R. sphaerocarpa et des

standards en fonction de leurs concentrations pour le test CUPRAC

D'apres la courbe obtenue, I’activité antioxydante exercée dans la méthode CUPRAC est
dose-dépendante (figure 111.50). Les absorbances Aoso des trois extraits testés chloroforme,
acétate d'éthyle et n-butanol sont 79,58+1,53, 36,09+0,94 et 82,83+2,47 ug/mL
respectivement. On constate que 1’extrait qui a une activité significative par rapports aux
autres extraits est I’extrait acétate d’éthyle tandis que 1’extrait chloroforme manifeste une
activité presque égale a celui de I’extrait n-butanol. Cette activité inhibitrice du CUPRAC de
I'extrait acétate d'éthyle est quatre fois inferieure que le BHT (Aos0= 9,62+0,87ug/mL) et dix
fois plus faible que le standard BHA (Aos0= 3,64+0,19ug/mL) (tableau 111.23) .

Les résultats de ce test confirment les résultats des deux premiers tests.

Tableau 111.22. Valeurs Clso et Agso des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de
R. sphaerocarpa par les tests DPPH, ABTS et CUPRAC

DPPH | ABTS CUPRAC

Clso (ug/mL) Aoso (Mg/mL)
Chloroforme 145,99+1,71 47,80+1,86 79,58+1,53
Acétate d'éthyle 63,30+1,66 37,97+1,06 36,09+0,94
n-butanol 200,06+1,66 102,87+1,99 82,83+2,47
BHA 6,82+0,49 1,81+0,10 3,64+0,19
BHT 15,70£0,22 1,29+0,30 9,62+0,87

BHT: butylhydroxytoluéne, BHA: Butylhydroxyl anisole.

L’ensemble des résultats obtenus par le test au DPPH, ABTS et la méthode de la capacité

antioxydante par reduction de cuivre CUPRAC indique que l'extrait acétate d'éthyle montre

238



Chapitre I11. Résultats et discussions

un effet antioxydant plus important que les deux autres extraits, il semble que ce résultat
correle bien avec leur contenu en polyphénols et en flavonoides. Il a été reporté que I’activité
anti-radicalaire des extraits est dépendante de la teneur en polyphénols totaux et en
flavonoides [85-86].

Le pouvoir antioxydant de I’extrait chloroforme est meilleur que celui de l'extrait
n-butanol. Cela pourrait étre dii a la présence d'un ou plusieurs constituants chimiques actives
dans I'extrait chloroforme qui agissent de maniére synergique.

Une autre étude effectuée par Touati et al (2017) [61] réalisée sur des extraits

hydro-alcooligues confirme que R. sphaerocarpa possede un effet antioxydant moderé.

I11.4. Résultats de I'évaluation de I'activité antioxydante des composés isolés

a partir de R. sphaerocarpa

Certains composés ont fait 1’objet d’études concernant leurs activités anti-radicalaire ; le
composé Rsl (maximaisoflavone G) isolé a partir de I'extrait chloroforme, le composé Rs7
(génistéine) et le composé Rs9 (isoprunétine) isolés a partir de I'extrait acétate d'éthyle.
L'activité oxydante de ces composes a été évaluée par la méthode de DPPH et CUPRAC en
suivant les mémes protocoles décrits précédemment [87-88].

Figure 111.51. Structures des composés Rs1, Rs7 et Rs10 testés par DPPH et CUPRAC

111.4.1. Test de Pactivité antiradicalaire par la méthode au DPPH
Les résultats du test DPPH des trois composés isolés a partir de I'espece R. sphaerocarpa

ont été illustrés dans la figure 111.52 et les valeurs Clso sont représentées dans le tableau 111.23
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Figure 111.52. Courbes représentants le pourcentage d'inhibition du DPPH des composés Rs1,

Rs7, Rs9 et les standards en fonction de la concentration

Selon la figure précédente, les courbes des pourcentages d'inhibition des composés ainsi

que les standards ont la méme allure : plus la concentration est élevée, plus l'activité anti-
radicalaire est élevée jusqu'a atteindre un plateau.
La figure 111.52 montre que les trois composes Rs1, Rs7 et Rs9 présentent presque le méme
pourcentage d'inhibition de 66,86%, 74,55% et 70,31+0,51% respectivement a la
concentration 200 pg/ml, ces pourcentages d'inhibition puissants sont trés proches a celui du
standard BHA 79,14 % a la concentration 50 pg/ml.

Les résultats des Clso représentés dans le tableau 111.26 montrent que les composés Rs7 et
Rs9 possedent un effet antioxydant supeérieur (Clso= 45,86+1,44 et 67,86+1,32ug/mL
respectivement) par rapport au composé Rsl (Clso=124,49+1,72 pg/mL). Tandis que les trois
composés possedent un effet modéré par rapport aux standards BHT (Clso=15,70+0,22
pg/mL) et BHA (Cls0=6,82+0,49 pg/mL).

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

Les résultats du test CUPRAC des trois composés isolés a partir de I'espece
R. sphaerocarpa ont été illustrés dans la figure 111.53 et les valeurs Ao so sont représentés dans
le tableau 111.23
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Figure 111.53. Courbes d’absorbance des composés Rs1, Rs7, Rs9 et des standards en

fonction de leurs concentrations pour le test CUPRAC

Les résultats obtenus dans ce test sont en accord avec les résultats de I'essai précédant
DPPH, Rs7 et
(Aoso= 18,87+0,90 et 24,06+0,82 pg/mL respectivement) par rapport au composé Rsl

les deux composés Rs9 présentent un bon effet antioxydant
(Aoso = 47,38+0,54pg/mL). Les deux composés Rs7 et Rs9 possedent un bon effet par

rapport aux standards BHA (Aoso = 3,64+0,19ug/mL) et BHT (Ao.5=9,62+0,87 pg/mL).

Tableau 111.23. Valeurs Clso et Aosso des composés Rs1, Rs7 et Rs9 et des standards par les
tests DPPH et CUPRAC

DPPH CUPRAC

C|5o (ug/m L) Ao,so (ug/m L)
Composé 1 124,49+1,72 47,38+0,54
Composé 7 58,23+1,64 18,87+0,90
Composé 10 67,86+1,32 24,06+0,82
BHA 6,82+0,49 3,64+0,19
BHT 15,70+0,22 9,62+0,87

Il est intéressant de noter que pour les deux tests DPPH et CUPRAC, I’effet antioxydant
des trois composés décroit dans 1’ordre suivant : BHA > BHT > composé Rs7 > composé Rs9
> composé Rs1.

L'activité anti-radicalaire des trois composés étudiés pourrait étre attribuée a la présence
des sites hydroxyles donneurs d'atome d'hydrogene a un radical libre actif. En comparant les
structures des trois composes, le composé Rs7 (génistéine) qui est le plus actif par rapport aux
deux autres composés, il renferme dans sa structure trois groupements hydroxyles localisés en
position 5,7 et 4'. Il a été reporté que I'nydroxyle en position 5 est bénéfique pour l'activité

antioxydante des flavonoides [89]. Tandis que le composé Rs9 (isoprunétine) renferme deux
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groupements hydroxyles en position 7 et 4', le composé Rsl (maximaisoflavone G) posséde
un seul -OH en position 7. Nous pouvons suggerer que le pouvoir antioxydant des
isoflavonoides est corrélé au nombre de groupement hydroxyle présent dans la molécule et
spécifiqguement sur le cycle A. Une étude récente a montré que les groupements hydroxyles
présents dans le cycle A sont les facteurs majeurs influencant sur I'activité antioxdante des
isoflavonoides [90]. Tandis qu'une autre étude a montré que cette corrélation du nombre des
-OH présent dans une molécule n'est pas convenable pour I'explication de I'effet antioxydant
des isoflavonoides [91].

On peut conclure que les mécanismes détaillés responsables des propriétés antioxydantes

des phytoestrogénes ne sont pas encore entierement compris.

Conclusion

Les élucidations structurales de 16 composés obtenus a partir de 1’espéce
R. sphaerocarpa ont été réalisées par diverses méthodes d’analyse a savoir la RMN 1D, la
RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC), la spectrométrie de masse TOF/MS et la spectroscopie
UVv.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode anti-radicalaire DPPH et ABTS et
le test par réduction de cuivre CUPRAC des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol
a montré que I’extrait acétate d'éthyle posséde un pouvoir antioxydant plus important que les
autres extraits et un pouvoir modéré comparativement aux standards utilisés. Cependant, les
mémes tests DPPH et CUPRAC ont été effectués sur trois composés : maximaisoflavone G, la
génistéine et l'isoprunetine isolés a partir de cette plante. Les deux composés génistéine et
isoprunetine possedent un effet antioxydant significatif dans les tests effectués.

Résultats de I'étude phytochimique et de I'activité biologique de I'espéce
L. draba
[11.5. Résultat de I’analyse par HPLC-TOF/MS

L'extrait acétate d'éthyle de la plante Lepidium draba a été analysé par la méthode HPLC-
TOF/MS en mode négatif.

L'identification des composés phénoliques a été effectuée sur la base de leurs temps de
rétention et par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux des standards.

Les résultats de 1’analyse d'identification et de quantification par HPLC-TOF/MS sont

rassemblés dans le tableau 111.24
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Tableau I111.24. Résultats qualitative et quantitative des composés phénoliques dans I'extrait

acétate d'ethyle de la plante L. draba exprimeés en (mg composé /kg de matiére seche)

. . Concentration en (mg composé

N Composes Tr(min) /kg de matiérg sgche) g
1 Acide gallique 2,40 1,47

2 Acide gentisique 4,50 176,10
3 Acide chlorogénique 5,50 2,50
4 Catéchine 5,80 0,50

5 Acide 4-hydroxybenzoique 7,00 3880,50
6 Acide protocatéchique 7,10 92,10
7 Acide caféique 7,60 819,90
8 Acide vanillique 7,90 4,20

9 Rutine 9,20 10,80
10 4-hydroxybenzaldéhyde 1,10 9,40
11 Acide férulique 10,60 61,80
12 Hespéridine 10,80 7,11
13 Apigénine-7-glucoside 11,40 130,80
14 Acide rosmarinique 12,00 4040,00
15 Acide p-coumarique 12,10 0,90
16 Acide salicylique 13,10 24,20
17 Quercétine 14,00 1,82
18 Kaempférol 15,70 0,92
19 Acide chicorique 18,00 35,30

Une interprétation des résultats reportés dans le tableau 111.24 permet de mettre en
évidence dix-neuf composés phénoliques dont douze acides phénoliques a savoir : l'acide
gallique, l'acide gentisique, l'acide chlorogénique, l'acide 4-hydroxybenzoique, I'acide
protocatéchuique, 1’acide caféique, l'acide vanillique, l'acide férulique, l'acide rosmarinique,
I’acide p-coumarique, I’acide salicylique et 'acide chicorique et six flavonoides a savoir : la
catéchine, la rutine, I'hespéridine, I'apigénine-7-glucoside, la quercétine et le kaempférol.

Dans l'extrait ACOEt de L. draba I'acide rosmarinique présente la concentration la plus
élevée (4040 mg/kg plante) suivi par I'acide 4-hydroxybenzoique (3880,50 mg/kg plante) et
I’acide caféique (819,90 mg/kg plante). L'apigénine-7-glucoside montre une teneur
importante (130,80 mg/kg plante) alors que les autres flavonoides ont été identifiés en faible
quantité.

L'acide rosmarinique est connu par ses proprietés anti-inflammatoires et antibactériennes
[92]. L'acide 4-hydroxybenzoique est rapportés comme un composé ayant des effets
antibactériens, antifongiques, antimutagenes, anticoagulants et une activité cestrogénique [93].

L'acide caféique presente un effet cytoprotecteur sur les cellules endothéliales [94], tandis que
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les flavonoides tels que la rutine et d'autres sont connus par leurs activités antioxydantes [95],
antimicrobiennes [96], anti-inflammatoires [97] et antivirales [98].

Les acides phénoliques et les flavonoides identifiés dans I'extrait acétate d'éthyle de L. draba
sont reportés auparavant dans le genre Lepidium a I'exception de I'acide gentisique et I'acide

chicorique qui sont détectés pour la premiére fois dans ce genre [99-107].

Les structures des acides phénoliques et flavonoides sont reportées dans les figures 111.54

et 111.55 respectivement.
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Figure 111.54. Structures des acides phénoliques identifiés dans I'extrait acétate d'ethyle de
L. draba par HPLC-TOF/MS
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Figure 111.54. Structures des acides phénoliques identifiés dans I'extrait acétate d'éthyle de
L. draba par HPLC-TOF/MS (suite)
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Figure 111.55. Structures des flavonoides identifiés dans I'extrait acétate d'éthyle de L. draba
par HPLC-TOF/MS
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111.6. Résultats de I'évaluation de I'activité antioxydante des extraits de
L. draba

L’activité antioxydante in vitro des trois extraits chloroforme, acétate d'éthyle et
n-butanol de L. draba a été évaluée par cing méthodes : la méthode DPPH, la méthode
d’ABTS, la méthode du CUPRAC, le test de la chélation des métaux et enfin le pouvoir

réducteur des ions ferriques (FRAP).

111.6.1. Test de I’activité antiradicalaire par DPPH
Les résultats de D’activité antiradicalaire au DPPH des extraits chloroforme, acétate
d'éthyle et n-butanol de L. draba sont représentés dans le tableau 111.25

Selon la le tableau I11.25, L’extrait n-butanol a présenté une activité antioxydante
significative par rapport aux autres extraits (Clsp=68,31+1,22 pg /mL) et elle est modéree
comparativement aux quatre standards. Cette activité de I'extrait n-butanol est cing fois
inferieure que celle des deux standards BHT et l'acide ascorbique (Clso= 12,99+0,41
et 13,94+2,81 pg /mL respectivement) et dix fois plus faible que BHA et l'acide tannique
(Clso= 6,14+0,49 et 7,74£0,19 pg/mL respectivement). Les deux autres extraits chloroforme

et acétate d'éthyle sont trés faible comparativement aux standards.

111.6.2. Test de I’activité antiradicalaire a PABTS
Les résultats de I’activité antiradicalaire a 'ABTS des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et

n-butanol de L. draba sont représentés dans le tableau 111.25

Les reésultats des Clso du test ABTS représentés dans le tableau 111.25 ont révélé que les
trois extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de L. draba présentent une activité
modérée avec des Clso= 24,72+0,66; 39,42+0,45 et <12,5 pg/mL respectivement. L'activité
des standards BHA (Clso= 1,81£0,10 pg/mL), BHT (Clso= 1,29+0,30 pg/mL), l'acide
ascorbique (Clso= 1,74+0,10 pg/mL) et 1’acide tannique (Clsp=1,01+0,16 pg/mL) est
supérieure aux valeurs retrouvées avec tous les extraits testés.

Une différence remarquable entre les Clso obtenues par les deux tests (DPPH et ABTYS),
les valeurs sont plus faibles pour le radical ABTS. Cette différence peut étre expliquée par la
sensibilité et la capacité de ce radical a mesurer I’effet antioxydant des composés de nature
lipophile et hydrophile. A I’inverse le radical DPPH mesure 1’effet antioxydant des composés

hydrophile uniqguement [108].
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111.6.3. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)
Les résultats de 1’activité antiradicalaire au CUPRAC des extraits chloroforme, acétate
d'éthyle et n-butanol de L. draba sont représentés dans le tableau 111.25

D’aprés les résultats obtenus (tableau 111.25), I’extrait n-butanol exerce une activité
inhibitrice significative par rapport aux échantillons étudiés, avec une valeur de
Aos0= 47,64+2,29 pg/ml, suivi par I'extrait chloroforme (Agso= 69,88+0,18 ng/ml) et ensuite
I'extrait acétate d'éthyle (Aoso= 183,83+2,4 ug/ml) qui a la plus faible activité. L'extrait
n-butanol est quatre fois plus faible que I'acide ascorbique (Aos0 = 12,43+0,09 ug /ml), cing
fois plus faible que le BHT (Aoso = 9,62+0,87ug/ml) et douze fois inférieure que les deux
standards BHA et I'acide tannique (Aoso = 3,64£0,19 et 3,76+0,73ug/mL).

111.6.4. Pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP)

Nous avons étudié ’activité antioxydante des différents extraits de L. draba par la
méthode de réduction du fer (FRAP). Cette méthode est basée sur I’aptitude des antioxydants
présents dans les différents extraits a réduire le fer ferrique (Fe**) du complexe ferricyanure
de potassium en fer ferreux (Fe?*) [109].

Les Aoso des trois extraits de L. draba sont résumées dans le tableau 111.25 Les résultats
confirment les résultats des trois premiers tests, l'extrait n-butanol avec la valeur de
(A 050 = 99.33+£2.13 pg/mL) a montré la meilleure activité par rapport aux autres extraits de
cette plante. Cette activité est deux fois inferieure que celle de lacide tannique
(A o050 = 41,07+2,36 png/mL) et presque treize fois plus faibles que les deux standards BHA et
I'acide ascorbique (A o050 = 7,99+1,87 et 6,77+1,15pug/mL respectivement).

111.6.5. Test de chélation des métaux

La chélation des ions ferreux a été estimée selon la méthode de Decker et Welch (1990)

2+
[110] dont laquelle le feréne peut quantitativement former un complexe avec le fer (Fe -

ferene). La formation de ce complexe est perturbée en présence d'agents chélateurs.

Les résultats obtenus (tableau 111.25) montrent que I'extrait acétate d'éthyle présente une
activité chélatrice modérée (Clso= 152,27+0,38 pg/mL) par rapport au standard EDTA
(Clso= 12,11+0,32 pg/mL), alors que les deux autres extraits chloroforme et n-butanol ne
présentent aucune activité antioxydante dans ce test.

Ce résultat reflete nature complexe des extraits contenants des composés n'ayant pas des

sites chélateurs ou n'ont pas des affinités pour le fer.
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Tableau 111.25. Valeurs Clso et Agso des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de
L. draba par les tests DPPH, ABTS, CUPRAC, chélation du fer et FRAP

DPPH ABTS Che'igfn du ' cuPRAC FRAP
Clso (ug/mL) Aoso (Ug/mL)
Chloroforme 292,50+1,18 24,72+0,66 >800 69,88+0,18 | 144,00+1,41
Acétate d'éthyle | 305,69+1,22 39,42+0,45 152,27+0,38 | 183,83+2,47 >200
n-butanol 68,31+1,22 <12,5 - 47,64+2,29 99,33+2,13
BHA 6,14+0,49 1,81+0,10 - 3,64+0,19 7,99+1,87
BHT 12,99+0,41 1,29+0,30 9,62+0,87 >800
Acide ascorbique | 13,94+2,81 1,74+0,10 - 12,43+0,09 6,77+1,15
+
Acide tannique 7,74+0,19 1,01+0,16 - 3,76+0,73 41,07x2,36
EDTA - - 12,11+0,32 - -

BHT : butylhydroxytoluéne, BHA : Butylhydroxyl anisole, EDTA: Ethylénediaminetétraacétique

Nos résultats sont en accord avec d’autres travaux réalisés sur les extraits de L. draba qui
ont montré que I'extrait n-butanol posseéde un pouvoir réducteur assez proche a nos résultats
dans les deux essais réalisés DPPH et ABTS (Clso = 45,97 + 1,91 et 15,88 + 0,94 pg/mL
respectivement) [111]. De plus sharifi al (2015) [110] ont montré que les extraits de L. draba
possedent un effet inhibiteur significatif,

Les extraits étudiés dans notre travail présente une activité puissante par rapport a celle
rapportés par une etude realisée auparavant dans notre laboratoire [113]. Cette différence pourrait
étre due aux conditions expérimentales suivis lors de l'extraction des extraits ou lors de

I'évaluation de l'activité antioxydante.

Conclusion

La détermination et la quantification des composes phenoliques de I'extrait acetate
d’éthyle de I'espece Lepidium draba ont été réalisées par HPLC-TOF/MS. Le résultat de cette
analyse a révélé la présence de 12 acides phénoliques et 6 flavonoides.

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et
n-butanol par différentes méthodes : le test DPPH, la méthode d’ABTS, la méthode du
CUPRAC, le test de la chélation du fer et enfin le pouvoir réducteur des ions ferriques
(FRAP) a montré que les trois extraits de cette plante possedent un pouvoir antioxydant

modéré comparativement aux standards utilisés.
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Résultats de I'étude phytochimique et de I'activité biologique de I'espéce
C. atlantica

I11.7. Résultats de I'étude phytochimique

Aprés ’extraction des huiles essentielles des branches/aiguilles et des cones de Cedrus
atlantica, ces huiles ont été analysées par un chromatographe en phase gazeuse doté d’un
injecteur automatique de type Agilent HP6800. Les chromatogrammes sont représentés sur les
figures 111.56 et 111.57
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Figure 111.56. Chromatogramme de 1’analyse GC-GC/MS de I’huile essentielle extraite des
branches/aiguilles de Cedrus atlantica.
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Figure 111.57. Chromatogramme de 1’analyse GC-GC/MS de I’huile essentielle extraite des

cones de Cedrus atlantica
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Le rendement de la distillation des huiles essentielles de C. atlantica est calculé en
pourcentage (poids / poids) par rapport au poids sec de la plante. Nos résultats ont montré que
le rendement de I'huile des cones (0,051%) est meilleur que celui des branches/aiguilles
(0,017%). Cette investigation a permis d'identifier quatre-vingt-huit composeés, correspondant
a74,11% d'huile totale des branches et des aiguilles. Les principaux constituants sont classes
par ordre décroissant : cis-a-bisaboléne (19,58%), perhydrofarnésyl acétone (4,78%),
spathulénol (4,54%), 7-diméthyl-4 (E), 6-octadién-2-ol (3,51%), a-cédréne (2,31%), oxyde de
caryophyllene (2,26%), acétate de néryle (2,14%) et acide n-hexadécanoique (2,02%).

Cette enquéte a également permis d'identifier trente-sept composes, correspondant a 99,33%
d’huile totale des cones. Les principaux constituants sont: a-pinéne (46,61%), B-pinéne
(9,70%), acétate de bornyle (7,33%), D-limonéne (4,35%), D-verbénone (2,62%) et -
myrceéne (2,28%). Nous remarquons une différence significative entre la composition des
deux huiles essentielles.

La composition chimique des huiles essentielles et les pourcentages des composants
identifiés sont reportés dans les tableaux 111.26 et 111.27. Les composés sont classés par ordre
de leurs temps de rétention expérimental (TR) et de leurs indices de rétention (IR).

La comparaison de nos résultats avec des études antérieures montre des différences
qualitatives et quantitatives importantes. En effet, la plante C. atlantica qui pousse a Alger est
composée principalement de o-pinéne (17,7%), oxyde de caryophylléne (10,3%),
B-caryophyllene (9,1%) et de a-terpinéol (6,7%) [114]. Les études antérieures réalisées sur les
huiles essentielles de bois de Cedrus atlantica [115-118] ont révélé que ces huiles sont
majoritairement composées de B-himachaléne et a-himachaléne. En outre, I'huile des graines
de C. atlantica collectée dans le nord-est de I'Algérie est dominée par I'a-pinéne (37,1%),
tandis que les huiles de graines des espéces du centre de I'Algérie contiennent le diterpéne
manool (20,7%) comme composant majeur [119]. Cependant, le pourcentage élevé de a-
pinéne et la détection de cis-a-bisabolene sont signalés pour la premiére fois pour 1’huile
essentielle de Cedrus atlantica.

Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles
dépendent qualitativement et quantitativement de certains facteurs environnementaux, la
partie végétale utilisée, I'age de la plante, la période du cycle de croissance, la période de
récolte et des facteurs génétiques [116, 120]. La différence observée entre la composition
chimique des huiles essentielles du cedre de I'Atlas marocain et celles de I'Algérie pourrait
étre due a la différence de facteurs climatiques et géographiques, tels que I'altitude et le type
de sol [121].
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Tableau I11.26. Composition chimique, IR, TR et pourcentages des composants identifiés de

I'nuile essentielle des branches et des aiguilles de Cedrus atlantica

N° Composés? IRP TR %

1 a-Pinéne 946 10,03 0,31
2 B-Myrcéne 1006 13,59 0,17
3 Yomogi alcool 1015 14,24 1,07
4 dl-Limonene 1041 16,05 0,40
5 1,8-Cinéol 1043 16,20 0,15
6 2,7-diméthyl-4(E),6-octadien-2-ol 1052 16,80 3,51
7 3,3,6-triméthyl-1,5-heptadién-4-ol 1099 20,11 1,72
8 Furfuranol 1119 21,50 0,11
9 Camphor 1156 24,18 0,12
10 | Epoxy artemisia ketone 1164 24,73 0,70
11 | Bornéol 1178 25,74 0,08
12 Carvomenthene 1187 26,44 0,18
13 | o-terpinéol 1204 27,63 0,07
14 | Dicyclopropylméthanone 1213 28,24 0,24
15 | Dipropylamine 1228 29,29 0,47
16 | Cyclohexéne 1238 29,95 0,31
17 | (2)-3-Hexenyl hexanoate 1261 31,52 1,36
18 | Acétate de bornyle 1300 34,21 0,12
19 | 3-Cyclohexene-1-méthanol 1314 35,15 1,12
20 | 3-Dodecenal 1379 39,43 0,82
21 a-Copaene 1390 40,10 0,20
22 | Acétate de neryle 1402 40,91 2,14
23 | trans-Caryophyllene 1438 43,13 0,44
24 | a-Himachaleee 1462 44,63 0,43
25 | a-Humuléne 1469 45,06 1,02
26 | trans-p-Farnéséne 1475 45,43 0,07
27 a-Amorphene 1491 46,44 0,22
28 d -Germacrene 1496 46,72 0,91
29 | y-Cadinéne 1509 47,51 0,21
30 | a-Cadinéne 1516 47,89 0,71
31 | 3-Cadinéne 1539 49,28 0,11
32 | cis-a-Bisaboléne 1559 50,44 19,58
33 | Oxyde de caryophylléne 1566 50,88 1,09
34 | Ledene oxide-(I1) 1569 51,05 0,11
35 | Acide dodécanoique 1587 52,11 0,19
36 | Spathulenol 1593 52,47 4,54
37 | Oxyde de caryophylléne 1598 52,77 2,26
38 Humulene epoxide Il 1623 54,17 0,25
39 | Acétate de géranyle 1627 54,34 0,94
40 | a-Cédréne 1641 55,14 2,31
42 | t-Muurolol 1658 56,06 0,23
43 | y-Curcuméne 1663 56,32 1,36
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Tableau I11.26. Composition chimique, IR, TR et pourcentages des composants identifiés de

I'nuile essentielle des branches et des aiguilles de Cedrus atlantica (suite)

N° Composés? IRP TR %
44 | a-Cadinol 1671 56,75 0,13
45 | Aromadendrene 1673 56,91 0,33
46 | 3-n-Hexylthiane, S,S-dioxide 1694 58,05 0,19
48 | Tétradécanal 1732 60,06 0,23
49 | (2E,6E)-famesol 1741 60,50 0,24
50 | 2-hydroxy cyclopentadécanone 1743 60,65 0,19
51 | Acide myristique 1784 62,80 0,17
52 | (E)-a-Atlantone 1792 63,20 0,35
53 | Acétate de farnesyle (I11) 1861 66,69 0,73
54 | Perhydrofarnesyl acétone 1864 66,85 4,78
55 | 6-Phényl-2-tétralone 1894 68,35 0,66
56 | Linoleate d'éthyle 1905 68,89 0,74
57 | Olealdéhyde 1912 69,22 0,22
59 | Oxacycloheptadécan-2-one 1945 70,84 0,20
60 | a-Terpinoléne 1952 71,15 0,32
62 | Acide n-hexadecanoique 1991 73,04 2,02
63 | Isopimaradiéne 2006 73,71 1,05
65 | Juvabione 2036 75,10 0,28
66 | Abieta-8,11,13-triéne 2072 76,73 0,30
69 | n-Heneicosane 2120 78,92 0,46
70 | Phytol 2133 79,51 0,16
72 | n-docosane 2221 83,32 0,18
74 1,19-Eicosadiene 2245 84,34 1,07
75 | Déhydroabietinal 2284 85,99 0,10
76 | Sesquirosefurane 2308 87,00 0,46
77 | isopimarate de méthyle 2311 87,13 0,29
78 n-Tricosane 2321 87,53 0,11
79 | Acide Déhydroabiétique 2356 88,98 0,09
80 | 2,4,6-trimethyl-benzenamine 2383 90,09 0,11
81 n-Tetracosane 2420 91,53 0,15
82 | 1,21-Docosadiene 2448 92,64 0,26
83 | n-Pentacosane 2521 95,45 0,40
84 | Octadecanal 2653 100,34 0,14
85 n-Heptacosane 2719 102,78 0,11
86 | Nonacosane 2900 111,41 0,16
Composés identifiés(%) Total 74,11

TR : Temps de Rétention
a : les composés sont énumérés dans l'ordre de leur IR
b : IR Indice de Rétention mesuré par rapport aux n-alcanes (C8-C20) (colonne HP-5 MS)
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Tableau I11.27. Composition chimique, IR, TR et pourcentages des composants identifies de

I'huile essentielle des cones de Cedrus atlantica

N° Composés? IRP TR %
1 a-pinéne 952 10,31 46,61
2 Campheéne 963 10,98 1,22
3 Verbenene 969 11,29 0,26
4 | B-pinéne 993 12,74 9,70
5 B-Myrcéne 1008 13,67 2,28
6 0-Cymeéne 1039 15,83 0,78
7 D-Limonéne 1043 16,15 4,35
8 3,4-diméthyl-4-pentén-1-yn-3-ol 1102 20,31 0,47
9 a-Pinéne oxide 1112 20,96 2,19
10 | Linalool L 1116 21,28 0,68
11 | 8- Cyclogeraniolene 1120 21,56 1,12
12 | trans,cis-2-méthyl-1,3-cyclo octadiéne 1130 22,25 0,15
13 | a-Campholenal 1140 22,98 0,30
14 | trans-Pinocarveol 1152 23,85 1,29
15 | trans-Verbénol 1159 24,38 1,74
16 Pinocarvone 1176 25,55 0,83
17 | L-Bornéol 1179 25,79 1,04
18 | Terpinéne-4-ol 1191 26,64 0,60
19 Cryptone 1102 27,25 1,09
20 | a- terpinéol 1206 27,71 2,17
21 | Myrtenal 1210 28,01 1,36
22 | D-Verbénone 1224 28,95 2,62
23 | trans carvéol 1234 29,64 0,37
24 | Propanal, 2-méthyl-3-phenyl- 1253 30,99 0,17
25 I-Carvone 1258 31,30 0,25
26 2:(1—méthylcyc|opentyloxy)— 1279 32,29 0.30
tétrahydropyrane
27 | 2-méthyl-2-cyclopenten-1-ol 1290 33,51 0,20
28 | Acétate de bornyle 1302 34,35 7,33
29 | cis-Sabinol 1322 35,61 0,21
30 | E,Z-4-Ethylidene cyclohexéne 1338 36,72 0,16
31 | Acétate de géranyle 1401 40,81 0,40
32 | trans-B-farnésene 1471 45,37 1,66
33 | 13-Epimanoyl oxide 2005 73,66 0,17
34 | Epimanool 2073 76,77 4,35
35 | Abieta-8,11,13-trien-7-one 2310 87,07 0,49
36 | Tricosane 2321 87,50 0,27
37 Pentacosane 2521 95,42 0,15
Composés identifiés(%) Total 99,33

TR : Temps de Rétention
a : les composés sont énuméres dans l'ordre de leur IR
b : IR Indice de Rétention mesuré par rapport aux n-alcanes (C8-C20) (colonne HP-5 MS)
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111.8. Résultats de I'évaluation de I'activité antioxydante des huiles

essentielles de I'espéce C. atlantica

Les radicaux libres, notamment les radicaux hydroxyles, sont responsables des dégats
oxydatifs cellulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont
les protéines, les lipides et I’ADN. Pour échapper a ces graves conséquences du stress
oxydant, I’apport d’antioxydants s’avére nécessaire [122-123].

Dans ce contexte les plantes aromatiques et médicinales et particulierement leurs huiles
essentielles ont fait 1’objet de plusieurs recherches. Ces huiles représentent un groupe trés
intéressant, qui sont dotés de propriétés antioxydantes. Dans la présente étude, le pouvoir
antioxydant des huiles essentielles extraites des branches et aiguilles et des cbnes de

C. atlantica a été réalisé par la méthode de piégeage du radical DPPH et du radical hydroxyle.

111.8.1. Piégeage du radical DPPH

Les résultats de D’activité antiradicalaire au DPPH des huiles essentielles extraites de
C. atlantica sont représentés dans la figure 111.58

1%

L
==Huilles essensielles des branches et aiguilles
——Huilles essenticlles des cones

Vitamine (

Plézenge du randicsd DPPH (%)

LJ S0 100 15 00

Concentration (ug'ml)

Figure 111.58. Piégeage du radical stable DPPH des huiles essentielles extraites des branches

et aiguilles et des cones de C. atlantica (n=3)

L activité antioxydante exercée sur le radical libre DPPH par les deux huiles essentielles
est dose-dépendante (figure 111.58). A la concentration 200 pg/mL, les huiles essentielles des
branches et aiguilles et des cones de C. atlantica ont données une activité antioxydante de
I’ordre de 41,4% et 30,5% respectivement (figure 111.58). La vitamine C a révéler une trés
bonne activité de I’ordre de 87% (a 50pug/mL).
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111.8.2. Piégeage du radical hydroxyle
Les résultats de I’activité du piégeage du radical hydroxyle des huiles essentielles
extraites de C. atlantica sont représentés dans la figure 111.59
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Figure 111.59. Piégeage du radical hydroxyle des huiles essentielles extraites des branches et

aiguilles et des cones de C. atlantica (n=3)

Le piégeage du radical hydroxyle augmente avec 1’augmentation de la concentration soit
pour la vitamine C ou pour les deux huiles essentielles testées. A la concentration de 200
ug/mL, les huiles essentielles extraites des branches et aiguilles et des cOnes de la plante
C. atlantica ont montré une activité antioxydante intéressante de l'ordre de 53,5% et 29,7%
respectivement (figure 111.59). A la méme concentration, la vitamine C a montré une activité

antioxydante puissante de I'ordre de 76,5ug/mL.

Les résultats obtenus ont montré ’existence d’une activité antioxydante intéressante.
L’activité anti-radicalaire des deux huiles essentielles étudiées pourrait étre attribuée a la
présence de composés bioactives. Il a déja eété démontré que les huiles essentielles sont
responsables de I’activité de piégeage radicale, di a la facilité de leur donation de 1'atome de

I'nydrogéne a un radical libre actif [124-125].

Conclusion

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles des branches et aiguilles et des
cones de Cedrus atlantica a conduit a l'identification de 88 composes représentant 74,11% de
I'nuile essentielle totale des branches et aiguilles et a 1’identification de 37 constituants
représentant 99,33% de [I'huile essentielle totale des cones. Ces résultats différent

considérablement de ceux obtenus auparavant sur les huiles essentielles de cette espéce.
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Les résultats des tests de piégeage du radical DPPH et du radical hydroxyle obtenus in
vitro ont montré que ces huiles essentielles possédent une activité antioxydante puissante. Ces
résultats ne constituent qu’une premicre étape dans la recherche de substances naturelles
biologiquement actives. Des essais complémentaires seront nécessaires afin de trouver des
formulations pour I’utilisation des propriétés antioxydants de ces huiles essenticlles dans les

domaines de I’industrie alimentaire et pharmaceutique.
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Conclusion générale

Au cours du présent travail trois especes végétales algériennes ont été investigées
chimiguement et biologiquement. Il s’agit de Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium
draba (L.) et Cedrus atlantica.

Les travaux de séparation, de purification et d’identification des composés de I'extrait
chloroforme et acétate d'éthyle de R.sphaerocarpa ont permis I’isolement de 27 produits purs
composés dont deux sont décrit pour la premiére fois dans la littérature et neuf dans le genre.
Nous avons pu établir a I’heure actuelle, la structure de 16 composeés qui sont classés comme
suit :

-10 isoflavonoides dont un prenylé, un isoflavonoide glucosylé et un isoflavonoide prenylé
glucosylé

- trois flavonoides prenylés dont un flavonoide prenylé glucosylé décrit pour la premiéere
comme un produit isolé a partir d'une source naturelle

- un ptérocarpane

- une dihydrochalcone

- un mégastigmane de type nor-isoprenoide

Les deux composeés présentant de nouvelles structures font actuellement I’objet d’un travail au
laboratoire de I'Instituto di Chimica Biomolecolare, Consiglio Nazionale delle Ricerche,

Pozzuoli (Naples) Italie, qui permettra de compléter la caractérisation chimique et biologique.

L’ analyse de lafraction acétate d'éhyle de I'espece Lepidium draba (L.) a été réalisée par
HPLC-TOF/MS. Le résultat de cette analyse a révélé la présence de douze acides phénoliques

et six flavonoides.

Les huiles essentielles de I’espéce Cedrus atlantica, obtenues a partir d'une distillation
par entrainement a la vapeur des branches/aiguilles et des cdnes ont été caractérisées. 88
composes représentant 74,11% de I'huile essentielle totale des branches/aiguilles et 37
constituants représentant 99,33% de I'huile essentielle totale des cones. Ces huiles sont
majoritairement composée de : cis-a-bisaboléne, perhydrofarnésyl acétone, spathulénol
(cones) et -pinene,  B-pinéne, acétate de bornyle, D-limonéne (branches/aiguilles).
D’un point de vue chimiotaxonomique, la composition chimique de I’espece Cedrus atlantica
révéle une différence considérable entre nos résultats et ceux obtenus auparavant avec la

méme espéece.

268



Conclusion générale

L’isolement de tous ces composés a été effectue a I'aide de methodes
chromatographiques : chromatographie sur colonne de gel de silice normae (CC),
chromatographie sur plagues préparatives de silice normale (CPP).

Les structures des produits isolés ont été établies par analyse spectrale, principalement
des expériences de RMN (°C, *H, COSY, HSQC et HMBC), de spectrométrie de masse avec
ionisation par electrospray (TOF/MS), la spectroscopie UV et la comparaison de leurs

données spectroscopiques avec celles rapportées dans lalittérature.

Une anayse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux a été effectuée sur les
trois extraits de R.sphaerocarpa. Les résultats montrent que I'extrait acétate d'éthyle est I'extrait le

plus riche en composeés phénoliques.

L’activité antioxydante des différents extraits de R.sphaerocarpa et des isoflavonoides
Rsl, Rs7 et RS9 a été évalué. Les trois extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol
présentent un effet antioxydant modéré comparativement aux standards utilisés. La capacité
anti-radicalaire la plus éevée par rapport aux autres extraits a été observée dans le cas de la
fraction acétate d'éhyle, ce qui prouve la dépendance de I'activité antioxydante et la teneur
totale en composes phénoliques des extraits.

Le pouvoir antioxydant des isoflavonoides est corrélé au nombre de groupement hydroxyle
présent dans la molécule et spécifiquement sur le cycle A.

L’activité antioxydante des extraits chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol de I'espece
L.draba (L.) a éé évaué par la combinaison de cing technigues complémentaires: le test
DPPH, la méethode d’ABTS, la méthode du CUPRAC, le test de la chélation du fer et enfin le
pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP). Les trois extraits de cette plante ont enregistré

un pouvoir antioxydant modéré comparativement aux standards utilisés.

L'effet antioxydant des huiles essentielles de C.atlantica a été évalué, en utilisant le test
de piégeage du radical DPPH et du radical hydroxyle. Les résultats montrent une activité
antioxydante puissante de ces huiles.

Des éudes complémentaires seront nécessaires pour mieux évaluer la composition

chimique et d’autres activités biologiques de ces trois espéces.
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Abstract: The aim of this study was to identify and quantify the phenolic compounds of the Ethyl
acetate extract from Lepidium draba using HPLC-TOF/MS; and to investigate the antioxidant potencies. In
this work, we have found that the Ethyl acetate soluble fraction of L. draba is a good source of antioxidant,
which is the result of its phenolic acids and flavonoids. Five methods were conducted, to determine the antioxidant
components of the Ethyl acetate extract: DPPH, ABTS, CUPRAC, Reducing power assay and Metal chelating
assay. Nineteen compounds from which 13 phenolic acids and 6 flavonoids known for their pharmacological
properties were identified by using HPLC-TOF/MS technique: Gallic acid, Gentisic acid, Chlorogenic acid, 4-
Hydroxy benzoic acid, Protocatechuic acid, Caffeic acid, Vanillic acid, 4-hydroxybenzaldehyde, p-coumaric
acid, Chicoric acid, Ferulic acid, Rosmarinic acid, Salicylic acid, Catechin, Rutin, Hesperidin, Apigenin-7-
glucoside, Quercetin, and Kaempferol. All These compounds were identified and quantified in Lepidium draba
for the first time. The IC, and A, of the Ethyl acetate extract were 305.69+1.22, 39.42+0.45, 152.27+0.38

and 183.83+2.47 ug/mL in DPPH, ABTS, Metal chelating assay, and CUPRAC. However, the results indicate
that L. draba is a good source of natural antioxidants.

Key words: Lepidium draba, HPLC-TOF/MS, phenolic acids, antioxidant activity.

Introduction oxidants are class of molecules, which are con-

Oxidative stress is a new concept that has been  sidered as an essential part of optimal health ',
widely implicated in biomedical sciences during Phenolic compounds as secondary metabolites
the last 20 years. It causes different diseases such  have the potential to act as natural antioxidants 2.
as cancer, hypertension and Diabetes etc. Anti- The genus Lepidium, which belongs to the
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Brassicaceae family contains about 250 species
3, it mainly consists of alkaloids, saponins, anthr-
acene glycosides, carbohydrates, proteins, amino
acids, flavanoids, and sterols °. Lepidium draba
L. (Brassicaceae; syn. Cardaria draba) called
Haref machriki, which is a perennial herb with a
stout, deep tap-root and branched woody root-
stock. Flowering stems somewhat angular, 20-90
cm high, erect, rigid, with short adpressed, simple
hairs, branched above with numerous leaves °. It
is indigenous to Southwestern, Central Asia 7,
Europe #, North America ° and North Africa in-
cluding Algeria '°.

Very little data on compositional studies of
Lepidium draba exists "', In previous studies
we reported some flavonoids from aerial parts of
this plant and we investigated the antioxidant
activity of n-butanol extract using only free radi-
cal-scavenging assay DPPH '8, The purpose of
the present work was the identification and quan-
tification of phenolic compounds present in the
ethyl acetate extract using HPLC-TOF/MS; and
it was subjected to DPPH radical scavenging ac-
tivity, ABTS, CUPRAC, reducing power; and
metal chelate tests to evaluate the antioxidant
activities.

Materials and methods
Plant material

Aerial parts of Lepidium draba L. were colle-
cted from M’sila, located in the Northeastern of
Algeria in May 2014 and authenticated by the
botanist Dr. Khellaf Rebbas of M’Sila Univer-
sity. The voucher specimen (SB/KR, 002) is main-
tained in the botanical laboratory of the depart-
ment.

Preparation of extracts

Air-dried and powdered aerial parts (1200 g)
of Lepidium draba L. were exhaustively extracted
from maceration with methanol /water (80/20) at
room temperature. After filtration, evaporation of
the solvent under reduced pressure and tempera-
ture. The residue was dissolved in water and ex-
tracted with chloroform, ethyl acetate and n-bu-
tanol. The organic solutions were concentrated
in vacuum (up to 35°C) to obtain the following
extracts CHCI, (1.96 g), EtOAc (8.46 g) and n-
butanol (3.18 g).

Quantitative analysis by HPLC-TOF/MS ana-
lysis

The quantification of flavonoids, phenolic ac-
ids in the ethyl acetate extract was carried out
using 1260 Infinity HPLC system (Agilent tech-
nology) coupled with TOF (6210 Time of Flight)
LC/MS detector and ZORBAX SB-CI18 (4.6 x
100 mm, 3.5 um) column. The mobile phase com-
prised of solvent mixtures (A) water (ultra-pure)
with 0.1 % formic acid and (B) acetonitrile, res-
pectively. The flow rate was 0.6 mL min™'. The
column temperature was maintained at 35°C. The
solvent program was as follows: 0-1 min 10 % B;
1-20 min 50 % B; 20-23 min 80 % B; 23-30 min
10 % B. The injection volume was 10 pL. Ioniza-
tion mode of HPLC-TOF/MS instrument was
negative operating with nitrogen gas at 325°C,
and the gas flow of 10.0 L/min, nebulizer of 40
psi, capillary voltage of 3500 V; finally, fragmen-
tor voltage of 175 V. The EtOAc extract (200
ppm) was dissolved in methanol at room tempera-
ture. The particulates of the samples were re-
moved using a PVDF (0.45 um) filter . The lim-
its of detection were found to be between 25 and
2500 ppb using HPLC-TOF/MS.

Antioxidant activity
Antioxidant activity by DPPH assay

The antioxidant activity was established accord-
ing to method described by Blois 2. In the radical
form, DPPH has a deep violet color and it pale
yellow when presence of antioxidant product fol-
lowed by decreases in its absorbance. Briefly, in
a 96-well plate, 160 ul of DPPH" solution at 0.1
mM was added with 40 pul of sample solutions in
methanol at different concentrations. The plate
was kept in the dark at room temperature. The
absorbance was measured at 517 nm after 30 mn
of incubation. BHA, BHT, ascorbic acid and tan-
nic acid were used as antioxidant standards for
comparison of the activity. The scavenging ac-
tivity of the extract was calculated using the fol-
lowing equation:

control

DPPH scavenging effect (%) =

sample

x 100

control
where A and A are the absorbances of
control sample i
the reference and sample obtained from the UV-

visible spectrophotometer, respectively.
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Antioxidant activity by ABTS assay

The ABTS" scavenging activity was evaluated
according to the method of Apak et al.,*'. The
ABTS*solution was prepared by the mixture of
7 mM ABTS with 2.45 mM potassium persulfate
using the water as solvent. The ABTS* solution
was diluted in ethanol or water to get an absor-
bance of 0.708+0.025 at 734 nm. In each well
the reaction mixture containing 40 UL of sample
solution in methanol at different concentrations
and 160 UL of ABTS"" solution. After incuba-
tion is complete, the absorbance was measured
at 734 nm using a 96-well microplate reader.
Each assay for all samples was carried out in
triplicate. BHA, BHT, ascorbic acid and tannic
acid were used as antioxidant standards for com-
parison of the activity. Percentage inhibition of
all samples was calculated using the following
equation:

ABTS radical scavenging activity (%) =[A
-A /A1 x 100

sample

control

control

where A | and A are the absorbances of
the reference and sample obtained from the UV-

visible spectrophotometer, respectively.

Cupric reducing antioxidant capacity
(CUPRACQ)

The CUPRAC was determined according to the
method described previously 222, 40 ul of the
Ethyl acetate solution at different concentrations
and 50 pl of CuCl, solution (10 mM) were added
into a 96 well round-bottomed plate. Following
this, 50 pul of neocuproine solution (7.5 mM) and
60 ul of NH,Ac buffer (1 M, pH 7.0) solution
were given to each well. After 60 min the absor-
bance was measured at 450 nm. Results were
given as A, corresponding to the concentration
indicating 50 % absorbance intensity compared
with the absorbance of BHA, BHT, ascorbic acid
and tannic acid, which were used as antioxidant
standards.

Reducing power assay

The reducing power of ethyl acetate extract was
determined according to the method of Oyaizu
(1986) 2. 10 ul of sample solutions at different
amounts were mixed with 40 pl of 0.2 M phos-

phate buffer (pH 6.6) and 50 ul of potassium fer-
ricyanide (1 %). The mixture was incubated at
50°C for 20 min, 50 pl of trichloroacetic acid
(10 %) were added. The solutions obtained was
mixed with distilled water (40 pl) and 10 pl of
ferric chloride (0.1 %), and the absorbance was
measured at 700 nm. Higher absorbance of the
reaction mixture indicates greater reducing power.
BHT, BHA, ascorbic and tannic acid were used
as antioxidant standards for comparison of the
activity. The increase of reducing power by the
extract and standard was calculated as follows:

% Reducing power = [(A__ /A )-1]x 100

test blank

Where, A and A, are absorbance of sample
and blank solutions, respectively.

Metal chelating activity assay

The ferrous ion chelating potential of ethyl ace-
tate extract of L. draba was measured according
to the method of (Decker and Welch with slight
modifications *. 40 uL of FeCl, (0.2 mM) was
mixed at ethyl acetate extract of different con-
centrations. The reaction was initiated by the ad-
dition of ferene (0.5 mM). The mixture was
shaken well then incubated for 10 min at room
temperature. Absorbance was determined at 593
nm. EDTA was used as antioxidant standard and
percent chelation was calculated using the fol-
lowing equation. The results were given as IC_
value (mg/mL) (50 % inhibition):

FE*? chelating effect (%) = [A
Acontrol] X 100

control sample

Statistical analyses
All the experimental results are mentioned as a
mean =+ standard deviation of three trials.

Results
Identification and quantification of compounds
by HPLC-TOF/MS analysis

The ethyl acetate extract was obtained from the
aerial parts of L. draba and analyzed by HPLC-
TOF/MS. The identification of individual com-
pounds were performed on the basis of their re-
tention times and mass spectrometry by compari-
son with those of different standards.

Nineteen compounds were identified and listed
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Table 1. HPLC-TOF/MS analysis of ethyl acetate extract of Lepidium draba L.

No. Compounds Contents (mg/kg plant) RT (min)
1 Gallic acid 1.47 2.40
2 Gentisic acid 176.10 4.50
3 Chlorogenic acid 2.50 5.50
4  Catechin 0.50 5.80
5  4-Hydroxy benzoic acid 3880.50 7.00
6  Protocatechuic acid 92.10 7.10
7  Caffeic acid 819.90 7.60
8  Vanillic acid 4.20 7.90
9 Rutin 10.80 9.20

10 4-hydroxybenzaldehyde 1.10 9.40

11 Ferulic acid 61.80 10.60

12 Hesperidin 7.11 10.80

13 Apigenin-7-glucoside 130.80 11.40

14  Rosmarinic acid 4040.00 12.00

15 p-Coumaric acid 0.90 12.10

16  Salisylic acid 24.20 13.10

17  Quercetin 1.82 14.00

18  Kaempferol 0.92 15.70

19  Chicoric acid 35.30 18.00

in table 1. As it can be seen, the analyzed extract
comprises, phenolic acids and flavonoids. These
phenolic acids were identified as gallic acid, gen-
tisic acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid,
vanillic acid, 4-hydroxybenzaldehyde, p-coum-
aric acid, chicoric acid, ferulic acid, salisylic acid.
rosmarinic acid have the highest concentration
4040 mg/kg followed by 4-hydroxybenzoic acid
3880.5 mg/kg and caffeic acid 819.9 mg/kg.
While, flavonoids were identified as catechin,
rutin, hesperdin, apigenin-7-glucoside, quercetin
and kaempferol.

Determination of anti-oxidant activity

In this study the antioxidant activity of ethyl
acetate extract from L. draba. was evaluated by
five different methods: DPPH, ABTS, reducing
power, CUPRAC and metal chelating tests. The
results, except for CUPRAC and reducing power
assay, were recorded as IC, . As shown in table 2
the antioxidant activity of the tested extract was
compared to those of standards BHA, BHT, ascor-
bic acid, tannic acid and EDTA. The extract dis-
played a good activity in ABTS (A, = 39.42+

0.50

0.45 pg/mL), in the metal chelating (IC, =152.27+
0.38 ug/mL) and in CUPRAC (IC, = 183.83+2.47
ug/mL). In DPPH the ethyl acetate extract exhi-
bited a fairly well activity (305.69+1.22 ug/mL).
It was observed that in reducing power, the anti-
oxidant activity was lower than those found for
antioxidant standards (A ,,>800 ug/mL)
Discussion

The analysis of the ethyl acetate extract from
Lepidium draba using HPLC-TOF/MS reveals the
presence of the phenolic acids and flavonoids.
These compounds showing relevant antioxidant
properties *°. Flavonoids and phenolic acids are
the most important groups of secondary metabo-
lites and bioactive compounds in plants.
Rosmarinic acid, 4-Hydroxy benzoic acid and
caffeic acid were the main components of ethyl
acetate extract. Rosmarinic acid has beneficial
properties, including anti-inflammatory and anti-
bacterial effects ?’. 4-Hydroxy benzoic acid was
reported to have antibacterial, antifungal, anti-
algal, antimutagenic, antisickling and estrogenic
activities 28, Caffeic acid exhibits cytoprotective
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Table 2. IC,, and A, values of antioxidant activity of ethyl acetate extract by
the DPPH, CUPRAC, ABTS, reducing power and metal chelating assays
Antioxidant activity
DPPH assay ABTS  Metal chelating CUPRAC Reducing
assay assay assay power assay
IC,, (ug/mL) A, (ng/mL)
Ethyl acetate extract 305.69+1.22  39.42+0.45 152.27+0.38 183.83+2.47 >800
BHA® 6.14+0.41 1.81+0.10 NT 5.35+0.71 7.99+1.87
BHT® 12.99+0.41 1.29+0.30 NT 8.97+3.94 >800
Ascorbic acid ® 13.94+2.81 1.74+0.10 NT 12.43+0.09 6.77+1.15
Tannic acid ° 7.74+0.19 1.01+0.16 NT 3.76+£0.73  41.07+£2.36
EDTA® NT NT 12.11+0.32 NT NT
1IC,, and A, values expressed are means + SD of three parallel measurements (p < 0.05)

®Reference compounds: BHA: butylated hydroxyanisole; BHT: butylated hydroxytoluene;
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid,; NT: Not tested

effect on endothelial cells against oxidized low
density lipoprotein and inhibits the oxidation of
lipoprotein ¥, whereas flavonoids such as rutin
and others are well known to have special acti-
vities such as antioxidant *°, antimicrobial ', anti-
inflammatory 32, antiviral 33, cardiovascular pro-
tection and antitumor effects **. Antioxidant ca-
pacity of L. draba was performed using five meth-
ods in parallel because different methods could
give different results. The results in table 2 re-
veal that the ethyl acetate extract of L. draba pos-
sesses a good antioxidant activity. The antioxi-
dant effect is because of the presence of fla-
vonoids such as rutin, kaempferol, caffeic acid
and rosmarininc acid *. All these results are in
agreement with other studies about other species
of Lepidium genus *>'3,

Conclusion
The present study evaluates the antioxidant acti-

References

vity of ethyl acetate extract from aerial part of L.
draba. The extract possesses good antioxidative
properties in vitro. The activity is confirmed by
HPLC-TOF/MS analysis that reveals the presence
of phenolic acids: gallic acid, gentisic acid, chlo-
rogenic acid, 4-hydroxy benzoic acid, protocat-
echuic acid, caffeic acid, vanilic acid, 4-hydroxy-
benzaldehyde, p-coumaric acid, chicoric acid,
ferulic acid, rosmarinic acid, salisilic acid, and
flavonoids: catechin, rutin, hesperidin, apigenin-
7-glucoside, quercetin and kaempferol. L. draba
demonstrates an important antioxidant activity;
It serves as well as a source of various bioactive
products, including phenolic ompounds and Fla-
vonoids.

Acknowledgments

This study was supported by Algerian Min-
istry of Higher Education and Scientific Res-
earch.

1. Shastri, A., Srivastava, R., Jyoti, B., Gupta, M. (2016). The antioxidants-scavengers of free
radicals for immunity boosting and human health/ overall well being. International Journal of
Contemporary Medical Research. 3(10): 2918-2923.

2. Thaipong, K., Boonprakob, U., Crosby, K., Zevallos, L..C., Byrne, D.H. (2006). Comparison
of ABTS,DPPH, FRAP and ORAC assay for estimating antioxidant activity from guava fruit
extracts. J. Food Compos. Anal. 19: 669-75.

3. Dunja, S., Pavlovic, L., Branka, S.S. (2016). White cabbage (Brassica oleracea var. capitata f.



Bensaid Sara Ouissem et al., / TBAP 8 (4) 2018 pp 265 - 271 270

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

alba): botanical, phytochemical and pharmacological overview. Phytochemistry Reviews. 16(1):
117-135.

Esparza, E., Hadzich, A. , Kofer, W. , Mithofer, A., Cosio, E.G. (2015). Bioactive maca
(Lepidium meyenii) alkamides are a result of traditional Andean postharvest drying practices.
Phytochemistry. 116: 138-148.

Prajapati, V.D., Miheriya, P.M., Girishk, J., Patil, P.D. (2014). Lepidium sativum Linn. A
current addition to the family of mucilage and its applications. Internatonal of Biological Macro-
molecules. 65: 72-80

Scurfield, G. (1962). Cardaria draba (L.) Desv. (Lepidium draba L.). J. Ecol. 50: 489-499.
Mulligan, G. A., Frankton, C. (1962). Taxonomy of the genus Cardaria with particular reference
to the species introduced into North America. Canadian Journal of Botany. 40: 1411-1425.
Hegi, G. (1986). Illustriertte Flora von Mitteleuropa, Spermatophyta, Band I'V Teil 1, Angio-
spermae, Dicotyledones 2. Berlin: Paul Parey..

Groh, H. (1940). Turkestan alfalfa as a medium of weed introduction. Scientific Agriculture. 21:
36-43.

Maire, R. (1962). Flore de I’ Afrique du nord. Vol. 8, Edition Lechevalier, France. 97-99.
Kurkin,V.A., Zapesochnaya, G.G., Krivenchuk, P.E. (1981). Flavonoids of Orobus vernus,
Lepidium draba and Lepidium ruderale. Khimiya Prirodnykh Soedinenii. 5: 661-662.

Fursa, N.S., Litvinenko, V.I., Krivenchuk, P.E. (1970). Flavonol glycosides of Lepidium lati-
folium and Lepidium draba. Rastitel’nye Resursy. 6: 567-571.

Prochazka, Z. (1950). Isolation of sulforaphane from Lepidium draba. Preliminary commun,
Collection of Czechoslovak Chemical Communications. 24: 2429-2430.

Miri, A., Sharifi, R.J., Sharifi, R. M. and Teixeira da Silva, J.A. (2013). Allelopathic activity
of medical plant, Cardaria draba (Lepidium draba L.). Annals of Biological Research. 4(6): 76-
79.

AlMarzoqi, A.H, Al khafaji, N.M.S. and kadhim, R.A. (2015). Influence of the crude Phenolic
alkaloid and terpenoid compounds extracts of Cardaria draba (Lepidium draba L) on human
pathogenic bacteria. World Journal of Pharmaceutical Research. 4(6): 456-460.

Yaghooti, F., Sani, A.M. (2015). Antibacterial activity of methanolic extracts from Cotoneaster
nummularioides, Cynodon dactylon and Cardaria draba on typical food-borne pathogens.
International. Journal of Biosciences. 6(2): 349-356.

Chyad, A.H. (2017). Evaluation of anticancer, analgesic and anti-inflammatory activities of the
ethanolic extract of Lepidium draba Linn. Leaves. Adv. Anim. Vet. Sci. 5(1): 7-13.

Bicha, S., Benmekhebi, L., Boubekri, N., Rebbas, K., Brouard, 1., Zama, D., Benayache, S.
and Benayache, F. (2016). Compositional study, antibacterial and antioxidant potential of
Lepidium draba L. (Brassicaceae). RIPBCS.7 (2): 284-287.

Blois, M..S. (1958). Antioxidant determinations by the use of a stable Free Radical. Nature. 4617
(181): 1119-1200.

Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., Rice-Evans, C. (1999). Antioxidant
activity applying an improved ABTS radical cationdecolorizationassay. Free Radical Bio. Med.
26: 1231-1237.

Apak, R., Guclu, K., Ozyurek, M., Karademir, S.E (2004). Novel total antioxidant capacity
index for dietary polyphenols and vitamins C and E, using their cupric ion reducing capability in
the presence of neocuproine: CUPRAC method. J. Agric. Food Chem. 52(26): 7970-7981.
Bensouici, C., Kabouche, A., Karioti, A., Ozturk, M., Duru, M.E., Bilia, A.R., Kabouche Z.
(2016). Compounds from Sedum caeruleum with antioxidant, anticholinesterase, and antibacterial
activities. Pharm Biol. 54: 174-179.

Oyaizu, M. (1986). Studies on products of browning reactions: antioxidative activities of browning



Bensaid Sara Ouissem et al., / TBAP 8 (4) 2018 pp 265 - 271 271

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

reaction prepared from glucosamine. Jpn. J. Nutr. 44: 307-315.

Decker, E.A., Welch, B. (1990). Role of ferritin as a lipid oxidationcatalyst in muscle food.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 38: 674-677.

Abay, G., Altun, M., Koldas, S., Tufekci, A.R., Demirtas, I. (2015). Determination of anti-
proliferative activities of volatile contents and HPLC profiles of dicranumscoparium (Dicranaceae,
Bryophyta). Comb. Chem. High T. Scr. 18: 453-63.

Chirinos, R., Campos, D., Warnier, M., Pedreschi, R., Rees, J.F., Larondelle, Y. (2008).
Antioxidant properties of mashua (Tropaeolum tuberosum) phenolic extracts against oxidative
damage using biological in vitro assays. Food Chem. 111: 98-105.

Gomes, C.A., da Cruz, T.G., Andrade, J.L., Milhazes, N., Borges, F., Marques, M.P. (2003).
Anticancer Activity of Phenolic Acids of Natural or Synthetic Origin: A Structure Activity Study.
J. Med. Chem. 46: 5395-5401.

Iswandana, R., Pham, B.T., Van Haften, W.T., Luangnon, K.T., Oosterhuis, D., Musaers
H.A., Olinga, P. (2016). Organ and species-specific biological activity of rosmarinic acid. Toxicol
in vitro. 32: 261-268.

Oksana, S., Marian, B., Mahendra, R. and Hong, Bo. S. (2012). Plant phenolic compounds
for food pharmaceutical and cosmetifis production. Journal of Medicinal Plants Research. 6:
2526-2539.

Yamada, J., Tomita, Y. (1996). Antimutagenic activity of caffeic acid and related Compounds.
Biosci. Biotech. Biochem. 60: 328-329.

Laughton, M.J., Evans, P.J.,Moroney, M.A., Hoult, J.R, Halliwell, B. (1991). Inhibition of
mammalian 5-lipoxygenase and cyclooxygenase by flavonoids and phenolic dietary additives.
Relationship to antioxidant activity and to iron ion reducing ability. Biochem. Pharmacol. 42(9):
1673-81.

Cushnie, T.P., Lamb, A.J. (2005). Antimicrobial activity of flavonoids. Int. J. Antimicrob. Agents.
26: 343-356.

Eldahshan, O.A., Azab, S.S. (2012). Anti-inflammatory Effect of Apigenin-7-Neohesperidoside
(Rhoifolin) in Carrageenin Induced Rat Oedema Model. Journal of Applied Pharmaceutical
Science. 2(8): 74-79.

Chiang, L.C., Chiang,W., Liu, M.C., Lin, C.C. (2003). In vitro antiviral activities of Caesalpinia
pulcherrima and its related flavonoids. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 52(2): 194-198.
Remesy et al. (1996). Intérét nutritionnel des flavonoides = Nutritional interest of flavonoids,
Médecine et Nutrition. 32(1): 17-27.



IJBPAS, October, 2021, 10(10): X-X
ISSN: 22774998

 §
(P J  Indernational Journal of Biology. Pharmaey

,,E; F and Allied Sciences (IJBPAS)
- k J ‘A Bridgs Between Cabormory ad Readsr’
A
. W S i WWW.ijbpas.com

CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT POTENTIAL OF BRANCH,
NEEDLE, CONE OILS OF CEDRUS ATLANTICA, ANTIOXIDANT PROPERTIES
FROM AURES REGION (ALGERIA)

BENSAID S O', BAALI N, FADEL H', BENSOUICI C’, AKKAL S', BICHA S"

1: Research Unit: Valorization of Natural resources, Bioactive molecules and Analyses
Physicochemical and Biological (VARENBIOMOL), Department of Chemistry, Faculty of
Science, University Mentouri-Constantine 1, 25000 Constantine, Algeria.

2: Laboratory of Biology and Environement, Faculty of Sciences of Nature and life University of
Brothers Mentouri, Constantinel Algeria
3: Biotechnology Research Center, Ali Mendjli Nouvelle Ville UV 03, BP E73, Constantine,
Algeria
*Corresponding Author: Dr. Bicha Sabrina: E Mail: bichasabrina2016@gmail.com; Tel: +213

540898581
Received 27" Dec. 2020; Revised 29™ Jan. 2021; Accepted 15" Feb. 2021; Available online 1* Oct. 2021

https://doi.org/10.31032/IJBPAS/2021/10.10.5678
ABSTRACT

The aim of the present work is to characterize the phytochemistry and antioxidant activity of the
cone, branch and needle essential oils of Cedrus atlantica growing in Khenchla, east montain
region of Algeria. The chemical constituents of the essential oils obtained from the cones,
branches and needles of the species were analyzed by gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS). Cis-a-Bisabolene (19.57%) was the main component of branch and
needle oils followed by Perhydrofarnesyl acetone (4.74%) and Spathuleno (4.54%). Cone oils
contained a-pinene (46.613%) besides B-pinene (9.698%) and D-limonene (4.351%). Moreover,
the antioxidant activity was assessed using DPPH and Hydroxyl radical scavenging assays. It was
found that the essential oils have a significant antioxidant effect when tested by the two methods
but it is less effective than vitamin C.
Keywords: Branch and needle oils, cone oils, GC-MS, Cedrus atlantica, Antioxidant

Properties
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INTRODUCTION

Cedrus is one of the most important genus of
the Pinaceae family, there are only four
Cedrus

species  classified by their

morphological diversities, C. atlantica
(Endl.) Carr, C. libani A., C. brevifolia
(Hook. fil.) Dole, and C. deodara (D. Don)
[1]. The four species are widely used in the
popular medicine, the Atlas cedar (C.
atlantica) is an endemic species of Algeria
and Morocco [2-3]. Various studies have
shown many important pharmacological
properties of Cedrus atlantica such as
antiseptic, diuretic, astringent, fungicidal,
sedative [4-5] as well as antimicrobial, anti-
inflammatory and antiviral activities [6-7].
Several previous studies reported the
chemical composition of different parts of
this plant [8] nevertheless, few studies have
been performed on essential oils and their
antioxidant and antibacterial activities [9-10].
We report herein, our results concerning the
chemical composition of branch, needle and
cone oils of Cedrus atlantica collected from
the area of Khenchla revealed some
differences from those previously reported on
this species [11-12]. Furthermore, we
investigate the anti-oxidant activity of
essential oils of plant using both DPPH and
Hydroxyl radical scavenging assays.
MATERIALS AND METHODS

Plant material

The Aerial parts Branch, Needle and Cone of

C. atlantica were collected on December

2018 in Aures region, in Yabous (El Kantina)
near Khenchla (61 km south-west from
Khenchla, 35°2429"  nord, 6°38'31"
East, Altitude: 1167 m). A Voucher
(CA/114/VAR/12-18) was
identified by Professor Mohamed Kaabeche,

specimen

Setif 1 University, Algeria, and deposited in
the Herbarium of the Varenbiomol Research
Unit, University of Mentouri Brothers,
Constantine, Algeria.

Extraction

The fresh aerial parts branches and needles
(963 g) and cones (719g) of C. atlantica were
subjected to steam distillation for three hours
in a Clevenger apparatus. Each obtained oil
was collected, and kept at +4 °C until
analysis [13].

GC-MS analysis

GC analysis was performed using an Agilent
Technologies GC 17. A gas chromatograph
equipped with a gross-linked HP 5MS
column (30mXO0.25mm, film thickness
0.25um). The oven temperature was
programmed as isothermal at 60 °C for 8 min,
helium was used as the carrier gas at a rate of
0.5 ml/min. GC/MS was performed using a
HP Agilent technologies 6800 plus mass
selective detector, the operating conditions
were the same as for the analytical GC. The
MS operating parameters were as follows:
ionization potential,70 eV; ionization current,
2 A; ion source temperature, 280 °C;

resolution, 1000 scan time,5 s; scan mass
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range, 34-450 u; spit ratio, 50:1; injected
volume, 1.0 pL. The identification of
compounds of the essential oil was based on
their retention times in comparison with
matching spectral peaks available with NIST
and Wiley mass spectral libraries, as well as
by comparison of the fragmentation patterns
of the mass spectra and their retention indices
with those reported in the literature [14]. The
retention indices were calculated for all
constituents, using a series of n-alkanes.
Determination of antioxidant activity
DPPH radical scavenging assay

The hydrogen atom-or-electron donation
ability of branches, needles and cones
essential oils was measured from the
bleaching of the purple coloured methanol
solution  of  DPPH radical. This
spectrophotometric assay uses the stable
radical, 2,2-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH),
as a reagent [15]. Briefly, Iml of various
concentrations of the each essential oil
sample in methanol was added to 1mL of a
methanol solution of DPPH (0.135mM). The
mixture was vigorously shaken and then
allowed to stand at room temperature for 30
min in the dark. After a 30 min incubation
period at room temperature, the absorbance
was read against a blank at 517 nm. The
commercial known antioxidant, vitamin C
was used for comparison. The tests were

carried out in triplicate. The ability of the

branch, needle and cone essential oils to

scavenge DPPH radical was calculated as %

inhibition by the following equation:

Inhibition (%) = [(Absorbance of control — Absorbance

of sample) / Absorbance of control] x 100
Hydroxyl radical scavenging assay
Hydroxyl scavenger ability was performed by
generating the hydroxyl radicals from FeSO4
and hydrogen peroxide. The radical
scavenging activity of branch, needle and
coneoils was determined by their ability to
hydroxylate salicylate [16]. To 1 ml of
different samples concentrations, 300 pl of
FeSO4 (8mM) solution and 250 ul of H,O,
(20 mM) were added and mixed. To initiate
the reaction, 250 pl of salicylic acid in
ethanol (3mM) was added. The reaction
mixture was allowed to stand for 30 min in a
water bath at 37 °C, after which 450 pl of
distilled water was added and the mixture
was centrifuged. The absorbance of the
supernatant was measured at 510 nm.
Vitamin C was used for comparison. The
tests were carried out in ftriplicate. The
percentage  scavenging  activity =~ was
calculated by the same equation as given for
the DPPH assay.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical composition of the essential oil
The yield of steam distillation was based on
percent (w/w) in relation to the dry weight of
the plant. Our result showed that the yield of
cone oils (0.051%) was better than that of
(0.017%). 88

constituents were determined representing

branches and needles
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74.11% of branch and needle oils. The
identified components (Table 1 and Table 2)
are listed in order of their experimental
retention times and retention indices. The
major components were characterized withc
is-a-Bisabolene (19.58%), Perhydrofarnesyl
acetone (4.78%), Spathulenol (4.54%), 7-
dimethyl-4(E), 6-octadien-2-ol (3.51%),0-
(2.31),
(2.26%), Neryl acetate (2.14%) and n-

Hexadecanoic acid(2.02%). Moreover, this

Cedrene Caryophyllene  oxide

investigation allowed the identification of 37
constituents corresponding to 99.33%.of the
cone essential oils. The major components
werea-pinene(46.61%), B-pinene (9.70%),
(7.33%),
(4.35%),D-Verbenone (2.61%)and B-
Myrcene(2.28%).There was a

Borneol, acetate, D-Limonene
signifcant
difference between the two oils. The comparison
of our results with previous studies shows
important

qualitative and  quantitative

differences in  compositions. Indeed,
C.atlantica growing in Algiers contained
mainly a-pinene (17.7%), caryophyllene
oxide (10.3%), B-caryophyllene (9.1%) and
a-terpineol (6.7%) [11]. The studies done by
Dahoun et al. [17]; Benouaklil er al. [12],
Aberchane et al. [18] ; Boudarene ef al. [11],
Satrani ef al. [19] and Derwich et al. [20] on
essential oils of Cedrus atlantica wood were
dominated by B-Himachalene and o-
Himachalene. Furthermore, the seed oil of C.
atlantica collected from north-eastern Algeria

also exhibited a-pinene (37.1%) as major

component, while the seed oil from central
Algeria species contained the diterpene
manool (20.7%) as major component [21].
However cis-a-Bisaboleneis was reported for
the first time from Cedrus atlantica essential
oil. Moreover, a high percent of a -pinene is
obtained. In summary, these results indicate
significant differences in the composition of
the branch, needle and cone oils of Cedrus
atlantica compared with previous studies, the
variations found in the chemical composition
of  essential oils,

qualitatively  and

quantitatively depend on certain
environmental factors, the plant part used, the
age, the period of its growth cycle, Moreover,
differences in the harvest time, or even
genetic factors [12, 22]. Also, the observed
difference between the chemical composition of
the essential oils of the Moroccan Atlas cedar and
those of Algeria could be due to the difference of
both climatic and geographical factors, such as
the altitude and the soil type [23].

Antioxidant properties

The scavenging effect of branch, needle and
cone oils on DPPH radical was
concentration-dependent as shown in Figure
1. At 200pug/ml, branch and needle oils
displayed  noticeable = DPPH  radical
scavenging activity with percentage of
inhibition value of 41.4%, while the value of
cone oils was 30.5%. In hydroxyl radical
assay, the percentage inhibitions pattern of
branch, needle and cone oils was similar to

DPPH as shown in Figure 2. At 200pg/ml,
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the percentage scavenging activity of each oil
against hydroxyl radical was 53.5% and
29.7% for branch, needle and cone oils
respectively. The scavenging potential of
vitamin C toward DPPH and hydroxyl
radicals was better than branch, needle and
cone oils.

Free radicals play a key role in pathological
manifestations.  These plants  derived
constituents perform their role either by
quenching the ROS or by acting as a defense
shield to protect the antioxidant defense
mechanism [24-27]. DPPH is one of the most
common antioxidant assays to analyze the
free radical scavenging activity of the test
compound antioxidants transfer either
electrons or hydrogen atoms to DPPH and
thus reduce a number of DPPH radical equal
to their number of available hydroxyl groups
[28]. In addition, the stable yellow-colored
DPPH-H simultaneously formed, and the
extent of the reaction will depend on the
hydrogen donating ability of the antioxidants
[29]. Our findings revealed that the branch,
needle and cone essential oils scavenged

DPPH radicals in a concentration dependent

manner, indicating the ability of tested
essential oils to act as hydrogen donors.
Furthermore, our results revealed that branch,
needle and cone essential oils were able to
scavenge hydroxyl radical produced from
FeSO4 and hydrogen peroxide system in a
concentration dependent manner. This
observation suggests that the tested essential
oils can be used as an alternative remedy to
synthetic antioxidants in combating the
oxidative activity of hydroxyl radical. The
hydroxyl radical is the most active in the
reactive oxygen species, and it can cause
most damage to the organism [30]. The
antioxidant ability of branch, needle and cone
essential oils may be due to the mixture of
dozens of compounds of different functional
groups, polarity and chemical behavior which
produces either synergistic or antagonistic
effect on antioxidant activity. The findings in
this study are in agreement with previous

essential oil researchers, that some essential

oils are strong natural antioxidants [31-33].

100 -

HH

30 |

FH

60 -

40 |

DPPH radical scavenging activity (%)

0o <

=

EA

T
i

—Cones essential oils

Branches and needles essential oils

Witamin C

o

7]}

1]

100 150 200

Concentration (uo/ml)

Figure 1: DPPH radical scavenging ability of branch, needle and cone essential oils (n=3)
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Figure 2: Hydroxyl radical scavenging ability of branch, needle and cone essential oils (n=3)

Table 1: Chemical composition, retention indices and percentage composition of cones essential oil of Cedrus atlantica

Pic Compounds® RI" (%)
1 o-pinene 952 46.61
2 Camphene 936 1.22
3 verbenene 969 0.26
4 p-pinene 993 9.70
5 B-Myrcene 1008 2.28
6 O-Cymene 1039 0.78
7 D-Limonene 1043 4.35
8 3,4-Dimethyl-4-penten-1-yn-3-ol 1102 0.47
9 o-Pinene oxide 1112 2.19
10 Linalool L 1116 0.68
11 0- Cyclogeraniolene 1120 1.12
12 trans,cis-2-methyl-1,3-cyclooctadiene 1130 0.15
13 o-Campholenal 1140 0.30
14 trans-Pinocarveol 1152 1.29
15 trans-Verbenol 1159 1.74
16 Pinocarvone 1176 0.83
17 L-Borneol 1179 1.04
18 Terpinene-4-ol 1191 0.60
19 Cryptone 1102 1.09
20 a-terpineol 1206 2.17
21 Myrtenal 1210 1.36
22 D Verbenone 1224 2.62
23 Trans carveol 1234 0.37
24 Propanal, 2-methyl-3-phenyl- 1253 0.17
25 1-Carvone 1258 0.25
26 2-1-Methylcyclopentyloxy tetrahydropyran 1272 0.30
27 2-Methyl-2-cyclopenten-1-ol 1290 0.20
28 Bornyl acetate 1302 733
29 cis-Sabinol 1322 0.21
30 E,Z-4-Ethylidenecyclohexene 1338 0.16
31 Geranyl acetate 1401 0.40
32 trans-p-Farnesene 1471 1.66
33 13-Epimanoyl oxide 2005 0.17
34 Epimanool 2073 4.35
35 Abieta-8,11,13-trien-7-one 2310 0.49
36 Tricosane 2321 0.27
37 Pentacosane 2521 0.15
Identified compounds(%) Total 99.33%
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Table 2: Chemical composition, retention indices and percentage composition of branch and needle essential oils of Cedrus atlantica

Pic Compound® RI" (%)
1 o-Pinene 946 0.31
2 B-Myrcene 1006 0.17
3 Yomogi alcohol 1015 1.07
4 D-Limonene 1041 0.40
5 1,8-Cineole 1043 0.15
6 2,7-dimethyl-4(E),6-octadien-2-ol 1052 3.51
7 3,3,6-Trimethyl-1,5-heptadien-4-ol 1099 1.72
8 Furfuranol 1119 0.11
9 Camphor 1156 0.12

10 Epoxy artemisia ketone 1164 0.70
11 Borneol 1178 0.08
12 Carvomenthene 1187 0.18
13 a-terpineol 1204 0.07
14 Dicyclopropylmethanone 1213 0.24
15 Dipropylamine 1228 0.47
16 Cyclohexene 1238 0.31
17 Z-3-Hexenyl hexanoate 1261 1.36
18 L-bornyl acetate 1300 0.12
19 3-Cyclohexene-1-methanol 1314 1.12
20 3-Dodecenal 1379 0.82
21 a-Copaene 1390 0.20
22 Neryl acetate 1402 2.14
23 trans-Caryophyllene 1438 0.44
24 o-Himachalene 1462 0.43
25 o-Humulene 1469 1.02
26 trans-.beta.-Farnesene 1475 0.07
27 o-Amorphene 1491 0.22
28 0 -Germacrene 1496 0.91
29 y-Cadinene 1509 0.21

30 o-Cadinene 1516 0.71

31 d-Cadinene 1539 0.11

32 cis-o-Bisabolene 1559 19.58

33 Caryophyllene oxide 1566 1.09

34 Ledene oxide-(II) 1569 0.11

35 Dodecanoic acid 1587 0.19

36 Spathulenol 1593 4.54

37 Caryophyllene oxide 1598 2.26

38 Humulene epoxide I1 1623 0.26

39 Geranyl acetate 1627 0.94

40 o-Cedrene 1641 2.31

42 7-Muurolol 1658 0.23

43 y-Curcumene 1663 1.36

44 o-Cadinol 1671 0.13

45 Aromadendrene 1673 0.33

46 3-n-Hexylthiane, S,S-dioxide 1694 0.19

48 Tetradecanal 1732 0.23

49 (2E,6E)-famesol 1741 0.24

50 2-hydroxy cyclopentadecanone 1743 0.19
51 Myristic acid 1784 0.17
52 (E)-alpha-Atlantone 1792 0.35
53 Farnesyl acetate 1861 0.73
54 Perhydrofarnesyl acetone 1864 4.78
55 6-Phenyl-2-tetralone 1894 0.66
56 Ethyl linoleate 1905 0.74
57 Olealdehyde 1912 0.22
59 Oxacycloheptadecan-2-one 1945 0.20
60 o-Terpinolene 1952 0.32
62 n-Hexadecanoic acid 1991 2.02
63 Isopimaradiene 2006 1.05
65 Juvabione 2036 0.28
66 Abieta-8,11,13-triene 2072 0.30
69 n-Heneicosane 2120 0.46
70 Phytol 2133 0.16
72 n-docosane 2221 0.18
74 1,19-Eicosadiene 2245 1.07
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Table 2 continued...

pic compound® RI" (%)
75 Dehydroabietinal 2284 0.10
76 Sesquirosefuran 2308 0.46
77 Methyl isopimarate 2311 0.29
78 n-Tricosane 2321 0.11
79 Dehydroabietic acid 2356 0.09
80 Benzenamine, 2,4,6-trimethyl- 2383 0.11
81 n-Tetracosane 2420 0.15
82 1,21-Docosadiene 2448 0.26
83 n-Pentacosane 2521 0.40
84 Octadecanal 2653 0.14
85 n-Heptacosane 2719 0.11
86 Nonacosane 2900 0.16

Identified compounds (%) Total 74.11

"compounds listed in order to their RI
"RI (retention index) measured relative to n-alkanes (C8-C20) using HP5MS

CONCLUSION

The steam distillation of cone essential oils of
Cedrus atlantica, collected from Khenchla
(Eastern Algeria) were characterized by a -
pinene (46.61%). Furthermore, branch and
needle oils were characterized by cis-o-
Bisabolene. There was a significant difference
between the two oils. It is interesting to note
that the chemical composition of the present
essential oil differs from those reported in the
literature. Furthermore cone, branch and
needle essential oils of C. atlantica possess
good antioxidant properties. The cone oil,
branch and needle oil could be used as
antioxidant agent.
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Résumé

Notre éude sintéresse a l'investigation phytochimique et biologique des parties aériennes
de trois especes végétales algériennes : Retama sphaerocarpa L. Boiss de la famille Fabaceae,

Lepidiumdraba L. delafamille Brassicaceae et Cedrus atlantica de lafamille Pinaceae.

L'investigation phytochimique de I'espece R.sphaerocarpa a mené a la caractérisation et
I’identification de 16composés. La détermination structurale a été réalisée par la combinaison
des techniques d’analyses spectroscopiques : RMN (°C, *H, COSY, HSQC et HMBC), la
spectrométrie de masse (TOF/MS) et la spectroscopie UV.

L'étude de la composition chimique de I'espece L. draba est réalisée en utilisant la technique
HPLC-TOF/MS. Lerésultat révele la présence de 12 acides phénoliques et 6 flavonoides.

L'analyse GC-GC/MS des huiles essentielles de C. atlantica a permis d'identifier 88 composés
représentant 74,11% de I'huile essentielle totale des branches/aiguilles et 37 constituants
représentant 99,33% de I'huile essentielle totale des cones. Une différence importante est

remarguée entre les résultats de cette analyse et ceux obtenus auparavant.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits de
R. sphaerocarpa a été réalisée par les méthodes colorimétriques. Cette étape a montré un
contenu en polyphénols et en flavonoides plus important dans I’extrait AcOEt.
Trois méthodes ont été utilisées pour évaluer I'activité antioxydante de cette espece : le test
DPPH, ABTS et le test CUPRAC. Cette plante a montré une activité modérée
comparativement aux standards utilisés. Les deux composes génistéine et isoprunetine ont
manifesté une activité antioxydante significative.
Les extraits de I'espéce L.draba ont été évalués pour leurs activités antioxydantes en utilisant
cing techniques complémentaires. le test DPPH, ABTS, CUPRAC, le test de la chélation du
fer et le test FRAP. Les trois extraits de cette plante ont enregistré un pouvoir antioxydant
modéré comparativement aux standards utilisés.
Par ailleurs, les huiles essentielles de C.atlantica ont montré une activité antioxydante

puissante dans les deux tests effectués: le test de piégeage du DPPH et du radical hydroxyle.

Mots clés : Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.), Cedrus atlantica, activité
antioxydante, méthodes chromatographiques, RMN, HPLC-TOF/MS, GC-GC/MS.



Abstract
Our study isinterested in the investigation of the chemical composition and the biological

activities of the aerial parts of three Algerian species. Retama sphaerocarpa L. of the
Fabaceae family, Lepidium draba L. of the Brassicaceae family and Cedrus atlantica of the

Pinaceae family.

Phytochemical investigation of R .sphaerocarpa led to the characterization of
16compounds. Structural determination was performed by the combination of spectroscopic
analysis techniques. NMR (13C, 1H, COSY, HSQC and HMBC), mass spectrometry (TOF /
MS) and UV spectroscopy.

The study of chemica composition of L. draba is carried out using the HPLC-TOF / MS
technique. The result revealed the presence of 12 phenolic acids and 6 flavonoids.

The GC-GC/ MS andysis of the essential oils of C. atlantica allowed to identify 88
compounds representing 74.11% of total essential oil of the branches / needles and 37
constituents representing 99.33% of total essential oil of the cones. An important differenceis

noted between the results of this analysis and those obtained previoudly.

Quantification of total polyphenols and total flavonoids in extracts of R. sphaerocarpa
was performed by colorimetric methods. This step showed a content of polyphenols and
flavonoids more important in the AcOEt extract.

Three methods were used to evaluate the antioxidant activity of this species. DPPH assay,
ABTS assay and CUPRAC assay. This plant showed moderate activity compared to the
standards used. The two compounds genistein and isoprunetin showed significant antioxidant
activity.

The extracts of L. draba were evaluated for their antioxidant activities using five
complementary methods. DPPH, ABTS, CUPRAC, iron chelating and FRAP assays. The
three extracts of this plant have recorded a moderate antioxidant activity compared to the
standards used.

In addition, the essential oils of C. atlantica showed powerful antioxidant activity in the two

tests carried out: DPPH and hydroxyl radical scavenging assays.

Key words. Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, Lepidium draba (L.), Cedrus atlantica,
antioxidant activity, chromatographic methods, NMR, HPLC-TOF/ MS, GC/ GC/ MS.
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