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Introduction générale

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. A l'exception de ces cent dernieres années, les hommes n'ont eu que
les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus
sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria [1]. Aujourd'hui, les plantes sont de plus en
plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est impossible d'imaginer le monde sans la
quinine qui est employée contre la malaria ou sans la digoxine qui soigne le cceur, ou encore
I'éphédrine que 1'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rthumes.

Un grand nombre de plantes, aromatiques médicinales, des plantes épices et autres, possedent
des propriétés biologiques treés intéressantes, qui trouvent application dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et dans 1’agriculture.

Cependant 1’¢valuation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante et
antimicrobienne, demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine et les traditions
médicinales. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, les
métabolites secondaires font et restent I’objet de nombreuses recherches in vivo comme in
vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels les composés
phénoliques, les flavonoides, les saponosides et les huiles essentielles.

Pendant longtemps et méme de nos jours des remedes traditionnels & base de plantes sont
employés sans savoir a quoi étaient dues leurs actions bénéfiques. En effet, il reste difficile de
definir les molécules responsables de [’action bien que certains effets pharmacologiques
prouvés sur I’animal aient été attribués a des composés tels que les alcaloides et dérivées, des
terpenes, stéroides et des composés polyphénoliques [2].

Beaucoup de métabolites secondaires sont importants pour notre alimentation (goiit,
couleur...), alors que d’autres parmi lesquels les alcaloides, les flavonoides, les quinines, les
stéroides et les terpenoides ont une application commerciale dans les domaines
pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des drogues, colorants, aromes, parfums et des
insecticides [3].

Le continent africain bénéficie de la biodiversité la plus riche dans le monde, avec un nombre
trées important de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels et pour des buts
thérapeutiques [4]. De méme, la flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale :
méditerranéenne, saharienne et une flore paléo tropicale, estimée 3139 espeéces appartenant a

plusieurs familles botaniques (5402 taxons en comptant les sous-especes, les variétés et les
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formes) [5]. Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable
(12.6%) d’espéces endémiques en Algérie [5]. C’est dans ce contexte que nous menons ces
travaux axés sur la valorisation des ressources végétales algériennes.

Le but de cette these est de continuer les investigations phytochimiques que les
chercheurs de notre laboratoire menent sur des especes sahariennes. En effet, étant donné leur
écosysteme, ces plantes sont soumises a un stress oxydatif intense (rayons UV) et une
insuffisance hydrique. Ces conditions font qu’elles sont susceptibles de développer des
mécanismes de défense engendrant [’accumulation de métabolites secondaires particuliers tant
du point de vue structural que du point de vue activité biologique. Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés a deux especes endémiques du Sahara septentrional de la famille
Cistaceae du genre Helianthemum, H. ruficomum et H. confertum. Nos études ont porté sur
I’évaluation de 1’activité antioxydante d’extraits et de constituants chimiques de ces deux
especes.

Une partie de ces travaux a €té réalisée au sein de notre unité de recherche (Unité de
Recherche Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et Analyses
Physicochimiques et Biologiques. Université Freéres Mentouri, Constantine 1), 1’autre a été
réalisée au laboratoire de 1I’Equipe de Chimie Analytique des Molécules Bioactives, Faculté
de Pharmacie, Illkirch, Cedex, France, lors d’un stage Tassili de 2 mois et d’une bourse Profas
b+ de 12 mois.

Les principales parties de ce travail sont reportées dans ce manuscrit sous forme de cinq
chapitres, d’une introduction générale et d’une conclusion générale.
Le premier chapitre renferme la présentation botanique et des données bibliographiques de
la famille Cistaceae et du genre Helianthemum.
Le second chapitre est consacré a 1’¢tude des métabolites secondaires.
Le troisieme chapitre reporte le travail expérimental et personnel. 1l consiste en 1’extraction,
la séparation, la purification de métabolites secondaires des deux espéces étudiées.
Le quatrieme chapitre reporte les résultats obtenus notamment les discussions et
déterminations structurales des constituants chimiques isolés des deux especes.
Le cinquieme chapitre présente les résultats des tests biologiques réalisés sur les extraits et

les produits isolés des deux especes étudiées.
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I.1. Introduction

Malgre I'apparition de nombreuses monographies et de trés nombreux travaux, la famille
Cistaceae est 'une des plus difficiles a étudier. Elle renferme un grand nombre d’espéces
médicinales et aromatiques, dont plusieurs sont réputdes pour accumuler des métabolites
secondaires bioactifs. C’est dans ce sens que s’inscrit nofre travail, qui  concerne deux
espéces du genre Helianthemum a la recherche de molécules nouvelles susceptibles de

présenter des activités biologiques intéressantes a développer.

1.2. ETUDE BOTANIQUE DE LA FAMILLE CISTACEAE
I1.2.1. Introduction

La famille Cistaceae est une famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 180
especes et huit genres [6]; incluant, Cistus, Crocanthemum, Fumana, Halimium,
Helianthenmmm, Hudsonia, Lechea, Tuberaria. Herbes, subshrubs, ou des arbustes. Les
feuilles généralement opposées, rarement alternées, stipulent ou estipulent; Lame de lame
simple. nflorescence 1 fleurie ou cymose, parfois racémique ou panicule. Fleurs bisexuelles,
actinomorphes. Sepals 5; Extérieur 2 plus petit, parfois absent. Pétales (3 ou 3), blanc, rose,
jaune ou orange, parfois avec des taches + noir a la base, froissé en bourgeon [7].

Le genre Cistus : selon NCB1 le genre Cistus comporte les espaces suivantes : C.

albidus L., C. creticus L, I'espéce C. creticus (synonyme : C. incanus), C.ereticus L, C.
heterophyllus, C. monspeliensis, C. ladanifer, C. laurifolius, C. populifalius, C.

salvifolius, C. clusi, C.inflatus (synonyme Cistus hirsutus).

Figure 1. Cistus creticus L.
# Le genre Halimium : le genre Halimium comporte les espéces suivantes : Halimium

alyssoides, H. atriplicifolium, H.commutatum, H. halimifolium, H. lasianthum, H.
ocymoides, H umbellatum, H. verticillatum, et H. viscosium.
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Figure 2. Halimium commtatum.

# Le genre Crocanthemum : il comporte deux especes C. argenteumet C. pringlei

Figure 3. Crocanthemum argenteum.

# Le genre Fumana : il comporte trois especes F. ericoides, F. fontanesili, et F.
thymifolia.

# Le genre Helianthemum : il comporte les espéces H. aegyptiacum, H. almerianse, H.
apenninum, H. canum, H. grandiflorium, H. kahiricum H. ledifolium, H. marifolium,
H. nummularium, H. eelandicum, H. scopulicola, H. squamatum, H. udsonia

tomentosa, H. ruficomnm et H. confertum.

Figure 4. Helianthemum aegyptiacum.

# Le genre Lechea : il comporte une seule espéce lecheatripetala.

# Le genre Tuberaria : il comporte deux especes T. globulariifolia, T. guttata [8].

Figure 5. Tuberari aglobulariifolia.
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1.2.2. Classification botanique

Selon la classification classique réalisée en 1996 (Tableau 1), cette famille est située dans

l'ordre des Malvales [8].

Tableau 1. Classification botanique de la famille Cistaceae.

Classification
regne | Plantae
Sous- régne Tracheobionta
Division ' Tracheobionta ou Angiospermes
Classe Magnoliopsida ou Dicotylédones
Sous-classe ' Dilleniidae
Ordre Malvales
Famille Cistaceae

1.2.3. Utilisations traditionnelles

Plusieurs especes et hybrides de genre Cistus, Halimium et Helianthemum sont
cultivés comime plantes ornementales.

Les feuilles de plusieurs especes du genre Cistus produisent le ladanum, une résine
aromatique jadis utilisée en médecine [9].

Au Maroc les feuilles sont utilisées, en infusion dans du thé, comme digestif par
exemple : Cistus albidus L.

Les graines apprétées avec des épices, s’emploient comme apéritif, par exemple :
Cistus monspeliensis L ou Ciste de Montpellier.

Les feuilles de Cistus salviifolius L., en décoction, sont efficaces contre les coliques

et les feuilles de Cistus villosus L en décoction, agissent contre le maux des

intestins [10].

1.2.4. Activité biologique

Toutes les espéces de la famille Cistaceae sont fréquemment employées dans la

médecine traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobienne, antitumorale, antivirale
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anti-inflammatoire, antifongique, antiulcer, antioxydante, et activités spasmolytique et
hypotensive [9,11].

Les investigations pharmacologiques réalisées sur le ciste de Montpellier

ont prouvé des propriétés anti-inflammatoires et ses feuilles sont utilisées pour arréter
les hémorragies, comme cicatrisant, et en tisane en cas de fatigue et de diarrhée et

encore les maux de téte [12].

1.3. Le genre Helianthemum

Le genre Helianthemum contient environ 110 especes [13] qui se répartissent en
majorité dans le bassin méditerranéen. Toutefois certaines d'entre elles ont une
distribution plus excentrique, les unes vers I'Asie centrale (H. songoricum Schrank),
les autres vers le nord de I'Europe: H. nummularium (L.) Mill., H. oelandicum (L.)
DC. Ce genre important a été divisé en deux sous-genres par Willkomm (1852): le
sous-genre Helianthemum (= Ortholobum Willk.) et le sous-genre Plectolobum Willk.
Bien que Flora Europaea (1968) les séparent par des caractéres liés a la présence ou a
l'absence de stipules, caractére pratique et bien visible, la définition de Willkomm
pour distinguer ces deux taxons s'appuie sur des descriptions relatives a la forme des

cotylédons de la graine, et a la position de 'embryon [ 14].

I.3.1. Description botanique du genre Helianthemum

Les Hélianthemum, comme toute la famille Cistaceae, sont des plantes de souche
méditerranéenne et ce genre, encore assez bien représenté dans le Sahara septentrional, fait
presque défaut dans le Sahara méridional et occidental ol il n’est représenté que par H. Lippii
(Figure 6).

Les Hélianthemum sont des arbustes souvent trés petits, a feuilles opposées ou rarement
alternes a fleurs jaunes ou jaundtres (dans les espéces sahariennes) portant 5 sépales dont deux
plus petits, 5 pétales qui tombent trés vite aprés la floraison, de nombreuses étamines, un
ovaire formé de 3 carpelles soudés et coiffé d’un style unique coude.

La détermination, toujours difficile, repose en grande partie sur les caracteres des sépales et
notamment sur leurs dimensions ; par convention, celles-ci sont toujours données pour les
sépales au stade fructifére, car ils s’accroissent apres la floraison en persistant autour de la

capsule [15].

Page 6



@ Tropical Africa:
data from TAFP

........................................

D Present in the country

* Southern Africa: herbarium spacimen

Figure 6. Distribution géographique des espéces du genre Helianthemum.

1.3.2. Toxicité

D’apres la littérature, H. lippii var. sessiliflorum (Desf.) Murb. ainsi que des espéces
voisines tel que H. tunetanum Coss., Pers.et Helianthemwm kahiricum Del. Sont réputées
toxiques pour le chameau, sont accusées de provoquer dans I’Est algérien une maladie du
chameau, le « ghaf », (qui serait du rhumatisme et de la paralysie) due a ’absorption des ces
Cistaceae a 1’état sec. Les chamelles seraient plus sensibles a cette maladie, mais la toxicité de

cette plante est loin d’étre clairement établie [16,17,18].

1.3.3. Activité biologique

Certains d'entre elles sont des plantes médicinales importantes utilisées dans plusieurs pays a
des fins différentes [19-23]. On dit que ce genre posséde des propriéiés anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, antiprotozoaires et antioxydantes [24-28]. Méme si ce genre n'a pas été
beaucoup étudié du point de vue phytochimique, certaines espéces ont déja £té examinées
pour des composants bioactifs comme les flavonoides, les phénoliques, les lignanes et les
huiles essentielles [11], [29-33].

La médecine mexicaine traditionnelle utilise une grande variété de plantes dans le traitement

des troubles gastro-intestinaux tels que la diarthée. Afin de comprendre les propridtés de

_———
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certains constituants chimiques de quelques especes utilisées dans ce contexte, trois
flavonoides (kaempférol, tiliroside et (-) épicatéchine) isolés de Geranium mexicanum,
Cupheapi netorum, Helianthemum glomeratum et Rubus coriifoliusont été testés et ont

montré une activité antigiardial [11].

1.3.4. Etude chimique du genre Helianthemum

Ce genre fait partie des genres les plus importants de la famille Cistaceae avec environ 110
especes et variétés [31].Contrairement a d’autres genres de cette famille comme Cistus et
Halimium qui ont fait 1’objet de plusieurs études phytochimiques depuis le début des années
60 [34], peu de travaux ont été consacré a la composition chimique des especes
Helianthemum. Ces études ont été menées par le groupe de F.Clazada [24,32], au milieu des
années 90, ont porté uniquement sur I’espéce H. glomeratum.

Le tableau 2 et la figure 7 présentent des composés isolés de ce genre.

Tableau 2. Composés isolés du genre Helianthemum,

Composés Espéces Références
3-0-[(3",6"-di-O-para coumaroyl)-p-D H. kahiricum [35]
glucopyranosyl |-Kaemptérol 1
Tiliroside 2 H. kahiricum [35]

H. glomeratum [25.32,30,36]
H. sissiliflorum [29,31]
Cis-tiliroside 3 H. glomeratum [30]
Quercétine 4 H. violaceum [20]
H. syriacum [20]
H. squamatum [20]
H. polygonoides [20]
H. oelandicum [20]
H. alypoides [20]
H. glomeratum [30,32,36]
H. apenninum [20]
H. asperum [20]
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H. cinereum

[20]

H. hirtum [20]
H. marifolium [20]
Kaempférol § H. violaceum [20]
H. syriacum [20]
H. squamatum [20]
H. polygonoides [20]
H. oelandicum [20]
H. alypoides [20]
H. glomeratum [25,32,36]
H. apenninum [20]
H. asperum [20]
H. cinereum [20]
H. hirtum [20]
Isorhamnétine 6 H. oelandicum [20]
H. squamatum [20]
H. syriacum [20]
H. lavandulaefolium [37]
Lutéoline 7 H. oelandicum [20]
(-)-épicatechine 8 H. glomeratum [25]
H. sissiliflorum [31]
Isolaricireinol 9°-O-B-D-glucopyranoside 9 H. sissiliflorum [29]
Nicotiflorine 10 H. sissiliflorum [29]
Kaemptérol-3-O-vicianoside 11 H. sissiliflorum [29]

Page 9




Rutine 12 H. sissiliflorum [29]
Néoisorutine 13 H. sissiliflorum [29]
Vicénine-2 14 H. sissiliflorum [29]
Hovétrichoside 15 H. sissiliflorum [29]
Astragaline 16 H. sissiliflorum [31]

H. glomeratum [30]
Quercétrine 17 H. sissiliflorum [31]

H. glomeratum [30]
Isoquercitrine 18 H. sissiliflorum [31]

H. glomeratum [30]
|-O-acétyl prinsepiol 19 H. sissiliflorum [31]
la-hydroxypinorésinol 20 H. sissiliflorum [31]
(+)-cycloolivil 21 H. sissiliflorum [31]
Acide (-)-pinéllique 22 H. sissiliflorum [31]
Acide benzoique 23 H. sissiliflorum [31]
Acide p-hydroxybenzoique 24 H. sissiliflorum [31]
Acide Protocatéchuique 25 H. sissiliflorum [31]
Acide Vanilique 26 H. sissiliflorum [31]
Acide Gallique 27 H. sissiliflorum [31]
(-)-catechine 28 H. sissiliflorum [31]
(-)-épigallocatechine 29 H. sissiliflorum [31]

H. glomeratum [36]
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Myricitrine 30 . sissiliflorum [31]
B-sitostérol 31 . sissiliflorum [31]
Daucostérol 32 . sissiliflorum [31]
(-)-épigallocatéchine gallate 33 . glomeratum [36]

. sissiliflorum [31]
(-)-gallocatéchine 34 . sissiliflorum [31]
B-D-fructofuranose 35 . sissiliflorum [29]
1-0-éthyl-B-D-glucopyranoside 36 . sissiliflorum [29]
B-D-fructofuranosyl-(2®1)-c-D-glucopyranoside 37 . sissiliflorum [29]
B-D-fructofuranosyl-(2#1 °)-B-D-fructofuranosyl- . sissiliflorum [29]

(2°-1)-a-D-glucopyranoside 38
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Figure 7. Les structures des composés isolés des especes du genre Helianthemum.
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Figure 7. Les structures des composés isolés des espéces du genre Helianthemum (suite).
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Figure 7. Les structures des composés isolés des especes du genre Helianthemum (suite).
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1.4. L’espéce Helianthemum ruficomum

Helianthemmm ruficomum est une espéce endémique du Sahara septentrional sur lequel aucun
rapport n'est disponible jusqu'a présent.

Feuilles petites (1,20. cm de long au plus), les inférieures obovales, les supérieures linéaires
ou linéaires-lancéolées. Sépales présentant sur les nervures des poils raides et naissants en
faisceau d'un tubercule. Calice nettement tordu. Feuilles vertes en dessus et canescentes en
dessous. Grappes simples ou, le plus souvent, géminée [38].

Les synonymes de I"espéce Helianthemum ruficomum (Viv.) Spreng : Cistus ruficomus Viv,,
Helianthemum arnaizii Sennen, H. desiderii Sennen, H. hirtum subsp. ruficomum (Viv.)
Maire, H. eremophilum Pomel, H. hirtum var. deserti Coss., H. desertorum Willk [38,39].Un

spécimen de cette espace est présenté dans la figure 8.

Figure 8. Helianthemum ruficomum.

L.5. L’espéce Helianthemum confertum

Sépales ovales ou ovales-lancéolés, satténuant graducllement en pointe aigug et un peu
allongée, intérieurement a soies apprimées. Plante a tiges ligneuses dressées pouvant atteindre
150 cm. Capsule miire plus courte que les sépales [38].

Les synonymes de ['espece Helianthermum confertum :Helianthemmm confertum Dunal,
Helianthermm confertum Willk, H. ellipticum (Desf.) Pers. [38,39].Un spécimen de cette

espece est présenté dans la figure 9.
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I1.1. Introduction

Les plantes synthétisent les éléments du sol et de 1"atmosphére qu’elles absorbent par les
racines et par les feuilles, 1’eau, 1’acide carbonique et les matiéres minérales et inorganiques.
Le processus de base est |'assimilation photosynthétique du gaz carbonique appelé
photosynthése. Les premiers produits de la photosynthése sont des substances a basse
molécularité appelés métabolites primaires : les saccharides (sucres), puis les acides gras, les
acides aminés. En suite sont produits les métabolites spécialis€és ou secondaires. Certaines
possedent des vertus thérapeutiques.

Parmi les métabolites spécialisés, les principaux sont les flavonoides, qui renforcent les parois
des capillaires sanguins, les corps terpéniques (le terpéne se trouve dans le menthol, le
camphre etc....) eux méme forment la base des stéroides qu’on retrouve dans de nombreuses
vitamines. Les principes amers permettant la digestion des matiéres grasses, les saponines
(sapo=savon) sont employés comme expectorants et diurétiques ; les alcaloides a effets
thérapeutiques nombreux peuvent étre aussi des poisons mortels ; on pourrait prolonger
I’énumeération : d’autres métabolites spécialisés agissent contre les allergies, 1"hypertension,

les maladies infectieuses et forment méme la base de produits anticonceptionnels.

I1.2. Les familles des métabolites secondaires

Les familles des métabolites secondaires sont nombreuses et trés diversifiées. Chaque
famille est répartie en sous tamille selon leur squelette de base. Quelques-unes sont reportées
dans le tableau 3.

Tableau 3. Quelques familles des métabolites secondaires.

Famille Sous famille
Composés phénoliques Coumarines, Flavonoides, Tannins, Anthraquinones
Terpénoides Monoterpenes, Sesquiterpenes, Diterpenes, Triterpenes, Polyterpénes
Composés azotes Acides aminés non protéiques, Amines, Alcaloides
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I1.3. Généralités sur les polyphénols

Les polyphénols se définissent par des structures chimiques comptant au moins un cycle
aromatique portant un ou plusieurs groupements hydroxyles.

Les polyphénols sont le plus grand groupe de substances d’origine végétale, et beaucoup
d'entre eux ont été trouvés dans les aliments a base de plantes. Les régimes riches en
polyphénols ont été liés a de nombreux avantages pour la santé. Plus de 8000 structures
phénoliques sont actuellement connues, et parmi elles plus de 4000 flavonoides ont été
identifiés [40]. Bien que les polyphénols soient caractérisés chimiquement en tant que
composés a caractéristiques structurelles phénoliques, ce groupe de produits naturels est trés
divers et contient plusieurs sous-groupes de composés phénoliques. Fruits, Iégumes, grains et
d'autres types d'aliments et de boissons comme le thé et le chocolat sont riches en
polyphénols. La diversité et la large distribution des polyphénols dans les plantes ont conduit
a différentes facons de catégoriser ces composés naturels. Les polyphénols ont été classés
selon leur source d'origine, leur fonction biologique et leur structure chimique. En outre, la
majorité des polyphénols dans les plantes existent sous forme de glycosides avec différentes

unités de sucre et sucres acylés a différentes positions des squelettes de polyphénols [40].

11.4. Principaux groupes des polyphénols

La structure, le nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces
noyaux sont les caractéres dominants de la classification des polyphénols dont on peut

distinguer les principaux groupes suivants :

I1.4.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés polyphénoliques non flavonoides qui peuvent étre
subdivisés en deux types principaux, l'acide benzoique (Figure 10) et les dérivés d'acide
cinnamique (Figure 11) basés sur les squelettes C-1-C-6 et C-3-C-6. Alors que les fruits et les
légumes contiennent beaucoup d'acides phénoliques libres, dans les grains, les acides
phénoliques sont souvent sous la forme liés. Ces acides phénoliques ne peuvent étre libérés ou

hydrolysés que par hydrolyse acide ou alcaline, ou par des enzymes [40].
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Figure 10. Squelette des dérivés de 1’acide benzoique.
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Figure 11. Squelette des dérivés de 1’acide cinnamique.

11.4.2. Les Coumarines

Les coumarines, qui sont des dérivés du benzopyranne et dont le squelette de base est reporté
dans la figure 12 sont largement distribuées dans les plantes et les huiles essentielles. Ils sont
utilisés comme composants de parfum dans les parfums, dentifrices et produits du tabac. De
plus. les coumarines sont pharmacologiquement actives et ont €té utilisés dans le traitement
de diverses maladies, telles que : Les briilures, les maladies rhumatismales et méme le cancer

[41].

3] 4
6 3
] >
Z S0 o

Figure 12. Coumarine.
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I1.4.3. Les Lignanes

Le terme de lignane désigne historiquement, il a été introduit par Haworth en 1937 et
habituellement sont des composés dont le squelette résulte de |’établissement d’une liaison
entre les carbones 8 des chaines latérales de deux unités dérivées du 1-phénylpropane (liaison
8-8") (Figure 13). On dit aussi que ce sont des dimeéres d’alcools ou d’acides cinnamiques
[42]. Selon Gordaliza et al (2004), les lignanes peuvent étre trouvés dans plus de 60 familles
de plantes vasculaires et ont été isolées a partir de différentes parties de plantes exsudats et
résines [43].

Les données expérimentales sont incomplétes et 'on ne peut donc présenter, sauf pour
quelques molécules particulieres, que des hypotheses partiellement vérifiées. Les lignanes
¢tant optiquement actifs, ils résultent d’un couplage stéréospécifique des carbones C-8 (cela a

d'ailleurs été démontré la premiere fois chez des Forsythia spp.) [42].

Figure 13. Structure générale des lignanes.

11.4.4. Les Stilbénes

Les stilbénes existent sous deux formes (Figure 14) et sont une classe de polyphénols
végétaux et ont suscité un intérét intense pour leurs structures complexes et diverses activités
biologiques. Ces composés et leurs dérivés sont un intérét considérable pour la recherche et
le développement en leur potentiel dans des applications thérapeutiques ou préventives.
Cependant, les stilbénes n'ont pas une large distribution dans le regne végétal, et 1'étude

phytochimique jusqu'a maintenant porté principalement sur quelques familles.

De nombreuses études concernant le resvératrol et ses analogues ont été rapportées, et elles

portent principalement sur leurs mécanisme et applications cliniques. La distribution et la
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biosynthese de 22 stilbenes oligomériques a été examinée par Sotheeswaran en 1993, et des
chercheurs chinois concernant la distribution et la biosynthese des stilbenes oligomeres est
apparue récemment. En outre, un examen axé sur les caractéristiques spectrales, bioactivités
et la biosynthése mimétique des oligostilbénes était publié en 2006. Actuellement, la synthese
du resvératrol et de ses analogues reste un sujet brillant. Cependant, seuls quelques stilbénes
oligomériques ont été préparé en laboratoire en raison de la complexité moléculaire et

I’architectures d'oligomeéres et de stilbéne, et donc leur synthése totale demeure largement

e L
]

Forme trans

inexplorée [44].

Forme cis

Figure 14. Structures générales des stilbenes.

11.4.5. Les Flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels de la famille des polyphénols présents en
quantités importantes dans une grande variété de fruits et de légumes consommés
quotidiennement par [’homme. Les flavonoides sont des substances phénoliques isolées a
partir d'un large éventail de plantes vasculaires, avec plus de 8000 composés connus [45],

Le tableau 4 reporte quelques types de flavonoides présents dans des fruits et des
l€gumes.

Tableau 4. Quelques flavonoides présents dans des fruits et des 1égumes.

Les flavonoides Légumes et fruits
Flavonols (quercétine) Brocoli, pomme
Flavonones Citron
Catéchines | Thé vert et noir
Anthocyanines Fruits rouges, raisin
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Les tlavonoides jouent différents roles dans 1'écologie des plantes. En raison de leurs
couleurs attirantes les flavones, flavonols, et les anthocyanidines peuvent agir comme des
signaux visuels pour les insectes et les catéchines et les flavanols peuvent représenter un
systeme de défense contre les insectes nocifs pour la plante [45]. Le squelette de base des
flavonoides est constitué de deux noyaux aromatiques en Cg reliés par une chaine en Cs

(Figure 15).

C

Figure 15. Squelette de base des flavonoides

11.4.5.A. Classification

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré
d’oxydation du cycle pyranique central (la chaine en C3), le noyau B est reli¢ a I’hétérocycle

C dans les positions 2.3 ou 4 (Figure 16).

Figure 16. Différentes positions du cycle B sur I"hétérocycle C.

Les flavonoides ont le squelette structural général Ce-C3-Cg dans lequel les deux unités Ce
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(noyau A et noyau B) sont de nature phénolique. En raison du modele d'hydroxylation et des
variations du cycle chromane (noyau C), les flavonoides peuvent étre divisés en différents
sous-groupes tels que les anthocyanes, les flavan-3-ols, les flavones, les flavanones et les
flavonols. Bien que la grande majorité des flavonoides aient leur noyau B attaché a la position
C-2 de noyau C, certains flavonoides tels que les isoflavones et les néoflavonoides, dont
noyau B est relié aux positions C-3 et C-4 du Cercle C, respectivement, se trouvent €galement
dans les plantes. Les chalcones, bien que dépourvus de noyau C hétérocyclique, sont toujours
classées comme membres de la famille des flavonoides. Ces structures basiques des
flavonoides sont des aglycones; cependant, dans les plantes, la plupart de ces composés
existent sous forme de glycosides. Les activités biologiques de ces composés, y compris
l'activité antioxydante, dépendent & la fois de la différence de structure et des motifs de

glycosylation [40] (Figure 17).

Page 24



¢

Fiavones Fiavonanes

flavonols
OH

Cﬁalcones

Flavan-3-ol

s (G 3 @

A | :

OH Dihydrochalcones

Anthocyanidine
OH (@)
Q ¢
Dihydroflavonols s

4 OH
OH

Flavan-3,4-diol

Isoflavones
Aurones

Figure 17. Classification des flavonoides.

11.4.5.B. La biosynthese des flavonoides

L’enzyme clé pour la formation du squelette flavonique est la chalconesynthase (CHS)
qui catalyse I’étape de condensation de trois unités acétate a partir du malonyle-CoA avec la
4-coumaroyl-CoA pour donner I’intermédiaire en Cis, la 4,2 4,6 -tétrahydroxychalcone.
Cette chalcone est I'intermédiaire caractéristique de la synthése des différentes classes de

flavonoides (Figure 18).
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Figure 18. Voie biosynthétique conduisant aux chalcones.

11.4.5.C. Localisation des flavonoides

Les flavonoides sont des membres d'une classe de composés naturels répandue dans le régne
des végétaux. Largement distribué dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des
plantes [46], abondant dans les légumes, présents dans les aliments de nature végétale
(legumes, céréales, légumineuses, fruits....) [47]. Cette présence est en grande partie

influencée par des facteurs génétiques et des conditions environnementales.
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.La plupart des flavonoides diététiques dans les aliments sont sous forme de 3-O glycosides

et de polymeéres, mais ils peuvent également exister sous des formes d’aglycones [46].

L'apport moyen en flavonoides chez les humains a été estimé a 25mg /jour a 1 g/ jour [47].

Le tableau 5 regroupe la distribution nutritionnelle des certains flavonoides.

Tableau 5. Sources alimentaires des flavonoides [48].

Flavonoides
Flavanones Fruits du genre citrus
Flavones Persil, thym
Flavonols Brocoli, thé , oignon, pomime, cerise
Catechines Pomme, thé
Isoflavones Soja, legumes
Anthocyanidines Cerise, raisins

La teneur en flavonol et en flavone des aliments végétaux est fortement influencée par des

facteurs tels que la variation du type et la croissance, la saison et le climat.

Le tableau 6 montre la composition en flavonoides de quelques fruits et Iégumes.

Tableau 6. Teneur en flavonoides de certains aliments végétaux (mg / kg) de poids frais [49].

Echantillon vegetal Total des flavonoides
Légumes
Brocoli 46.2
Chou blanc 7T
Oignon rouge 124.1
Oignon pourpre 195.6
Poivre 20.1
Epinard 338.6
Persil feuilles 80.8
Céleri feuilles 402.8
Céleri racine 259
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IL.5. Intéréts des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires que les plantes produisent pour se protéger
d'autres organismes. Il a été démontré que les polyphénols alimentaires jouent un role
important dans la santé humaine. La consommation €levée de fruits, de légumes et de céréales
completes, riches en polyphénols, a été liée a la réduction des risques de nombreuses maladies
chroniques, y compris le cancer, les maladies cardiovasculaires, l'inflammation chronique et

de nombreuses maladies dégénératives.

Les polyphénols se sont révélés étre de puissants antioxydants qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome dhydrogéne. Le systeme hautement
conjugué et certains motifs d'hydroxylation tels que le groupe 3-hydroxy dans les tlavonols
sont importants dans les activités antioxydantes et ils suppriment aussi les radicaux libres,
réduisant ainsi la vitesse d'oxydation en inhibant la formation ou la désactivation des espéces
actives et des précurseurs des radicaux libres. Plus fréquemment, ils agissent comme capteurs
de radicaux directs des réactions en chaine de la peroxydation lipidique (disjoncteurs de

chaine) [40].

I1.6. Relation structure-activité

* Cas des flavones et flavonols

La preuve des effets protecteurs des antioxydants est fondée sur diverses études. Il a
été montré que les flavonoides agissent comme des fixateurs de plusieurs especes oxydantes ;
tel que I’anion peroxyde (O2-), le radical hydroxyle ou les radicaux peroxydes.

Les données de la littérature montrent une mise en évidence de certaines relations
entre la structure chimique du flavonoide et I’activité antioxydante :

e En général, les flavonoides qui ont des groupes ortho-hydroxyle ou quatre groupes
hydroxyles libres présentent une forte activité inhibitrice et la glycosylation et la
méthylation peuvent réduire notablement leur activité.

e Comparé a d'autres positions, le groupe 3-oxo sur le squelette d’une flavone semble
avoir plus d'influence, tandis que le groupe 5-hydroxyle semble n'avoir aucune action.

e D'autre part, il est intéressant de noter que tous les flavonoides testés dans des études

ont une liaison C-2-C-3 non saturée. La double liaison C-2-C-3 est essentielle pour
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l'effet antioxydant des flavonols. Il a également été rapporté qu'une liaison C-2-C-3
saturée présente une capacité antioxydante plus €élevée qu'une liaison insaturée [50].

La relation structure-activité des flavonoides en tant qu'inhibiteurs de la xanthine
oxydase et des piégeurs du radical superoxyde, produits par l'action de l'enzyme
xanthine oxydase, a été étudiée. Les groupes hydroxyles en C-5 et C-7 et la double
liaison entre C-2 et C-3 étaient essentiels pour une activité inhibitrice €levée sur la
xanthine oxydase. Les flavones ont montré une activité inhibitrice légérement plus

élevée que les tlavonols [51].
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I11. Etude chimique des deux espéces de la famille Cistaceae
Les especes que nous avons sélectionnées pour étude appartiennent a la famille Cistaceae du
genre Helianthemum. Une étude bibliographique approfondie sur les especes de ce genre a

montre qu’elles n’ont fait ’objet d’aucune investigation phytochimique auparavant.

I11.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal (parties aériennes) a été cueilli de la zone de Mogheul (Sud ouest de
I’Algérie) et a eté authentifie par Mr. Mohamed Benabdelhakem, directeur de 1’agence de
protection de la nature a Bechar sur la base de Quezel et Santa [38]. Un spécimen (HCCO0512-
MOG-ALG-60) a été déposé a |'Herbier de I'unité de recherche VARENBIOMOL, Université
Fréres Mentouri Constantine 1. Aprés séchage dans un endroit sec et a ’abri des rayons
solaires, ces parties aériennes ont €té coupées en petits morceaux et pesées.

- Masse Helianthemum ruficomum = 1448,02 g.

- Masse Helianthemum confertum = 2278,87g.

II1.2. Protocole Expérimental d’extraction

Les parties aériennes (1448.02 g de Helianthemum ruficomum) et (2278.87g de
Helianthemum confertum) sont broyées puis mises a macérer dans une solution Ethanol/Eau
(80 : 20 v/v) pour la premiere espece et Méthanol/Eau (80 : 20 v/v) pour la deuxiéme espeéce
pendant 72 heures. L opération a été répétée trois fois avec renouvélement du solvant.

Apres filtration, les trois solutions hydroalcooliques de chaque espéce sont réunies
puis concentrées sous vide & une température n’excédant pas 35° C. Les deux extraits obtenus
séparement sont dilués avec I"eau distillée a raison de 400 ml pour 1 Kg de matiére séche sous
agitation magnétique. Les solutions ainsi obtenue sont laissées pendant une nuit au frais puis
filtrées. Les filtrats subissent une extraction de type liquide-liquide dans une ampoule a
décanter en utilisant des solvants de polarité croissante, en commencant par |’¢ther de pétrole
puis le chloroforme, ensuite I’acétate d’éthyle et enfin le n-butanol.

Les phases organiques récupérées sont séchées avec Na:Sos Anhydre puis filtrées,
concentrées sous pression réduite a sec et pesées. Ce protocole expérimental est représenté

dans les figures 19 et 20.
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Matiere végétale
m=144,02 g

- Macération a température ambiante pendant 72h

dans EtOH/H-O (80 : 20 v/v) répétée 3 fois.

-Filtrat.
v

@ulion hydma]co{}liD

l—Concentration (t=35Y), dilution (H,O) et filtration.

l—Extraction par éther de pétrole | fois, décantation

Phase Aqueuse Phase organique

-Extraction par CHCls (3 fois), décantation [-Séchage

h 4 ]

v ¥ _Filtration, Conc.
Phase Aqueuse Phase organique
_Extraction par AcOEt (3x), décantation
; 3
¢J -Séchage
“ Extrait éther de
Phase Aqueuse Phase organique -Filtration pétrole
Ln-butanol (5x) LSéchage LConcentration m = 0,0135g
4

-décantation -Filtration Extrait chloroforme
| ! -Concentration m = 0,8897g
Phase Phase
; Extrait AcOEt
Aq ueuse organique

m = 5,1421g

{S€chage, filtration et concentration.

Extrait n-butanol

m = 22,9378g

Figure 19. Protocole d’extraction de Helianthemum ruficomum.
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Matiere végétale
m = 2278,87¢g

-Macération a température ambiante pendant 72h

dans MeOH/H-O (80 :20 v/v) (3x), Filtration.
v

Solution hyd@

-Concentration (t=35"), dilution et filtration.

Filtrat

: Extraction par éther de pétrole 1 fois, décantation I
1 I

Y h 4

Phase Aqueuse Phase organique

-Extraction par CHCl; (3x) puis décantation 5
v -Séchage

v v

Phase Aqueuse Phase organique -Filtration

Extraction par AcOEt (3x), décantation

Jv lv LSéchage, filtration LCon.

Phase Aqueuse Phase organique

et concentration

Extrait éther

Ln-butanol (5x) -Séchage, filtration de pétrole

Extrait
chloroforme

¥-Décantation -Concentration

m = 0,01g

h 4 h 4

=1,65
Phase Phase el

Aqueuse organique

Extrait AcOEt

m=711g

-Séchage, filtration et concentration.
L 4

Extrait n-butanol

m = 35,07¢g

Figure 20. Protocole d’extraction de Helianthemum confertum.
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IT1.3. Etude des extraits

Les extraits obtenus sont éudiés par deux méthodes :
1- les extraits sont injectés dans 1’appareil HPLC-ABTS en ligne pour analyser de manidre
spécifique les composés anti-radicalaires en utilisant la méthode HPLC couplée avec le
dosage ABTS en ligne.
2- les extraits sont soumis a un traitement par chromatographie analytique sur couche mince
de gel de silice déposé sur une fewlle d’aluminium, pour mettre au point 1’¢luant ou le
systéme d’élution qui donnerait les meilleurs résultats de séparation en chromatographie sur

colomme.

+ Principe de la méthode HPLC-ABTS en ligne

La détermination des molécules anti-radicalaires au sein d’un échantillon complexe a &té
réalisée par 1’association d’une technique séparative, la chromatographie liquide a haute
performance, et d’un systéme de détection mettant en évidence de maniere spécifique, la
capacité des molécules individuelles a réduire une espeéce radicalaire grace a un systéme
de réaction post-colonne (Figure 21). Ainsi, les composés d’un échantillon sont séparés
sur une colonne chromatographique grice a un premier groupe de pompes, puis sont
détectés dans un premier temps par un détecteur a barrette de diodes. En sortie du premier
détecteur, la phase mobile, véhiculant les composés séparés, est ensuite mélangée au
réactif ABTS™ apporté par la 2™ pompe. Le mélange phase mobile/ABTS™ est ainsi
acheminé a travers une boucle de réaction jusqu’au deuxiéme détecteur destiné a
enregistrer la décoloration du radical. La présence d’une molécule peut done &tre détectce
par absorbance classique dans 1'UV-visible (conditionné par la présence d’un
chromophore au sein de sa structure), et ['activité anti-radicalaire se manifestera par
I’apparition d’un pic négatif au niveaun du 2°™¢ détecteur, traduisant la décoloration du

réactif.
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Pompe 2
Pompel | | Injecteur Colonne Té mélangeur

Détection des [ ]

HPLC molécule

I
l | ‘ Détection et dosage de
Poubelle

I’ activité anti-radicalaire

des molécules

Figure 21. Montage du couplage HPLC- ABTS™

+ Protocole

Le systéme utilisé pour analyser les extraits est composé d’un systéme chromatographique
classique et d’autre part d’'un systéme permettant la réaction post-colonne. La chaine
chromatographique est constituée d'une pompe water 600S Controller, d’'un Autosampler, un
détecteur a barrette de diodes DAD 3000 (RS) ( Dionex Ultimate 3000 series Diodes Array
Detectors) et un deuxieme détecteur VWD 3000 ( Variable Wavelength Detectors). Le réactif
ABTS™ est délivré avec 0.5 ml/min comme débit et mélangé avec la phase mobile sortant du
premier détecteur au moyen d’une jonction-T. L’ensemble est acheminé jusqu’au second
détecteur, au travers d’une boucle de réaction PEEK mesurant 20 m de long avec un diametre
interne de 0.25 mm. La déiection de la décoloration du radical ABTS™ est suivie 3 412 nm.

La colonne chromatographique utilisée dans la séparation des phases est de type Kromasil Cis
(4.60 mm x 250 mm) avec une taille des particules de Sum. La température de la colonne est
25°C. La phase mobile, délivrée avec un débit de 1ml/min, est composée de deux voies : 0,1%
acide formique dans H>O Milli-Q (solvant A) et 100% acétonitrile (solvant B) avec le

gradient présenté dans le tableau 7.
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Tableau 7. Gradient de la phase mobile pour I"analyse des extraits.

Temps (min) Voie A % Voie B%
0 90 10
10 80 20
20 80 20
50 50 50
55 50 50
56 20 80
66 20 20
67 90 10
80 90 10

II1.3.1. Etude de I’extrait acétate d’éthyle de Helianthemum ruficomum

IT1.3.1.A. Analyse de I’extrait acétate d’éthyle par HPLC-ABTS',
détermination de ses composants antioxydants

Injecté dans les conditions précédemment décrites, cet extrait montre d’une part une

composition chimique riche (Figure 22) et d’autre part plusieurs constituants doucs d’activité

antioxydante (Figure 23).
P —— e |
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Figure 22. Chromatogramme HPL.C-DAD de I’extrait acétate d’éthyle de H. ruficomum.
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Figure 23. Détermination chromatographique des composés de I’extrait AcOEt
{chromatogramme supérieur) et leur activité antioxydante correspondante
(chromatogramme mférieur) par HPL.C- ABTS"™

IT1.3.1.B. Séparation et purification des composants de ’extrait AcOEt de

Helianthemum ruficomum

Grice a des tests effectuéds sur les plaques CCM analytiques, le systeme chloroforme/
méthanol a été retenu. Ainsi, 4 g de ’extrait acétate d’¢thyle de Helianthemum ruficommm
ont subi un fractionmement par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice
(Si gel Fluka, cat. 60737, 40-63 pm). Les 4 g de cet extrait ont été dissous dans 5 ml de
méthanol est mélangés a une petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séche sous vide,
puis pulvérisé jusqu’a obtention d’une poudre homogene. Cette poudre est déposée sur une
colomne de gel de silice (160 g), préparée dans le chloroforme. L’ élution a &été réalisée par du
chloroforme avec introduction progressive de méthanol. Les fractions recueillies sont
regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couches minces de gel
de silice déposées sur feuilles d*aluminium (TLC Si gel 60 Fasq, 0,2 mm) qui aprés
développement dans des cuves en verre avec des systémes adéquats, ont &té€ visualisées sous
lampes UV a 254 et 365 nm, puis révélées avee "anisaldéhyde et chauffées pendant 3 min a

100°C. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait AcOEt de
Helianthemum ruficomum

Chloroforme Méthanol (7-') Nombre de V Lots Fractions

(%) (420 ml) de la (100 ml) (masse, mg)
colonne

100 0 3V 1-17 F1 (1,66)
99 l 3V 18 F2 (1,3)
98 2 v 19-21 F3 (6)
98 2 3V 22-24 F4 (30)
98 2 3V 25-26 E5 (5:1)
98 2 3V 27 ' F6 (3,79)
98 2 3V 27 F7(9.8)
98 2 3V 28-29 F8(22.4)
97 3 3V 30-33 F9 (63.4)
97 3 3V 34-43 F10(145)
96 4 3V 44-48 Fl11 (76,4)
96 4 3V 49-52 F12 (57,8)
95 3 v 53-56 F13 (48,3)
95 5 3V | 57-60 . Fl14(69.3)
95 5 3V 61-66 F15 (78,7)
94 6 3V 67 F16(113,7)
93 7 v 68-84 F17(930,6)
92 8 v 85-99 F18 (382,9)
90 10 3V 100-114 F19 (136,6)
89 11 v [15-128 F20(177,1)
86 14 12V 129-159 . P21 (260,6)
86 14 3V 160-163 F22 (49.,7)
83 17 oV 164-194 F23 (258,1)
82 18 3V | 195-211 F24 (108,1)
81 19 3V 212-215 F25 (17,5)
70 30 3V 216-269 ' F26 (428)
65 35 3V 270-295 F27 (82.2)
60 40 v 296-320 F28 (62,5)
58 42 3V 321-335 F29 (16,3)
58 42 v 336-340 F30 (58)
55 45 3V 341-348 F31 (10,8)
53 47 3V 349-359 F32 (6,2)
53 47 3V 360-365 F33 (3.8)
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Tableau 8. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait AcOEt de
Helianthemum ruficomum (suite)

50 50 3V 366-378 | F34(10)

45 | 55 3V 379-393 F35 (15.2)
40 60 3V 394-403 F36 (15,5)
35 | 65 3V 404-414 | E37(15)

30 70 3V 415426 | F38(27.2)
20 80 3V 427-440 F39 (16,2)
0 | 100 3V 441-463 F40 (18.6)

v" Etude de la fraction F12

La fraction 12 (57,8 mg) a ét€ rechromatographiée sur une plaque préparative de gel de
silice (Si gel 60 PFasa 4366 (20 x 20 cm, | mm d'épaisseur, Analtech cat. 02014).¢luée par

le systeme : chloroforme/ méthanol (12 :1), pour donner le produit A12-8 (composé 1)

(m=1 mg), d’une couleur orange sous lampe UV 365 nm et invisible a 254 nm.

v" Etude de la fraction F16

Poids de cette fraction = 113,7 mg.

Apres des tests sur plaques analytiques de cette fraction nous avons opté pour le systéme
convenable : chloroforme/ méthanol : 7/1 (2 élutions). Ainsi cette fraction a été déposée sur
plaques préparatives de gel de silice. Visionnées apres €lution par la lumiere de Wood, ces
plaques montrent plusieurs taches. Nous nous somimes intéressées a la plus intense d’entre
elles notamment A16-5 de fluorescence noir-violette.

Cette sous-fraction a subit une purification sur plaques analytiques pour donner le produit que

nous avons noté A16-5h (1,7 mg) (composé 2).

v" Etude de la fraction F17

Le poids de la fraction = 930,6 mg.

Apres des tests sur plaques analytiques de gel de silice en vue de la sélection du systeme
d’¢lution, nous avons retenu le systeme : CHCly/ MeOH : 2/0,5. La plaque a montré une
tache intense avec une fluorescence noir-violette sous les radiations UV 254 et 365 nm et
Aprés révélation avec I’ammoniac et 1’anisaldéhyde, cette fraction a montré une tache de
couleur jaune intense et une autre tache noire. La fraction a alors été déposée sur plaques
préparatives de gel de silice normale. La bande N°2, plus intense que les autres, a donné apres

élution avec un mélange de méthanol et de chloroforme : 2/0,5 le composé A17-2 (80 mg)
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noté composé 3. La bande N°3, a donné apreés élution avec le méme mélange, le composé
Al7-3 (5 mg). La purification de ce demier sur plaques analytiques avec Acétate d’éthyle/
méthanol/ eau : 9/1/1 a permis d’isoler un produit pur le A17-3B (3 mg) noté composé 4.

II1.3.2. Séparation et purification des composants de I’extrait n-butanol

I11.3.2.A. Analyse de ’extrait n-butanol par HPLC-ABTS™, détermination
de ses composants antioxydants

Comme I’exfrait AcOEt, extrait n-BuOH a été injecté dans les conditions précédemment
décrites, cet extrait montre également d’une part, une composition chimique riche (Figure 24)

et d’autre part plusieurs constituants doués d’activité antioxydante (Figure 25).

! ’
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Figure 24. Chromatogramme HPLC-DAD de I’extrait n-BuOH de H. ruficomum.
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Figure 25. Détermination chromatographique des composants de I’extrait n-BuOH de H.

ruficomum (chromatogramme supérieur) et leur activité antioxydante
correspondante (chromatogramme inférieur) par HPLC- ABTS™

IT1.3.2.B. Fractionnement de 1’extrait n-butanol

L’extrait n-butanol de Helianthemum ruficomum (16 g) a été fractionné par chromatographie

d’adsorption sur une colonne de gel de silice 60, 63-200 pm (70-230 mesh). L ’extrait dissout

dans le méthanol est mélangé a une quantité de gel de silice (13 g), ’ensemble est séche sous

vide, puis pulvérisé jusqu’a obtention d'une poudre homoggne. Cette poudre est déposée sur

une colonne de gel de silice (478 g) préparée dans le dichlorométhane. L’ élution a été réalisée

par du dichlorométhane avec introduction progressive de méthanol. Les fractions recueillies

sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couches minces de

gel de silice déposées sur feuilles d’aluminium (TLC Si gel 60 Fasy, 0,2 mm) qui apres

développement dans des cuves en verre avec des systémes adéquats, ont été visualisées sous

lampe UV (254 et 365 nm), puis révélées avec 1"anisaldéhyde et chauffées pendant 3 min a

100°C. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 9.
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Tableau 9. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I"extrait n-butanol
de Helianthemum ruficomum

Dichlorométhane = Mséthanol (%) Nombre de V Lots (100 ml) Fractions
(%) (1190 ml) de la (masse, mg)
colonne
100 0 5V 1-25 F1 (57.2)
100 0 Y 26-35 F2 (8,2)
100 0 1V 36-49 F3 (10.6)
100 0 Y 50-60 F4 (29.2)
95 5 3V 61-69 . F5(47.9)
95 5 1V 70-75 F6 (228.5)
95 5 Y 76-96 F7 (180,6)
90 10 RAY 97-122 F8 (617,2)
90 10 1V 123-127 F9 (288,2)
85 15 3V 128-130 F10 (351.6)
85 15 1V 131-141 F11 (1281,7)
85 15 Y 142-145 F12 (296)
85 15 1V 146-159 F13 (2837.3)
80 20 3V 160-177 F14 (2054)
80 20 1V 178-187 F15 (415.8)
75 25 3V ' 188-202 F16 (1303.7)
75 25 1V 203206 = F17(267.4)
75 25 1V 207215 | FI18(354)
70 30 1V 216-222 F19 (262.4)
70 30 Y 223-231 . F20(281.,5)
70 30 1V 232-243 F21 (248.6)
70 30 Y 244-254 F22 (202,7)
65 35 3V . 255263 F23 (239)
65 35 Y 264-273 F24 (211)
65 35 1V 274-284 F25 (104.9)
60 40 RAY 285-298 F26 (143.7)
60 40 1V 299-309 F27 (79,2)
60 40 1V 310-321 F28 (179.2)
55 45 3V 322-334 F29 (13.3)
55 45 Y 335-347 F30 (77.1)
50 50 3V 348-351 F31 (15.2)
50 50 RAY 352-358 F32 (77,1)
0 100 3V 359-372 F33 (22,1)
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v" Etude dela fraction F4

Cette fraction a montré la formation d’un précipité blanc que nous avons filtré (29,2 mge) et
lavé avec du méthanol pour donner un mélange de deux produits F4-1 (composé 5) et F4-2

(composé 6).
v Etude dela fraction F9
Poids de 1a fraction= 288,2 mg

Une aliquote d’environ 100 mg de cette fraction est injectée en HPLC semi-préparative en
phase inverse, dans une colonne Cis, 250 x 10 mm, Sum, thermo scientific, , avec une phase
mobile délivrée a3 5 ml/min constituée dun mélange d'eau Milli-Q contenant 0,1% d'acide
formique (solvant A) et d'acétonmitrile contenant 0,1% d'acide formique (solvant B). Le
gradient était le suivant: 0 min, 0% B; 30 min, 25% de B; maintenue pendant 7 min. Deux
produits sont séparés avec cette méthode, B9-1 a été £lué au bout de 14,25 min et B9-2 a été
élué au bout de 31 min (Figure 26). La collection de ces deux produits aprés plusieurs

injections a permis I'isolement de B9-1 (2.1 mg) noté composé 7 et B9-2 (2,8 mg) noté

compose 4.
Furn: F3 coll3 & 23415 093703, Method: F3 coll final
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Figure 26. Chromatogramme HPLC semi-préparative en phase inverse de la fraction F9.

Aprés séparation et afin de vérifier la pureté ultime des composés isolés, ces produits

(composés 4 et 7) sont réinjectés en HPL.C Analytique (Varian, Model 410 Varian Prostar),

_———
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La colonne chromatographique utilisé étant bien entendu la Kromasil Ciz avec une taille de
particules de Spm, 4.60 mm*250 mm (cette colonne a été utilisé pour tous les produits isolés),
la détection est assurée par un détecteur UV a barrettes de diodes. La phase mobile est
composé de deux voies: A: HO Milli-Q/Acide formique (99,9/0,1) (V/V); B:
Acétonitrile/Acide formique (99,9/0,1) (V/V), sont délivrées avec un débit de 1ml/min, avec
le gradient présenté dans le tableau 10. Les chromatogrammes relatifs & ces deux composés

sont représentés dans les figures 27 et 28 respectivement.

Tableau 10. Gradient de la phase mobile pour I’analyse des produits séparés.

Temps (min) Voie A % Voie B%
0 95 5
18 63 37
20 63 37
21 95 5
33 50 5

*Ce gradient a été utilisé pour tous les produits séparés.

Tous les produits séparés sont injectés dans la méme HPLC Analytique (Varian) sauf B13-1

et B13-3 ont été injecté dans Dionex Ultimate 3000 series Diodes Array Detectors.
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Figure 27. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 4.

B9-2: Tr=16,82 min, longueur d’onde = 346 nm, Absorbance = 758 mAU
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Figure 28. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 7.

B9-1 : Tr = 8,51 min, longueur d’onde = 258 nm, Absorbance = 9 mAU.

v'" Etude dela fraction F11
Poids de la fraction= 1281,7 mg.

Une quantité de la fraction est injectée en HPLC semi-préparative en phase inverse , dans une
colome Cig, 250%10 mm, Spm, thermo scientific, avec une phase mobile délivrée a 5 ml / min
constituée d'un mélange d'eau Milli-Q contenant 0,1% d'acide formique (solvant A) et
d'acétonitrile contenant 0,1% d'acide formique (solvant B). Le gradient était l2 suivant: 0 min,
0% B; 30 min, 25% de B; maintenue pendant 7 min. Quatre produits sont séparés avec cette
méthode, Bll-1, B11-2, B11-3 et B11-4. TlIs ont été &lué au bout de 7.5 min, 12,5 min,
17,75min et 28 min respectivement (Figure 29). La collection de ces  produits aprés
plusieurs injections a permis I'isolement de B11-1 (3 mg), B11-2 (8 mg) (composé 8), B11-3
(1,2 mg) (composé 9) et B11-4 (5 mg).
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Rur: Dd4-Map-15 - 160218 & 04-May-15 16:02:21, Method: F3 coll final
100.0 280.0
7 . Bl11-4
i 260.0 | i1 - | /
240.0
_ B11-2 |
L 2200 ‘
4 200.0 |
190,0
r
% =04 160 D_ ‘ |
T £
k] - [m ]
L 2 140,0
B £ .
= 120.0
= 40.0 i
100.0
) 80.0
2I:I.D EID.D
40.0
20.0
0.0 0.0 -‘ |
0.0 10.0 200 30.0 40,0
Minutes
I 257

Figure 29. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F11.

Aprés séparation, ces quatre produits ont été injectés en HPLC analytique pour les mémes
raisons et dans les mémes conditions que précédemment reporté. Les chromatogrammes
obtenus montrent que seuls les deux produits B11-2 (composé 8) et B11-3 (composé 9), sont a

I"état pur (Figures 30 a 32).
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Figure 30. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de laB11-1.

B11-1: Tr = 5,92 min, longueur d’onde = 267 nm.
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Figure 31. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 8.

B11-2: Tr = 7,47 min, longueur d’onde = 252 nm, Absorbance =164 mAU.
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Figure 32. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 9.

B11-3 : Tr=10,22 min, longueur d’onde = 305 nm.
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Figure 33. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de laB11-4.

B11-4 : Tr=15,54 min, longueur d’onde =350 nm.

v' Etude dela fraction F13
Poids de 1a fraction= 2837,3 mg.

Une quantité de la fraction est injectée en HPLC semi-préparative en phase inverse, dans une
colome Ciz, 250%10 mm, Sum, thermo scientific, avec une phase mobile délivrée a 5 ml /
min constituée d'un mélange d'eau Milli-Q contenant 0,1% d'acide formique (solvant A) et
d'acétonitrile contenant 0,1% d'acide formique (solvant B). Le gradient était le suivant: 0 min,
0% B; 30 min, 25% de B; maintenue pendant 17 min. Quatre produits sont séparés avec cette
méthode, B13-1, B13-2, B13-3 et B13-4. Ces produits ont été élués au bout de 10, 13, 28 et
30 min respectivement (Figure 34). La collection de ces produits aprés plusieurs injections a
permis 1’isolement de B13-1 (1,6 mg) (composé 10), B13-2 (1,2 mg), B13-3 (2,8 mg) et B13-
4 (2 mg) (compose 11).
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Figure 34. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F13.

Aprés séparation, les produits B13-1 (composé 10) et B13-3, sont réinjectés et détectés par le

Dionex Ultimate 3000 series Diodes Array Detector (Figures 35 et 37, respectivement), par

contre les produits B13-2 et B13-4 (composé 11) ont été réinjectés et détectés dans les mémes

conditions que les produits précédents (Figures 36 et 38, respectivement). D’prés ces

chromatogrammes, les produits B13-2 et B13-3 s’averent étre des mélanges. Par ailleurs,

1’allure du spectre UV du composé 11 est en faveur d’un flavonoide de type flavonol.

Figure 35. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 10.
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Figure 36. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de la B13-2.

B13-2: Tr=16,32 min, longueur d’onde =346 nm, Absorbance = 254 mAU.
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Figure 37. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de la B13-3.
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Figure 38. Chromatogramme

HPLC analytique phase inverse de composé 11.

B13-4 : Tr= 17,45 min, longueur d’onde = 343 nm, Absorbance =173 mAU.
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v Etude dela fraction F14
Poids de 1a fraction= 2054 mg.

Une quantité de cette fraction est injectée en HPLC semi-préparative en phase inverse, dans

une colomme Ciz, 250*10 mm, Sum, thermo scientific, avec une phase mobile délivrée a 5 ml /

min constituge d'un mélange d'eau Milli-Q contenant 0,1% d'acide formique (solvant A) et

d'acétonitrile contenant 0,1% d'acide formique (solvant B). Le gradient était le suivant: 0 min,

0% B; 30 min, 25% de B ; maintenue pendant 7 min. un produit est séparé avec cette méthode,

B14-3 (Figure 39), a été élué au bout de 26.5min.

plusisurs injections a permis 1’isolement de B14-3 (70 mg) (composé 12).
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La collection de ce composé aprés

Figure 39. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F14.

Aprés séparation, ce produit B14-3 (composé 12) a été réinjecté dans les mémes conditions

que le produit précédent B13-4 (Figure 40 et 41).
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Figure 40. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 12.
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Figure 41. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 12 (étalement).

B14-3 : Tr= 11,89 min, longueur d’onde = 223 nm.

Au vu des résultats des chromatogrammes HPLC analytique et semi-préparative en phase
inverse, la composition chimique de la fraction F14 est similaire a celle des fractions F15,
F16,F17, F18, F19 et 20 (Figures 42 a 44). Cette observation indique une forte accumulation
du composé 12 par Helianthemmm ruficomum. D’aprés son spectre d’absorption UV et son

temps de rétention, ce composé est un flavonoide hétéroside.
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Figure 42. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de la fraction F16.
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Figure 44. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de la fraction F18.

Toutes les fractions ont &té analysées par le gradient d’élutions reporté dans le tableau 11.
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Figure 45. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F24.

Aprés séparation, ce produit (composé 13) est réinjecté dans les mémes conditions que les
produits isolés précédents. Dapres 1"allure de son spectre UV, 1l s’agit d’un flavonoide

(Figure 46).
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Figure 46. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 13.

B24-1: Tr= 12,01 min, longueur d’onde = 241 nm.
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v Etude dela fraction F32
Poids de 1a fraction= 77,1 mg.
Une aliquote de cette fraction est injectée en HPLC semi- préparative dans les mémes
conditions que la fraction précédente y compris le gradient d’élution mis en jeu. Un produit
est séparé avec cette méthode, B32-3. 1l a été élué au bout de 31 min. La collection de ce
compose apreés plusieurs injections a permis 1’isolement de B32-3 (1,2 mg) (composé 14)

(Figure 47).

Fur 132 nbt &3 04-dur-15 10,3817, Melbod, FA coll linal
100.0 65,0

B 60.0
55.0 B832-3 I\‘\

50,0 ] |

2 45.0 | Lo

0.0 H
33.0 |

20.0

o
a2
o

20,0

Mohile Phasze
1
micls

25,0
LI —

“G

AU
15.0

2D|D J.BuD
5.0

0.0 S ——

0.0 -2.0 T T T I T I ; 1
0.0 0.0 20.0 0.0 7.0
MInUDes

L o257

Figure 47. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F32.

Aprés séparation, ce produit a été réinjecté dans les mémes conditions que les produits isolés

précédents. D apres " allure de son spectre UV, 1l s”agit d’un flavonoide (Figure 48).

[ -

Figure 48. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé 14.

B32-3 : Tr= 14,83 min, longueur d’onde = 339 nm, Absorbance = 9 mAU.

Page 56



Figure 50. Détermination chromatographique des composés de ’extrait AcOEt de H.
confertum (chromatogramme supérieur) et leur activité antioxydante
correspondante (chromatogramme inférieur) par HPLC- ABTS™

Suite a ces résultats encourageants, I"extrait acétate d’éthyle est soumis a un fractionnement
suivi de séparations et de purifications successives par différentes méthodes

chromatographiques en vue de I’1solement de molécules antiox ydantes pures.

II1.3.3.B. Fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle

Un premier fractionnement de ’extrait acétate d’éthyle de Helianthemum confertum (6 g) a
¢te réalise par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice : (60-200 mesh).
L’extrait acétate d’éthyle dissout dans de le méthanol est mélangé a quantité de gel de silice
(5g), 'ensemble est séché sous pression réduite, puis pulvéris€ jusqu’a obtention d’une
poudre homogegne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice, préparée dans le
chloroforme. L.a masse de silice utilisée correspond approximativement a 32 fois le poids de
I’extrait a séparer (192g). L ¢lution a &té réalisée par du chloroforme, puis introduction du
méthanol. Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil
chromatographique sur couches minces de gel de silice déposées sur feulles d’aluminium
(TLC Si gel 60 Fasq, 0,2 mm) qui aprés développement dans des cuves en verre avec des
systémes adéquats, ont &té visualisées sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées avec
I’anisaldéhyde et chauffées pendant 3 min a 100°C. Les résultats obtenus sont regroupés dans

le tableau 12.

Page 58



Tableau 12. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait acétate
d’éthyle de Helianthemum confertum.

Chloroforme Méthanol (%) Nombre de V Lots Fractions
(%) (477 ml) de la (100 ml) (masse, mg)
colonne
100 0 3V | [-15 Fl (4,2)
99 | 3V 16-34 F2 (7,2)
98 2 3V 35-36 F3 (414)
98 2 3V 37-46 F4 (64.4)
97 3 3V 47-48 F5(21.5)
97 3 3V | 49-52 F6 (88.6)
9 4 3V 53-54 F7(75.4)
96 4 3V 55-59 F8 (91)
96 4 3V 60-77 F9 (217.7)
95 5 3V 78-81 F10(110,3)
94 6 3V 82-88 . F11(88)
94 6 3V 89-93 . Fl2(52)
93 7 3V 94-122 F13(202.2)
92 8 3V 123-127 Fl4 (133.6)
91 9 3V 128-137 F15 (96.5)
90 10 3V 138-148 F16 (153.2)
85 15 3V 149-164 F17 (75.3)
85 15 3V 165-174 F18 (165)
80 20 3V 175-181 ' F19(133,1)
80 20 3V 182-188 F20 (13.2)
75 25 3V 189-196 F21 (15,7)
75 25 3V 197-200 F22(7,6)
70 30 3V 201-219 F23 (23.4)
65 35 3V 220-235 F24 (56,9)
60 40 3V 236-251 F25 (123.8)
50 50 3V 252-278 F26 (42.1)
30 70 3V 179-294 F27 (33.7)
0 100 3V 295-311 F28 (59)

v" Etude de la fraction F9
Poids de la fraction=217,7 mg.
Une quantité de la fraction est injectée en HPLC semi-préparative en phase inverse, dans une

colonne Cig, 250 x 10 mm, 5 um, thermo scientific, avec une phase mobile délivrée a 5 ml /
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min constituge d'un mélange d'eau Milli-Q contenant 0,1% d'acide formique (solvant A) et
d'acétonitrile contenant 0,1% d'acide formique (solvant B). Le gradient était le suivant: 0 min,
0% B; 30 min, 25% de B; maintenue pendant 7 min. Un produit est séparé avec cette
méthode, A9-1. 11 a été élué au bout de 12 min (Figure 51). La collection de ce composé

apres plusieurs injections a permis I’isolement de A9-1 (8 mg) noté composé 15.
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Figure 51. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F9.

Comme pour les composés de la premigre plante et suivant le méme protocole pour vérifier
I’état de la pureté des produits, le composé 15 issu de la deuxiéme plante (H. confertum a été
injecté en HPLC analytique aprés séparation (Figure 52). Le chromatogramme montre un

produit relativement pur.

= =

ST |

Figure 52. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé A9-1.

A9-1:Tr =991 min, longueur d’onde = 287 nm, Absorbance =172 mAU.
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v Etude dela fraction F10

Poids de 1a fraction=110,3 mg
Le traitement de la fraction F10 a été réalisé selon exactement le méme protocole que celui
suivi pour la fraction F9 un produit a été séparé avec cette méthode, A10-1. 11 a &t £lué au
bout de 9,6 min (Figure 53). La collection de ce composé aprés plusieurs injections a permis

de récupérer aprés évaporation de la phase mobile, un précipité blanc (10 mg).
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Figure 53. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F10.

Aprés séparation, et suivant la méme méthode et pour les mémes raisons, ce produit a &g
réinjecté en HPLC analytique (Figure 54). D’aprés son temps de rétention et son spectre
d’absorption UV, ce produit se trouve étre le méme que le composé 1 isolé de la premiegre

espece. Cette observation sera confirmée par I’analyse approfondie des spectres de RMN.
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Figure 54. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé A10-1.

Al0-1 : Tr= 8,04 min, longueur d’onde = 263 nm, Absorbance = 846 mAU.
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v" Etude des fractions F11 et F12

Les fractions F11 (88 mg) et F12 (52 mg) présentant une parfaite similitude avec F10,

indiquent une forte accumulation du composé A10-1 par H. confertum.

v Etude dela fraction F14

Poids de 1a fraction =133,6 mg

Une aliquote de la fraction F14 a &té injectée dans la méme chaine HPLC semi préparative,
utilisant la méme colonne et la méme phase mobile que pour les fractions F9 et F10
précédentes. Le gradient d’élution était: 0 min, 0% B; 30 min, 25% de B; maintenue pendant
31 min. deux produits sont séparés avec cette méthode, Al14-2 et Al4-3. IIs ont &té éluds au
bout de 27 et 47 min, respectivement (Figure 55). La collection de ces composés aprés
plusieurs injections a permis I'isolement de 2 composés notés Al4-2 (1,8 mg) et Al4-3 (1,2
mg). Le produit A14-3 est isolé a I’état pur. L e produit A14-2 se trouve étre en mélange de

plusieurs produits.
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Figure 55. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F14.

Apres séparation, et suivant la méme méthode et pour les mémes raisons que précédemment,
ce produit a été réinjecté en HPLC analytique munie d'un détecteur a barrettes de diodes
(Figure 56). Ce produit A14-3 1solé a |"état pur, est en fait d’aprés son temps de rétention et
son spectre d’absorption UV, identique au composé 3 isolé de la premigre espéce. Cette

remarque sera confirmée par 1"analyse approfondie des spectres de RMN.
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Figure 56. Chromatogramme HPLC analytique phase inverse de composé Al4-3.

Al4-3 : longueur d’onde = 310 nm, Absorbance = 51 mAU.

v" Etude des fractions F13 et F15

Les fractions F13 (202,2 mg) et F15 (96,5 mg) étant identiques entre elles et identiques a F14

indiquent une forte accumulation du produit A14-3 par cette espéce.

v Etude dela fraction F28

Poids de la fraction = 59 mg

Une aliquote de la fraction F28 est injectée en HPL.C semi-préparative en phase inverse dans
les mémes conditions en ufilisant la méme phase mobile et le méme gradient d’élution que
pour la fraction précédente. Une seul produit a été séparé B28-5 (Figure 57). La collection de
ce produit aprés plusieurs injections a permis I’isolement du produit B28-5 (0,8 mg) noté

composé 17.
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Figure 57. Chromatogramme HPLC semi-préparative phase inverse de la fraction F28.
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Aprés séparation, et suivant la méme méthode et pour les mémes raisons que précédemment,
ce produit a été réinjecté en HPLC analytique munie d’un détecteur a barrettes de diodes. Ce
produit B28-5 est 1solé a [’état pur (compose 17).

II1.3.4. Analyse de ’extrait n-butanol et chloroforme de H. confertum par
LC-UV

Les deux extraits ont été injectds dans les conditions précédemment décrites, ces extraits
montrent d’une part une composition chimique riche (Figures 58, 59) et d’autre part plusieurs

constituants dougs d’activité antioxydante (Figures 60, 61).
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Figure 58. Chromatogramme HPLC-DAD de I’extrait n-BuOH de H. confertum.
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Figure 59. Chromatogramme HPL.C-DAD de I’extrait chloroforme de H. confertum.
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Figure 60. Détermination chromatographique des composés de ['extrait n-BuOH de H.
confertum (chromatogramme supérieur) et leur activité antioxydante correspondante
(chromatogramme inférieur) par HPL.C- ABTS™
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Figure 61. Détermination chromatographique des composés de I’extrait chloroforme de H.
confertum (chromatogramme supérieur) et leur activité antioxydante correspondante
(chromatogramme inférieur) par HPLC- ABTS™

Les travaux de séparation des composants de ces deux extraits sont en cours et feront 1’objet
de résultats a part.
Les travaux de séparation effectués sur les extraits acétate d’éthyle des deux plantes et la

phase n-butanol de 1a premiére plante sont récapitulés dans les figures 62,63 at 64.
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IV.1. Introduction

Les produits obtenus des espéces étudides sont soumis a des analyses structurales

pour identifier et déterminer leur structure chimique.

IV.2. Elucidation structurale des produits isolés de la phase Acétate
d’éthyle de Helianthemum ruficomum

IV.2.1. Elucidation structurale du composé 1 (A12-8)
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Figure 65. Structure du composé 1, A12-8.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (spectre 1) du
composé 1 montre un pic quasi-moléculaire 3 m/z = 155,03358 correspondant a [M+H] ™ et

une masse exacte m/z = 154,0263 (Tableau 13) indiquant une formule brute C7HgO4 soit un

composé comportant 5 degres d’insaturation.

CQualitative Analysis Report
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Spectre 1: spectre HR-ESI-MS (+) du composé 1
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Tableau 13. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Formula Caleulator Resu'te
Formula Bact  |Mass TgtMass  |Diff (ppm) Mz Ton Species Scora
{7 Hi 04 154.0063]  154.02651 L0 1550335307 HT o4 35.75)

Le spectre RMN 'H (Spectre 2) de ce composé, montre des signaux caractéristiques d’un

noyau aromatiques substitué dans les positions C-1, C-3 et C-4. En effet on y releve ;

#» Undoublet d’intégration 1H, 4 6w = 7,35 ppm (J = 1,8 Hz) attribuable a H-2.

# Un doublet de doublet d’intégration 1H, a 6x = 7,30 ppm (J = 8,0; 1,8 Hz) attribuable

a H-6.

# Un doublet d’intégration 1H, & 6u = 6,72 ppm (J = 8,0 Hz) attribuable a

H-3.
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Spectre 2 : Spectre RMN 'H (400MHz, CD30D, 8ppm) du composé 1

Page 70




formule brute C7HsO4 de cette molécule sont indicatrices d’une fonction acide carboxylique
en position C-1 de ce noyau aromatique. La formule brute de cette molécule permet
également de déduire la présence de deux hydroxyles substituant ce noyau aromatique dans

les positions C-3 et C-4.
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Spectre 4 : Spectre HMBC (400 MHz, CD3OD, 6 ppm) du composé 1

Toutes ces données sont reportées sur le spectre ’C (Spectre 5). L’ensemble de ces données

menent a la structure reportée sur la figure 66. 1l s’agit de 1"acide protocatechuique [52].

0. OH
1
g 2
3
2 OH

Figure 66. Structure du composé 1, acide protocatechuique.
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Spectre 5 : Spectre *C (100 MHz, CD30OD, 6 ppm) du composé 1

Les données relatives aux analyses des spectres de RMN 'H et 1°C de ce composé sont
reportées dans le tableau 14.

Tableau 14. Données relatives aux analyses des spectres de RMN H et '*C du composé 1

Composé 1
Numeérotation on (ppm) oc (ppm)
1 / 123,09
2 7.35(d ;1,8 Hz) 116,91
3 / 144,72
4 i 149,76
5 6,72 (d ; 8,0 Hz) 114,95
6 7,30 (dd ; 8,0; 1,8 Hz) 122,56
7 / 168,87

IV.2.2. Elucidation structurale du composé 3 (A17-2)

Apres purification sur plaque préparatives de gel de silice, I’échantillon obtenu est injecté
en CLHP, dans une colonne Cig, 250 x 4 mm, 5um, Macherez Nagel, phase mobile: H;O
(0,1% acide formique)-ACN (0,1% d'acide formique ; 5-30-90-90-5-5%ACN; 0-25-35-47-49-
61 min. Débit: 1 ml/min. Détection 250 nm, détecteur UV 2 barrette de diodes. Le composé 3
a été élué au bout de 7,5 mn. On remarque cependant sur le chromatogramme obtenu (Figure
67), la présence d’un deuxieme produit dont le temps de rétention est trés proche (Tr = 7,66

min).
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Figure 67. Chromatogramme CLHP phase inverse du composé 3.

L’enregistrement du  spectre d’absorption uliraviolette des deux produits de notre
chromatogramme (Spectre 6 et Spectre 7), montre que ces deux produits comportent les
mémes chromophores, car leurs spectres UV sont trés similaires. Il est done clair d’apres le
chromatogramme, que le composé 3 (Tr =7,5 min) est trés majoritaire par rapport a 1’autre.
Aussi nous avons décidé de passer a ’analyse structurale de notre composé qui est en fait

légérement contaming par un composé trés similaire.
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Spectre 6 : Spectre d’absorption ultraviolette du composé majoritaire (IT'r = 7,5 min)

200 4 £ 200

100 4 S m\ £ 100

'- N g
0 \“————;0

mAl

T T T T 3
200 250 300 350 400 450
nm

Spectre 7 : Spectre d’absorption ultraviolette du composé trés minoritaire (Tr= 7,66 min)
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Notre analyse structurale a débuté par 1’¢tude du spectre UV-Vis qui montre des bandes
caractéristiques d’un flavonoide notamment la bande T & Ama.x 350 nm et la bande 1T & Agax
267 nm ainsi qu'une troisieme bande sous forme d'un épaulement & Amax 302 nm et une
quatritme a Amax 315 nm. Ces deux derméres bandes indiquent la présence d’un groupement
phénolique dans cette molécule.

Le spectre proton (Spectre 8) du composé 3 montre un ensemble de signaux dans la zone
des protons aromatiques et éthyléniques et un ensemble de signaux rappelant un glycoside

dont le signal d'un proton anomérique.
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Spectre 8 : spectre RMN 'H NMR (500MHz, DMSO-ds, dppm) du composé 3

Ce spectre montre également un signal d’un groupement O-CHs corrélant sur le spectre

HSQC au carbone a 6= 49,09 ppm (spectre 9-1).
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Spectre 9-1 : spectre HSQC (étalement 1) (500 MHz, DVISO-ds, dppm) du composé 3

Le déplacement chimique anormalement bas pour ce groupement O-CH 5 et la complexité
des spectres RMN'H et RMN *C (Spectre 10) nous ont incités a enregistrer un spectre
DOSY/RMN (Diffusion Order Spectroscopy) afin de nous assurer que notre composé n’est
pas contaminé par un produit qui n’absorbe pas dans le proche UV (rappelons que dans notre

cas, la détection a éié effectuée a A = 250 nm).

i TR O T P TN PR v SN 100 N - e (9 N Tl
inir o X s

Spectre 10 : Spectre RMN C (125 MHz, DMSO-d6) du composé 3 |
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L’expérience Diffusion Order Spectroscopy est une méthode basée essentiellement sur la
mesure de la diffusion des molécules en solution, cette technique est un élargissement du
champ d’application de la mesure de la diffusion par RMN, méthode décrite en 1965 par
Stejskal et Tanner [53]. L’élargissement du champ d’application de cette technique a été
réalisé en 1992 par Morris et Johnson [54] en proposant une nouvelle approche de la mesure
de diffusion par RMN a laquelle ils donnerent le nom de DOSY pour (Diffusion Order
Spectroscopy). Sur un spectre DOSY, les spectres de RMN des composants d’un mélange
sont discriminés le long de 1'axe de diffusion (axe des ordonnées), I'axe des
abscisses comporte les déplacements chimiques des protons des molécules présentes dans le
mélange. Grace a un logiciel les spectres RMN'H de chaque composant du mélange sont
extraits du spectre DOSY.

Cette technique s’apparente trés bien a une chromatographie analytique, puisqu’elle
permet de faire une séparation virtuelle d’un ensemble de molécule dans un échantillon.

La figure 68. montre une analyse compléte d’un mélange. équimoléculaire de glucose, de

sodium dodecyl sulfate de (SDS), d’adénosine tri —phosphate (ATP) dans 1’eau deutérée.
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Figure 68. Analyse d’un mélange de glucose, de sodium dodecyl sulfate de (SDS),
d’adénosine tri —phosphate (ATP)

Le spectre A représente le spectre RMN 1D du mélange, le spectre B représente le spectre
DOSY'H du mélange, il montre I’ensemble des fréquences de chacun des composant du
mélange le long de I’axe des fréquences RMN (déplacements chimiques) (axe horizontal) et v
associe le coefficient de diffusion de chaque molécule présente dans le mélange, le long de
I’axe de diffusion (axe vertical). Le spectre C représente les spectres RMN'H de chaque

composant du mélange extraits un spectre DOSY(B) [35].

Concemant notre travail nous avons donc enregistré le spectre DOSY 'H (Spectre 11) de
notre produit. Sur ce spectre, on remarque que la totalité des signaux aromatiques intenses
appartiennent a la méme molécule. Par contre le signal a 3,20 ppm correspondant au
groupement méthoxyle précédemment signalé n’appartient pas a mnotre molécule mais
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appartient a une autre dont le coefficient de diffusion dans le DMSO-ds est beaucoup plus
petit. Ainsi nous avons attribué ce signal a du méthanol resté dans notre échantillon durant les
travaux de purification, on remarque également dans la zone des déplacements chimiques de
notre molécule, la présence de signaux appartenant a la molécule précédemment signalée en
traces dans notre échantillon. Par ailleurs et avec un coefficient de diffusion beaucoup plus

faible apparait le DMSO non deutéré, contaminant du DMSO-ds utilisé comme solvant.

| La molécule A17-2 |

DMSO non deutére

Y |
2 1 |
] Méthanol |

L P — ; r— ’
T T T T T T

H 12 ] E & 4 2 0 Sk 100 15D

Spectre 11: Spectre DOSY 'H du composé 3

La détermination de la structure de la molécule A17-2 a donc débuté par un analyse en
LC-MS, sur un spectromeétre de masse a ionisation par electronébulisation (electrospray,EST)
couplé a une CLHP.

Le spectre haute résolution a &té obtenu sur un 6520 accurate Mass Q-TOF spectrométre
aprés passage sur une colome Cqz HPLC. Le chromatogramme obtenu montre, notre composé

avec un temps de rétention de 3,97 mm avec TIC a 595,14568 (Spectre 12).
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Spectre 12 : HPLC-MS du composé 3

Le spectre ESI-HRMS montre les ions quasi moléculaires 4 m/z = 1211,2645 [2M+Na] ¥,
m/z = 617,12741 [M+Na] ¥, m/z = 595,14507 [M+H] * orientant vers une formule brute de

C3oHz26013 pour cette molécule qui doit alors comporter 18 instaurations (Spectre 13 et

Tableau 153).
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| Spectre 13 : Spectre ESI-HRMS (+) du composé 3 |
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Tableau 15. Résultats de 1’anal yse de la composition €lémentaire des ions obtenus du composé 3

par ESI-HRMS
Peak List
L= = | Abvmwd Formula =i
14704373 Fi80.1
e s 12433
595, 14507 1 |151594.9 [(C30 H2Z7 O13 o e
596 14251 1 e O30 H2T 1R I b
597, 15199 1 1212.3 C20 H27 o132 i
G17. 127451 1 11i32G.5 [[C30 H2S Na OA13 §{BdrPda )=
HAH. 1 5ESS 1 FAL S LS00 HE Na 113 [ P1--nda =
6515.13269 1 |9598.9 C310 H26 MNa O13 {1-Pda )+
1211 . 26345 1 |1207.7
1233 2641 1 |916.3

L’examen simultané des spectres RMN C (spectre 10) et HMBC (spectre 14) permet de

repérer un groupement glycosyle de type hexose.

Zaowne 4'un groupement

glycosyle

] !

Spectre 10 : Spectre RMIN *C (125 MHz, DMSO-d6) du composé 3
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Taches de corrélation des protons
d’un sucre dont les signaux sont

recouverts par celui de H:O

Spectre 14: Spectre HVMIBC (500 MHz, DMSO-ds) du composé 3

Cet hexose comporte :

un CH; & 6u =428 ppm (1H; dd ;J = 12,0; 2,8 Hz) attribuable a H-6""a et 6u =
4,03 ppm (1H; dd; J = 12,0; 5,2 Hz) attribuable a H-6"’b, éc = 63,46 ppm,

attribuable au CHa de la position C-6 de I’hexose.

A

1H (ddy
12.0:28Hz=z

Spectre 8-1 : spectre RMN 'H (étalement 1) du composé 3

quatre groupements CH dans les signaux des 4 atomes d’hydrogeéne sont recouverts

par le signal de I’eau de contamination du DMSO-ds et dont les signaux des carbones

apparaissent a 70,39 ppm ; 74,60 ppm ; 74,66 ppm et 76,71 ppm.

Un groupement CH a éu = 5,41 ppm, J = 6,8 Hz, 6c = 101,79 ppm attribuable a la

position anomeérique C-1°".
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Spectre 8-2 : spectre RVMIN H (étalement 2) du composé 3

La valeur de la constante de couplage du proton anomérique et la valeur du déplacement
chimique de son carbone indiquent une jonction -O-f- glycosidique.

Les valeurs des déplacements chimique des 4 autres méthynes de ce sucre : 70,39 ; 74,60 ;
74,66 et 76,71 ppm orientent vers un substituant glucopyranoside. En tenant compte des
résultats bibliographique [56] et de l'analyse des spectres COSY (Spectre 15) et HSQC
(Spectre  9-2), HMBC (Spectre 14-1), les atomes de carbone de ce groupement

glucopyranoside sont attribués comme suit :

C-17, catbone anomérique a ¢ = 101,79 ppm, &8s = 5,41ppm.
C-2", 6c = 74,60 ppm, &u = 3,25 ppm.
C-3 ", 8c = 76,71 ppm, 8z = 3,30 ppm.
C-4", 8c = 70,39 ppm , 81 = 3,19 ppm.
C-5", 6c = 74,66 ppm, 6 = 3,40 ppm.

I
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Spectre 10-1: spectre RMN ¥C (étalement 1) (125 MHz, DMSO-ds) du composé 3
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Spectre 9-2: Spectre HSQC (étalement 2) (500 MHz, DMSO-ds) du composé 3
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‘ Spectre 9-3: Spectre HSQC (étalement 3) (500 MHz, DMSO-ds) du composé 3 ‘

Page85



AN T-2 5004 (COSY THA H) DMSO 500MHzZ

‘ L H:.I‘J'f H_E‘f}_j__sjsl’ 2]” H-4f'
]. . W_. Y H-#L

/ y

=

I I, Sa(H-2" H-3")

(H-4", H-5")

/7
BT <€ ST
o s  (H57HE")

S ofH-17, H-2")

~
=
L
I
[~

Spectre 15: Spectre COSY (500 MHz, DMSO-ds) du composé 3

Comme signalé plus haut le carbone du groupement CH: de la position 6 de ce
glucopyranoside que nous numérotons C-6 résonne i 63.46 ppm. La valeur du déplacement
chimique de ce carbone indique clairement une acylation de cette position.

Cette hypothese est rapidement vérifiée sur le spectre HMBC (Spectre 14-1), qui montre

en effet, une corrélation entre les protons Hx-6"et le carbonyle d’ester a 8¢ = 166,69 ppm.
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Spectre 14-1 : spectre HVMIBC (étalement 1) du composé 3

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer la présence de I’entité reportée dans la

figure 69 dans notre molécule.

Génine
\ HoZ¥ OHy
O Lo OH
" 5" R 6"

O O

Figure 69. Structure partielle-1 du composé 3

Le spectre HMBC (Spectre 14-2) montre également des taches de corrélation entre ce
carbonyle et les protons éthyléniques résonant sous forme d’un doublet chacun a 6u = 6,13

ppm et 6u= 7,36 ppm (J = 16,0 Hz).

_———
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‘ Spectre 14-2 : spectre HMBC (étalement 2) du composé 3 ‘

Cefte observation oriente vers la présence d'un groupement -CH=CH- avec une

configuration trans en position vicinale par rapport au carbonyle d’ester. Ceci est d’ailleurs
vérifié sur le spectre COSY (Spectre 15-1) qui montre une corrélation nette entre ces deux

protons.
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Spectre 15-1: Spectre COSY (étalement 1) du composé 3

Ces observations ménent a ce stade, a la structure partielle-2 reportée dans la figure 70.

Genine \
: 3“ C ]l I L}

Figure 70. Structure partielle-2 du composé 3
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Toujours sur le spectre HMBC (Spectre 14-3), ces deux demiers protons montrent des

taches de corrélation avec le carbone quatemaire aromatique a ¢ = 125,30 ppm.
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Spectre 14-3: spectre HMBC (étalement 3) du composé 3

Toujours sur le méme spectre HMBC, ce carbone aromatique quatemaire (8¢ = 125,30
ppm) que nous numérotons C-17* montre une tache de corrélation avec les protons résonant
sous forme d’un doublet d’intégration 2H & &u = 6,79 ppm, J = 8,8 Hz (6c = 116,31 ppm)
caractéristiques d’un noyau aromatique para-substitué. Nous numéroterons alors ces  protons
H-3""" et H-5""" (spectre 14-4). Les protons H-2""" et H-6""" de ce noyau aromatiques sont
repérés a ou = 7,38 ppm (8¢ = 130,64 ppm). Sur le spectre HMBC, ces deux derniers protons
corrélent avec le carbone quatemaire a dc = 156,36 ppm, permettant son attribution au C-4°"*
(spectre 14-5). La valeur de son déplacement chimique est en faveur d’une oxygénation de
cette position. Cette analyse nous permet de proposer la présence de ’entité reportée dans la

figure 71 dans notre molécule.
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i Spectre 14-4 : Spectre HVIBC (étalement 4) du composé 3 i
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Spectre 14-5 : Spectre HMBC (étalement 5) du composé 3
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Figure 71. Structure partielle-3 du composé 3

En revenant a la formule brute CiH6013 de notre molécule, Il se trouve que I’entité
précédemment décrite dans cette molécule a consommé 15 atomes de carbone et 7
insaturations. Comme reporté plus haut d’aprés les résultats de ['analyse du spectre
d’absorption UV, le composé 3 renferme un squelette flavonique, ainsi les |5 atomes de
carbone restants ne peuvent étre que dans la partie flavonique qui doit forcément représenter
la génine ou I’aglycone de cette molécule. En effet, en faisant abstraction des signaux de la
partie osidique et de la partie phénolique, le spectre RMN 'H permet de relever :

- Un singulet large d’intégration 1H a 12,45 ppm attribuable au OH en position C-5 d’un
flavonoide.

- Deux doublets d'intégration 1H chacun, formant un systtme AM a 6y = 6,26 ppm et 8y =
6.05 ppm. (J = 1,6 Hz) caractéristiques des protons H-8 et H-6 respectivement, du noyau A
d’un flavonoide.

- Deux doublets d'intégration 2H chacun, formant un systtme AM a éu = 7,98 ppm et 6u =
6,84 ppm, (J = 8 .8 Hz) attribuables a H-2", H-6" et a H-3", H-5" respectivement, indiquant
ainsi une substitution para du noyau B oxygéné en position 4° d’un flavonoide.

La présence de ces signaux oriente vers un squelette flavonique de type kaempférol.

La synthese de 1’ensemble de notre analyse mene au kaempférol substitué par un glucosyle
acylé en C-6""". En revenant a la formule brute de notre molécule, on en déduit que le

groupement oxygeéné de 'acyle en C-6""" du glucopyranosyle ne peut étre qu'un hydroxyle.
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Le composé 3 est par conséquent le kaempférol substitué par un [6’’-O-(E)- -coumaroyl]-p-

D-glucopyranoside, comme reporté dans la figure 72.

Partie osidique

Génine

Figure 72. Génine et partie osidique du composé 3

Pour avoir la structure finale du composé 3, il suffit de placer la partie osidique sur la
génine. On constate que la génine qui est le kaemférol peut étre substituée en position 4’ ou
en position 7 ou en position 3. Pour cela nous avons réexaminé le spectre HMBC (Spectre 14-
6). Sur ce spectre, le proton anomérique montre une tache de corrélation claire et nette avec le
carbone résonant a éc = 133,40 ppm. La valeur du déplacement chimique de ce carbone,
indique qu’il s’agit de C-3 et non pas des deux autres. En effet, toujours sur le spectre HMBC
(Spectre 14-7), C-4" est relevé a 6c = 160,38 ppm grace sa corrélation avec H-6", H-2"et H-
3’, H-5"; alors que C-7 est relevé superposé a C-9°" & 6c = 166,69 ppm grice a sa

corrélation avec H-8 et H-6.
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*sigmal recouvert par le signal de H>0 de contamination du DMSO-d6

IV.2.3. Elucidation structurale du composé 2 (A-16-5B)

L’examen des spectres proton (Spectres 16-1 et 16-2) montre la présence de la totalité des
signaux attribués au composé précédent le trans-tiliroside et montre d’autres signaux que
nous avons attribués au composé Al6-3B.

Autrement dit, le composé A16-5B est en fait obtenu en mélange avec le composé précédent 3

oun Al7-2.

Spectre 16-2 : Spectre RMN 'H (étalement-2) (CD3OD, 500 MHz), du composé 2 |

L’analyse de ce spectre proton, montre que A-17-2(3) et A16-5B (2) ont des structures trés
similaires. La différence entre les deux moldcules réside dans la stéréochimie de la double
liaison du groupement p-coumaroyle. En effet, le spectre étalé montre la présence d’un
doublet & o6m = 5,51 ppm (J =12,3 Hz) (6c =114,34 ppm) caraciéristique d’'un proton

_———
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éthylénique en position cis par rapport a un autre. Le proton correspondant a celui-ci dans le
compose isomere en 1’occurrence Al7-2 soit le composé 3 apparait 4 6x = 6,10 ppm (J =17.5

Hz) et 8c= 113,02 ppm (Spectre 17).
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Spectre 17 : Spectre HSQC (CD3OD, 500 MHz) du composé 2

Ce spectre montre la totalité des signaux des deux molécules avec des intensités différentes.
On remarque en effet, que le composé (Z) (cis-titliroside) est majoritaire par rapport au
composé (E) (composé 3 ou trans-titliroside). Ceci est clair sur les intensités des signaux des
deux composés sur le spectre proton o les intensités relatives permettent de déduire les
proportions 58 et 42% en faveur du composé (Z).

Cette proportion est calculée & partir des intégrations des signaux des protons anomériques
des deux molécules résonant sous forme de deux doublets a éu = 5,08 ppm, (J = 7,3 Hz) pour
le cis-tiliroside et 6u = 5,13 ppm, (J = 7,3 Hz) (Spectre 10-3) pour le trans-toliroside.

_———
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Spectre 17-3 : Spectre RMN H (étalement-3) (CDsOD, 500 MHz)du composé 2

Les signaux des protons anomériques des deux molécules en mélange ont £t choisis pour
le calcul de notre pourcentage car dans leur zone de déplacement chimique, le spectre ne
comporte d’autres signaux.

Ces domées ménent a la structure reportée dans la figure 74.

OI1
OI1

Q

O

110
/

H

H

Figure 74. Structure finale du composé 2, cis —tiliroside [58, 60].

L’analyse de la totalité des spectres de cette molécule, notamment les spectres °C, nous a

permis de reporter I’ensemble des données de spectroscopie de RMN dans le tableau 17.

_———
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Tableau 17. Attribution des signaux de RMN ""C et RMN 'H

Numeérotation
1
2%
3
4%
5
G'!!

TR
o
s
ro
Ty
=
o
oy
T

L =T - - TN - TR ¥ | I~ " 5

r fad |t
| (el 2 S S

Sucre
ou (ppm)
5,08 (d:7.3 Hz)
3.40 (m)
343 (m)
3,28 (m)
3.45 (m)

4,28 (dd ; 12,0 ; 2,8 Hz)
4,18 (dd ; 12,0 ;5,2 Hz)

cis-p-Coumaroyle
/

7.51(d ;8.8 Hz)
7,31 (d ; 8,0 Hz)
/

7,31 (d: 8,0 Hz)
7,51 (d ; 8,8 Hz)
6,80 (d ; 12,3 Hz)
3,91 (d; 12,3 Hz)
/
Flavonoide
/

/
/
/
6,18 (d ; 2,0 Hz)
/
6,31 (d ; 2,0 Hz)
/
/
/
7,99 (d ; 8.9 Hz)
6.80 (d : 8,9 Hz)
/

6,80 (d ; 8,9 Hz)
7,99 (d ; 8,9 Hz)

6c (ppm)

101,94
74,15
76,61
70,30
74,27
62,65

126,15
132,37
129,80
159,68
129,80
132,37
114,65
114,34
166,35

157,24
133,78
177,98
161,54
97,40

163,61
9491

157,18
102,71
121,34
130,87
115,42
160.38
115.42
130,87
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Spectre 20 : Spectre RMN 13C (100 MHz, CD30D, & ppm) du composé 4 |I

Cet hexose comporte :
v unCHza 6um=3.,61 ppm(1H;dd ;T =12,0;24 Hz) et éu = 3,46 ppm (1H;dd ; J =
12,0 ;5,2 Hz), dc= 61,21 ppm, attribuable au CH> de 1a position C-6"" de ["hexose.

=@ 1TH@Ed) 12.0;52Hz |
12,024 Hz : :
H g |
S S WA P T R P T v S T Y I TR - G

Spectre 19-1: Spectre RMN 1H (étalement 1) (400MHz, CD30D, 8 ppm) du composé 4

v" Un groupement CH a g = 5,13 ppm, J =73 Hz, 6c = 102,79 ppm attribuable a la

position anomérique C-1°°.
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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-f3- glycosidique. La valeur 7.3 Hz de la
constante de couplage, indique également ume orientation axiale du proton H-2' du

groupement glycosyle.

by

TR A T A TS T AR
FHSEE TR 26 MetD 400Msz

v

RU

1

I| Spectre 21: Spectre HSQC (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé 4 |I

Sur le spectre relatif a 'expérience COSY (Spectre 22), le proton anomérique
H-1°* montre une tache de corrélation avec le signal d’un proton trés proche de ceux de deux
autres. A én = 3,35 ppm ce proton est attribuable a3 H-2*" (6c = 74,34 ppm). Toujours sur
le spectre relatif a ’expérience COSY, ce proton corréle avee le proton résonant sous forme
d’'un multiplet a éu = 3,34 ppm attribuable a H-3"" (6c = 76,64 ppm). Ensuite ce demier
correle avec un proton sous forme d'un triplet (J = 8,0 Hz) a 8 = 3,24 ppm attribuable a H-
4" (8¢ = 69,98 ppm). La multiplicité de ce signal «triplet » et la valeur de la constante de
couplage « 8,0 Hz » supposent des interactions axiale-axiale entre H-3"*/H-4*" ; H-4"*/ H-5"
et indiquent une orientation axiale de H-5"°, ce qui oriente vers un glucosyle. Toujours sur le
spectre relatif a I’expérience COSY, le proton H-6"" corréle avec un multiplet 4 6x = 3,12 ppm
attribuable a H-5"" (6c= 77,06 ppm).
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|| Spectre 22: Spectre COSY (400 MHz, CD3OD, 6 ppm) du composé 4 “

D aprés 1’analyse de spectre HSQC (Spectre 21-1), les atomes de carbone de ce

groupement glucopyranosyle sont attribués comme suit :

C-1", carbone anomérique a 8¢ = 102,79 ppm, 8z = 5,13 ppm.
C-2", 8¢ = 74,34 ppm, &u = 3,35 ppm.

C-3", 8¢ = 76,64 ppm, 81 = 3,34 ppm.

C-4", 8c = 69,98 ppm , du = 3,24 ppm.

C-5", 8¢ = 77,06 ppm, 8y = 3,12 ppm.

R T T

Page 107



Spectre 20-1: Spectre RMN *C (étalement 1) (100 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé 4
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Spectre 21-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé 4

Sur le spectre relatif 4 "expérience HMBC (Spectre 23-1), la corrélation entre H-5"et H-3" et
le catbone a 6c = 121,33 ppm permet son attribution au carbone C-1" ; la corrélation entre H-
S'et H-3" et le cartbone quaternaire oxygéne a 6c = 160,27 ppm permet Pattribution de ce
carbone 3 C-4° ; ce méme carbone correle avec H6” et H-2" ; les corrélations entre H-6" et H-
2’ et le carbone quaternaire a 6¢ = 157,73 ppm permettent son attribution a C-2. Cette analyse

permet enfin de localiser le C-3 & 6- = 134,15 ppm.
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Par ailleurs, le proton H-1"" montre une tache de corrélation dans le spectre relatif a
I’expérience HMBC avec le carbonyle a 6c= 134,15 ppm attribuable a C-3.

Toujours sur le spectre relatif a I’expérience HMBC on observe une tache de
corrélation entre H-8 et le carbone a 164,65 ppm attribuable a C-7 vue la valeur de son
déplacement chimique, la plus élevée des carbones oxygénés quaternaires autre que le C-4 de
la molécule qui est localisé & &. = 178,06 ppm. Par ailleurs et toujours sur le méme spectre
(HMBC), ce proton ne montre aucune corrélation avec le carbone a4 dc = 161,52 ppm
attribuable a C-5. Ce méme proton nous a permis la localisation de C-9 a 6¢c = 157,04 ppm
vue la tache de corrélation observée entre ce carbone et le proton H-8, ce proton permet
également la localisation de C-10 & 8¢ = 104,36 ppm.

Les valeurs attribuées & C-5, C-7 et C-10 sont confirmé par la corrélation de ces
carbones avec le proton H-6 dans le spectre relatif a I’expérience HMBC.

Le carbone a 167,87 ppm montre une tache de corrélation avec le proton a 8.36 ppm
dans spectre relatif 4 I'expérience HSQC, mais ce proton ne montre aucune tache de
correlation avec les carbone de notre molecule dans le spectre relatif a 1’expérience HMBC
donc ce carbone et ce proton n’appartiennent pas a notre molécule.

Les autres carbones C-2°, C-3°, C-5°, C-6", C-6 et C-8 sont attribués sur la base de
I’analyse du spectre relatif a 1’expérience HSQC (Spectre 21-2) qui montre en effet, une
corrélation entre H-2" et H-6" et le carbone a 6¢ = 131,05 ppm attribuable a C-2" et C-6" ; une
corrélation entre H-3" et H-5" le carbone a 6c= 114,91 ppm attribuable a C-3" et C-5" ; une
corrélation entre H-6 avec le carbone a4 &c = 98,74 ppm attribuable a C-6 ; une corrélation

entre H-8 et le carbone a 6¢ = 93,64 ppm attribuable a C-8.
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Spectre 23-1: Spectre HMBC (étalement 1) (400 MHz, CD30D, & ppm) du composé 4
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Spectre 21-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400 MHz, CD30D, 6 ppm) du composé 4

Page 110



Toutes ces données sont reportées sur le spectre de *C.
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Spectre 24: Spectre du RMN 3C DEPT 135 du composé 4
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Spectre 25: Spectre du RMN °*C DEPT 90 du composé 4
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Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '*C de ce composé sont reportées dans le
tableau 19.

Tableau 19. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 4.

Sucre
Numérotation du (ppm) dc (ppm)
1 5,13 (d; 7,3 Hz) 102,79
212 3,35 (m) 74,34
3 3,34 (m) 76,64
4” 3,24 (1; 8,0 Hz) 69,98
5" 3,12(m) 77,06
6" 3,61(dd; 12,0 ; 2,4 Hz) 61,21
3,46 (dd; 12,0 ; 5,2 Hz)
Flavonoide
2 13703
3 / 134,15
4 / 178.06
5 / 161,52
6 6.09 (d; 2,0 Hz) 08,74
7 / 164,65
8 6,28 (d; 2,0 Hz) 93.64
9 / 157,04
10 / 104,36
1’ / 121.33
2t 7,94 (d; 8,8 Hz) 131,05
3 6.79 (d; 8.8 Hz) 114,91
4 / 160,27
5 6,79 (d; 8,8 Hz) 114,91
6’ 7.94 (d; 8,8 Hz) 131,05

L’ensemble de ces données meénent a la structure reportée sur la figure 75. 1l s’agit de
|’astragaline [61].
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Figure 75. Structure du composé 4, astragaline.

IV.3. Elucidation structurale des produits isolés de la phase n-butanol de
Helianthemum ruficomum

1V.3.1. Elucidation structurale du composé 5 (F4-1) et composé 6 (F4-2)

En se basant sur les spectres de masse, RMN 'H, RMN '*C indiquent la présence de deux
produits. En effet, injecté en LC-HRMS, ce produit montre qu’il renferme en fait deux
produits en mélange donnant les spectres 26 et 27. Nous avons numéroté ces deux composés 5
et 6 respectivement. Le spectre, EFHRMS (+) du composé 5 (Spectre 26) montre un ion
moléculaire a nv/z = 412,3713 indiquant une formule brute C290H480 quant au spectre EI-
HRMS (+) du composé 6 (Spectre 27), il montre un ion moléculaire a m/z= 414,3864
correspondant 4 la formules brute et CoHs0O. Ces formules butes sont en faveur de

structures apparentées aux stéroides.
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Spectre 27: Spectre HRMS (EI +) du composé 6

L’étude du spectre RMN'H dans le CDCls montre (spectre 28) la présence de:
# Un doublet large d’intégration 1H a 6u = 5,28 ppm (J = 5,2 Hz) attribuable a H-6.
# Un doublet de doublets d’intégration 1H a 6z = 5,08 ppm (J = 15,2 Hz ; 8,4 Hz)
attribuable a H-21.
# Un doublet de doublets d’ntégration 1H a 6z = 4,94 ppm (J = 14,8; 84 Hz)
attribuable a H-20.
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Spectre 28-2: Spectre RMN 'H (étalement 2) (400MHz, CDCls, 8 ppm)du composé 5

Le spectre RMN'C  (Spectre 29) confirme une fois de plus, 1a présence de deux doubles
liaisons & 6c = 141,02 ppm, 6c = 121,73 ppm relatives au C-5 et C-6 et a 6c = 129,93 ppm et
8¢ = 137,95 ppm relatif au C-21 et C-20. Un autre déplacement chimique & é- = 72,60 ppm du
a la présence d’un hydroxyle li€ a C-3.
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Spectre 29 : Spectre RMN 13C (100MHz, CDCls, § ppm) du composé 5

Une comparaison entre les intégrales des déplacements chimiques dans le spectre proton
(Spectre 28-3) mnous permet de déduire la présence de deux types de stérols qui sont le

Stigmastérol et B-Sitostérol 89% et 11% respectivement.

Spectre 28-3: Spectre RMN 'H (étalement 3) (400MHz, CDC13, § ppm)du composé 5 et 6
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Toutes ces données sont rassemblées dans les tableaux 20 et 21.

Tableau 20. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '*C du composé 5.

Numérotation ou (ppm) oc (ppm)
1 / 3728
2 / 31,94
3 3,45 (m) 72,60
+ / 41,34
5 / 141,02
6 5.28 (d; 5,2 Hz) 121,73
7 / 31,92
8 / 31,92
10 / 36,60
13 / 42,38
14 / 53,11
17 / 54,79
18 / 40,18
19 0.94 (d: 6.2 Hz) 21,73
20 4,94 (dd; 14,8 ; 8,4 Hz) 137,95
21 5,08 (dd; 15,2 ; 8,4 Hz) 129,93
22 / 46,66
24 0,88 (t: 7,1 Hz) 12,14
26 0,86 (d; 6,8 Hz) 20,23
27 0,82 (d: 6,6 Hz) 19,62
28 0,73 (s) 18,93
29 1,03 (s) 12,25

Tableau 21. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 6.

Numérotation

6u (ppm)

oc (ppm)

1

/

37,28

/

31,92

3,54 (m)

71.84

!

42,34

| d=| | B2

/

140,57

5.36 (d; 6,4 Hz)

120,88

/

31,92

(=<1l LS

/

21,90
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Tableau 21. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '*C du composé 6 (suite)

10 / 36,53
13 / 42,34
18 / 36,16
19 0,94 (d; 6,2 Hz) 29.62
26 0,84 (d; 6,4 Hz) 20,23
29 1.03 (s) 12,25

L’ensemble de ces données menent aux structures reportées sur les figures 76 et 77. Il s’agit
de Stigmastérol et p-sitostérol [62]. Stigmastérol est isolée pour la premiere fois de ce genre.

Figure 76. Structure de stigmastérol. Figure 77. Structure de B-sitostérol.

1V.3.2. Elucidation structurale du composé 7 (B9-1)

0, CH,4

HO OH
OH

OH
Figure 78. Structure de composé 7, B9-1

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 30) du

composé 7 montre deux pics relatifs & deux ions adduits a m/z = 321,09383 et m/z =
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619,19864 correspondant 3 [M+Na]" et [2M+Na]", respectivement. Ce résultat est appuyé

sur le calcul de la masse exacte (Tableau 22) qui domme une valeur a m/z = 298,10461
(calculé pour C14H1807: 298,10525). Ce spectre HR-EST-MS montre également un ion a m/z

= 137,05910 correspondant & [M+H-162] * indiquant la présence d'un groupement hexose lié

au reste de la molécule par une liaison O-glycosidique. Ce résultat est également confirmé

par le calcul de la masse exacte de l'aglycone qui montre une valeur 4 m/z =136,05183

(calculé pour CsHsOz : 136,05243) orientant vers la formule brute : CsHzO2

Qualitative Analysis Report
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Pesk i in "1 DFCIL ol 1-221 S’ 0 i ]
w10 & [*ESI Scan (2.08-2 24 min 12 Scars) Frag=120.0v QT10800.d Subwact |
14 2
u a8 M+INa
os) B La formule
0.7 T
o] brute : C14aHis07
0.5 =
04 g i
014 = 8
0.2 o]
0.4 b
0 » | . ; ; - ;
100 200 30 400 500 G600 700 80C 800 1000 1700 1200 1330 1400
Counts vs. Mass4o-Charoe (miz)
Penk Lisk
B L

Spectre 30: Spectre HR-ESI-MS (+) du composeé 7

Tableau 22. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Formula Calculator Results

Formula Best  [Mass Tgt Mass  [Ditt (ppm] [Mz Ton Species Scora

C1AHIEO7 20810461 2EB.L052E 217 3.0938:|Cl4HIBNa Q7 97,85
C1l HiC NiO O ME10481  28R.10351 -13 IAN9ES|CIIHIONID Ha O 2462
CBHE 02 13605183 1605243 44 137.0591|CH H9 O: 85,03

L'examen du spectre RMN 'H (Spectre 31-1) de ¢z composé, montre des signaux
caractéristiques d'un noyau aromatique para-substitué, notamment :
% Un doublet d’intégration 2H, & 6u = 7,91 ppm (J = 8,6 Hz) attribuable a H-2, H-6.
# Un doublet d’intégration 2H, a 6u = 7,11 ppm (J = 8,6 Hz) attribuable a
H-3 et H-5.
Ce spectre montre également un singulet d'intégration 3H 4 0x = 2,51 ppm attribuable a un

groupement méthyle voisin d’un carbonyle.
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Spectre 31-2: Spectre RVIN 'H (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 7
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Spectre 32-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé 7

Sur le spectre relatif a I’'expérience HMBC (Spectre 35), 1a corrélation entre H-5 et H-3 et le
carbone & oc = 132,07 ppm permet son attribution au carbone C-1 ; la corrélation entre H-2
et H-6 et le carbone quaternaire oxygéné a oc = 162,25 ppm permet I'attribution de ce
carbone i C-4 ; ce méme carbone corréle avec H-3 et H-5. Par ailleurs, les corrélations entre
H-2 et H-6 et le carbone quaternaire a 6c = 198,99 ppm dont la valeur du déplacement
chimique indigue un carbonyle de cétone conjugué permettent de le placer en C-1 et de ce fait
lui attribuer la numérotation C-7. Le spectre de I’expérience HMBC montre une corrélation
nette entre les protons du méthyle signalé plus haut (6w = 2,51 ppm, 6c = 27,64 ppm) et le
carbone C-7 indiquant alors qu’il s’agit d'une acétophénole substituée en C-4 du phényle par
le groupement O-glucopyranoside. Ceci est confirmé par la corrélation observée sur le spectre

HMBC entre le proton anomérique du glucose et le carbone C-4 (6c= 162,25 ppm).
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Spectre 35: Spectre HMBC (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 7

Les déplacements chimiques des carbones C-2, C-3, C-5 et C-6 ont ét€ évalués par 1’analyse

du spectre HSQC ou 'on reléve des corrélations entre H-2 et H-6 et les carbones a 6¢ =

131,73 ppm et entre H-3 et H-5 et les carbones a 6c = 117,18 ppm.
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Spectre 32-3: Spectre HSQC (étalement 3) (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 7

Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 34-2: Spectre RVMIN 1°C (étalement 2) (100MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé 7
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Spectre 36: Spectre RMN 1*C DEPT 90 (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 7

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le
tableau 23.

Tableau 23. Données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 7

Numérotation on (ppm) oc (ppm)
1° 4,99 (d ; 7,2 Hz) 100,79
2* 3,29(dd ;8,8 7,2Hz) 74,16
3’ 3,34 (1 ; 8,8 Hz) 77.26
4’ 3,19(t; 8,8 Hz) 70,71
5 3,42 (m) 77,93
6° 3,69 (d large; 12,0 Hz) 61.74

3,48 (dd; 12,0 ; 5,9 Hz)
Flavonoide
1 / 132,07
2 7,91 ;8,6 Hz) 131,73
3 7.11 (d ; 8,6 Hz) 117,18
4 / 162,25
5 7.11 (d ; 8,6 Hz) 117,18
6 7,91 (d ;8,6 Hz) 131,73
7 / 198,99
8 2.51(s) 27.64

L’ensemble de ces données meénent a la structure reportée sur la figure 79. 1l s’agit dela
piceine [63]. Cette molécule est nouvelle pour le genre Helianthemum.
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Figure.79. Structure du composé 1, picéine.

IV.3.3. Elucidation structurale du composé B9-2

D’apres les spectres de masse (Spectre 37), proton (Spectre 38-1), ce composé est le méme

que celui 1isolé de la phase acétate d’éthyle de Helianthermm ruficomum composé 4 :

astragaline.
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Spectre 37 : Spectre HR-ESI-MS (+) du composé (B9-2)
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Spectre 38-1: Spectre RMN 'H (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé B9-2

IV.3.4. Elucidation structurale du composé 8 (B11-2) :
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Figure 80. Structure du composé 8, B11-2.
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Spectre 40-2: Spectre RVIN 'H (étalement 2) (400MHZ, CD3OD, 6 ppm) du composé 8
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Spectre 41-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, CD30D, & ppm) du composé 8

Sur le spectre relatif a expérience COSY (Spectre 42-1), le proton anomérique H-1° montre
une tache de corrélation avec le proton résonant sous forme d’un multiplet a 6y = 3,55 ppm
(6c = 71,64 ppm) partiellement recouvert par un autre multiplet (6u = 3,53 ppm, 6c = 74,49
ppm). Ces deux noyaux sont attribuables a H-2° et H-3°, respectivement car les deux signaux
restants sont attribués a H-5° (multiplet 4 6m = 3,48 ppm, 6c = 75,01 ppm) grice a sa
corrélation sur le spectre COSY avec H-6'b et a H-4'(t; J = 8,6 Hz, 6u = 3,42 ppm, 6c =
68,17 ppm) grice a sa corrélation avec H-5°. La multiplicité du signal de H-4" (t) et la valeur
de la constante de couplage (8,6 Hz) supposent des interactions axiale-axiale entre H-3°/H-4’
et H-4°/H-5° et indiquent des orientations axiales de H-3’, H-4" et H-5° ce qui oriente vers un

groupement glucopyranoside.
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Sur le spectre relafif 4 I'expérience HMBC (Spectre 44-1), la corrélation observée entre H-2,
H-6 et le cartbone & 6c= 123,03 ppm permet |"attribution de ce carbone au C-1 ; la corrélation
entre H-5, H-2 etle carbone a 6c = 146,96 ppm permet son attribution au carbone a C-3, ceci
est appuyé par le fait que ce carbone ne montre aucune corrélation avec le proton H-6. Par
contre les trois protons H-2, H-5 et H-6 montrent des corrélations nettes avec le carbone
quatemaire aromatique oxygéné résonant & oc = 148,67 ppm permettant ainsi son attribution
sans aucune ambigiiité a C-4.

Par ailleurs, sur le méme spectre (HMBC), les protons du méthoxyle montrent une tache de
corrélation avec le cartbone a 6c= 146,96 ppm attribué a C-3, ce qui indique la substitution de
ce dernier par le groupement méthoxyle. Quant au carbone C-4, il montre une corrélation
claire et nette avec le proton anomérique du groupement glucopyranoside, ce qui permet de
placer ce groupement en cette position.

Toujours sur le spectre HMBC H-2 et H-6 montrent une tache de corrélation avec le carbone a
0c = 167,65 ppm. Vu le déplacement chimique de ce carbone il s’agit d’un groupement

carbonyle. La présence de ces corrélations suppose qu’il est placé en C-1. La combinaison des
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Spectre 44-1: Spectre HMBC (étalement 1) (400MHz, CD3OD, § ppm) du composé 8

Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 43-2: Spectre RMIN 1C (étalement 2) (100MHz, CD3OD, § ppm) du composé 8
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Spectre 45: Spectre RVMIN 13C DEPT 135 (100MHz, CD30D, § ppm) du composé 8
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Spectre 46: Spectre RMN *C DEPT 90 (100MHz, CD30D, 8 ppm) du composé 8

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

dans le tableau 25.

Tableau 25. Les données relatives aux spectres de RMN H et *C du composé 8.

Numérotation
1°
27
3
4
5
6’

L) W SR TR R

Sucre
Ou (ppm)
5,04 (d ;7,2 Hz)
3,55 (m)
3,53 (m)
3,42 (t ; 8,6 Hz)
3,48 (m)
3.85 (d large; 12,0 Hz)
3,67 (dd; 12,0 ; 5,6 Hz)
Composé phénolique
/
7,51 (d;2,0Hz)
/
/
7,12 (d ; 8,4 Hz)

oc (ppm)
98,72
71,64
74,49
68,17
75,01
59.34

123,03
111,59
146,96
148,67
113,32

Page 139




Tablean 25. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 8 (suite).

6 7,56 (dd ; 8,4 ;2,0 Hz) 122,35
7 / 167,65
OCH:s 3,83 (s) 54,21

IV.3.5. Elucidation structurale du composé 9 (B11-3)

OH 0

HO “ OH !
H OH -
}

CH, ?

Figure 82. Structure du composé 9, B11-3.

L’examen du specire de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 47) du

composé 9 montredeux pics relatifs a deux ions adduits 3 m/z = 379,09896 et m/z =
735,20725 correspondant 3 [M+Na] "et [2M+Na] ¥, respectivement. Ce résultat est appuyé

par le calcul de la masse exacte (Tableau 26) qui donne une valeur m/z = 356,1098 (calculé
pour C16H2009: m/z = 356,11073). Ce spectre HR-ESI-MS montre également un ion a m/z =

137,05923 correspondant 3 [M+H-162] T indiquant la présence d’un groupement hexose 1ié

au reste de la molécule par une liaison O-glycosidique.
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Spectre 47: Spectre HR-ESI-MS (+) du compaosé 9
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Tableau 26. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Qualitative Analysis Report

Formula Ca'eubtor Racults

Formula Bet  [Mess TgtMazs  [Dift(ppm) Mz [on Species oo
CleHeDCh We1Es  CRdA0E 163 IPAOESE LG A20ha 09 61,36
CIR2 e 0 JEeA086  ERALS3 115 TDOTGE I AN Na O3 §a.kt
CITHIG R 7 1561068 SERICRIE 493 TPDGE0E C12 1A RE N T S
CI7HIG A G BhUES  GIRIND B3B)  IS09E%RCLT Alahd ROk 4!
ClLHa0 'R eaL BHUEs  GIedlen BB FIOERG CLL 2N Ne 1L .4
L4 R12M 1550099 shed0 BUSN RET-H T E CA N
ClEHI2 B E B R0 LTS ) 1043 37909806 T8 12 M N L
2 P Ll e G ] I TP D L T i d

L’examen du spectre RMN 'H (Spectrz 48-1) de ce composé, monire des signaux

caractéristiques d'un acide phénolique notamment :

» Un doublet d’intégration 1H, a 6u = 7,62 ppm et un doublet d’intégration 1H, a 6u =
6,41 ppm formant un systtme AM (J = 16,4 Hgz) attribuable & H-7 et H-8,
respectivement de la double liaison reliant le noyau aromatique au carbonyle. Vu la
valeur de la constante de couplage entre ces deux noyaux, cette double liaison admet
une configuration trans.

# Trois signaux orientant vers un noyau aromatique trisubstitué dans les positions 1,3 et
4. Le premier, un singulet large d’intégration 1H, a 6= 7,25 ppm attribuable a H-2.

» Un doublet d’intégration 1H, a 6u = 7,19 ppm (J = 8,5 Hz) correspondant au signal
d’un proton présentant un fort couplage vicinal avec son voisin, lequel résonne sous
forme d’un doublet large & 6m = 7,18 ppm (J = 8,5 Hz). Les signaux de ces deux
protons montrent un effet de toit justifiant ce fort couplage et par conséquent une
portion de spectre du second ordre. Ces signaux sont attribuables a H-5 et H-6,
respectivement.

» Un doublet d’intégration 1H, a 6z = 4,99 ppm (J = 7.3 Hz) attribuable au proton
anomérique H-1° d’un sucre.

» Un singulet d’intégration 3H, 4 6z = 3,91 ppm, vu la valeur de son déplacement

chimique 1l s’agit d’'un groupement méthoxyle.
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Spectre 49-1: Spectre RMN 13C (étalement 1) (100MHz, CD30D, 8 ppm) du composé 9
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Spectre 50: Spectre RMN 1*C DEPT 135 (100MHz, CD30D, § ppm) du composé 9

v un CH; & 8¢ = 61,07 ppm dont les protons résonnent sous forme de deux doublets de
doublets & 6= 389 ppm(1H; T=10,2;3,9Hz)et éu=37lppm (1H; J =102 ;
5,8 Hz), attribuable au CH: de la position C-6° de I"hexose.

2 - - - i e £ .
4 1H(ddy ! | . 1Hddy
Ji l0.2:49Hz | | 102:58Ha

Spectre 48-3: Spectre RMN 'H (étalement 2) (400MHz, CD3OD, § ppm) du composé 9
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v Un groupement CH a 8¢ = 100,82 ppm (81 = 4,99 ppm, J = 7.3 Hz) attribuable 4 la
position anomérique C-1'de I"hexose. La valeur du déplacement chimique de ce
carbone et celle de la constante de couplage de son proton indiquent une jonction -O-
B- glycosidique. Quant a la valeur de la constante de couplage, elle permet également

de déduire une orientation axiale du proton H-2"de I’hexose.
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Spectre 51-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, CDsOD, § ppm) du composé 9

Sur le spectre relatif a ’expérience COSY (Spectre 52-1), le signal de ce proton H-2’est
repéré a om = 3, 54 ppm (multiplet) grice a sa corrélation avec le proton anomérique H-1°,
quant a son carbone il résonne a 6c = 73,42 ppm (HSQC). Toujours sur le spectre relatif a
I’expérience COSY, le proton H-2’correle avec le proton résonant sous forme d’un triplet (J =
8,0 Hz) & 6u = 3,52 ppm attribuable a H-3’ ( 6c = 76,44 ppm). La multiplicité de ce signal
« triplet » et la valeur de la constante de couplage « 8,0 Hz » supposent des interactions
axiale-axiale entre H-2°/H-3* ; H-3"/H-4" et indiquent par conséquent des orientations axiales
de H-3’et H-4". Ces observations orientent vers un groupement glucopyranoside. Le signal du
proton H-5" de ce groupement glucopyranoside est repéré a om = 3,45 ppm (multiplet, 6c =

76,87 ppm) grice aux corrélations observées entre ce proton et les protons H»-6°.
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Spectre 49-2: Spectre RMN C (étalement 2) (100MHz, CD3OD, 8 ppm) du composé 9
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Spectre 51-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, CD3O0D, § ppm) du composé 9

Sur le spectre relatif a I'expérience HMBC (spectre 53-1), les corrélations observées entre H-
2,H-5,H-6, H-7 et H-8 et le cartbone & 6c = 129,31 ppm permet son attribution au carbone
C-1 du noyau aromatique ; les corrélations entre H-2 et H-6 et le cartbone 4 6c = 144,45 ppm

confirment *attribution de ce cartbone a C-7.
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Spectre 53-1: Spectre HVMBC (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 9
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Spectre 51-4: Spectre HSQC (étalement 4) (400MHz, CD3OD, & ppm) du composé 9
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Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 49-3: Spectre RMN 1°C (étalement 3) (100MHz, CD30D, § ppm) du composé 9

Les données relatives aux spectrss de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le

tableau 27.

Tableau 27. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 9

Glucopyranosyle
Numérotation 0n (ppm) oc (ppm)
1° 4,99 ;7,3 Hz) 100,82
2’ 3,54 (m) 7342
¥ 3,52 (t; 8,0 Hz) 76,41
4° 3,43 (m) 69.89
5° 3.45 (m) 76,87
6’ 3,89 (dd ; 10,2 ; 3,9 Hz) 61,07
3.71 (dd ; 10,2 ; 5,8 Hz)
aglycone
1 / 129,31
2 7.25 (8) 111,03
3 / 149,58
4 / 148,51
5 7.19(d ; 8,5 Hz) 116,01
6 7,18 (d large ; 8,5 Hz) 121,99
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Tableau 26. Les données relatives aux spectres de RMN H et *C du composé 9 (suite)

i 7.62 (d ; 16,4Hz) 144,45
8 6,41 (d ; 16,4Hz) 116,84
9 / 169,39
OCH: 3,91 (s) 55,40

IV.3.6. Elucidation structurale du composé 10 (B13-1)

Figure 84. Structure du composé 10, B13-1.

L’examen du spectre de masse & haute résolution en mode electrospray négatif (Spectre 54)
du composé 10 montre un pic quasi moléculaire a m/z = 299,0775 correspondant a [M-H]", en

faveuOr de la formule brute C13H1408 pour cette molécule, soit une molécule comportant 6

insaturations.
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1370258
215.8565
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Spectre 54: Spectre HR-ESI-MS (-) du composé 10
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Spectre 55-2: Spectre RMN 'H (étalement 2) (500MHz, CD3OD, & ppm) du composé 10
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Spectre 57-1: Spectre RMN 13C (étalement 2) (125 MHz, CD30D, § ppm) du composé 10
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Spectre 58: Spectre RMN 1*C DEPT 135 (125 MHz, CD:0OD, 6 ppm) du composé 10 |

Sur le spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 59-1), le proton anomérique
H-1" montre une tache de corrélation avec un proton résonant & 6x = 3, 50 ppm attribuable a
H-2° (6~ = 73,46 ppm). Toujours sur le spectre relatif a I’expérience COSY, ce proton H-2*
correle avec le proton résonant sous forme d'un multiplet a 6y = 3,51 ppm attribuable a H-3°
(6c = 76,55 ppm). Toujours sur le méme spectre, le proton H-6’b corréle avee un proton
résonant sous forme d’un multiplet & 6 = 3,52 ppm attribuable a H-5" (6c = 76,84 ppm).

Ensuite ce demier corréle avec un proton a 6x= 3,44 ppm atiribuable 8 H-4° (6c = 69,91 ppm).

| H2’
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H
=
[=]
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Spectre 59-1: Spectre COSY (étalement 1) (S00MHz, CD30D, 8 ppm) du composé 10
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Spectre 57-2: Spectre RMN *C (étalement 2) (125 MHz, CD30D, § ppm) du composé 10
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Spectre 56-2: Spectre HSQC (étalement 2) (S00MHz, CD30D, 0 ppm) du composé 10

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 60-1), 1a corrélation entre H-3et H-3 et le
cartbone a 06¢ = 126,89 ppm permet son attribution au carbone C-1 ; les corrélations entre H-
5, H-3, H-2 et H-6 et le carbone quaternaire oxygéné a 6c = 160,86 ppm permettent

I"attribution de ce cartbone a C-4 ; les corrélations entre H-6 et H-2 et le carbone quatemaire a

_———
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Spectre 60-1: Spectre HVMIBC (étalement 1) (500MHz, CD3OD, § ppm) du composé 10
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Spectre 56-3: Spectre HSQC (étalement 3) (500MHz, CDsOD, § ppm) du composé 10

Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 57-3: Spectre RMN °C (étalement 3) (125 MHz, CD30D, § ppm) du composé 10

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et C de ce composé sont reportées dans le

tableau 28.
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C27H30015 : 594,15847) orientant donc vers la formule brute Cz7H30015 soit une molécule
comportant 13 insaturations.
Exposé a la lumiére de Wood (A= 365nm), ce composé montre une fluorescence noir-

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

Qualitative Analysis Report

Snectrim Snurra Fragmartat Unitage Cinllicirn Fnaemy Tanizatinn Made
Bace i) " RO (:E[378]) S=r Zub' 130 n P&l

x10 5 |+*ESI Scan (3,18-3.29 min, 9 Scans) Frag=120.0v QT

i La formule brute

1.454

1

625.17638

C27H30015

1.5
254
14
0.754
054
0.254

0 : P 1 _|-' - - : - .
200 400 60C BOO 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Counts v Mass-o-Charge imfz)

Spectre 61: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 11

Tableau 29. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Qualitative Analysis Report

Formula Calculator Resuls

[Termals Test —TF=ss TotHess D lmem] M= Ten Toecies Teore ]
LCi6 HIU W14 b bL4 1694 Bi4.1690L -1.14 BlL L/ AULICLE HA1 MN1S b e
2R HAZ? MA ARZAARSTD AZA AR -1.09 AR 770N |[C7A HIR oA 9R 34
C20 1120 N4 ol 2416972 024.17037 1.04 G250 CED 112D N ©12 2025
AL HJT N1 Oau BuL 1k S BS, 16 SBY g bl 1l /UL LSS HaL MIW I .21
C3N H74 %A OR AZd 1R37T3 R ITIT A7 RZS_ 1 7700 |CSF H?S NR OF 93 76R
37 HIN NE O A7A1RIT? A73. 1RIAR nz7z AZE_ 17701 |22 H?1 MR O 92 79
C41 HIt N2 O5 62116572 624.16852 -1.92 E2C.17701|C41 HAE Nz DE 2184
C48 H2d D13 534 16572 624, 17354 4.5 EZE_LTFOL|CLE HIE 23 8154
CZFT HAN OIS s34 15311 534, IS847 -L.N& S5, 1ARA|CTT HYII (1S SR AS
C20 20 N4 C11 So41501z2 S04.15001 1.1¢ SOCACGH|CR0 1127 N O11 20.22
L5 H1E M14 i LH4 1591 4 LH4.1LE36 -1.14 LUL 1663 |LI5 H1Y N14 L Yy 1.
CZd HIZ MA10 8 534 15512 53418712 -3.37 ESS. ASEd|CId HIZ MNLD I8 S O
C29 1122 N0 CF 50415512 534,16115 J41 SO ACEH|C2T 123 WD ©F J2.03
L11 H18 Nb 55115912 L5, 159 U. 4 L5, 1661|L41 H1Y Nb W.l40
CAn H?? N7 O 534 15311 534, I5T94 -1.94 SS5. IARE| L HY S NP O S1.71
A5 HZ? N2 59415911 534161948 483 G5 1AF4| 0«5 H? 3 02 anss

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 62-1) de ce composé, montre qu’il s°agit bien
d'un flavonoide de type flavone ou flavonol caractérise par :
# Undoublet d’intégration 2H, a 6u = 7,94 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-2'et H-6".
# Undoublet d’intégration 2H, 4 6u = 6,88 ppm (J = 8,8Hz) attribuable a
H-3' et H-5".
# Un doublet d’intégration 1H, & 6u = 6,38 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-8.
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Spectre 63-1: Spectre RMN 1°C (étalement 1) (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11

Le premier hexose comporte en plus du proton anomérique H-1°" (6u = 5,34 ppm ; d

(J =7,6Hz); 6c = 101,70 ppm) dont les valeurs de son déplacement chimique et celle de son

carbone ainsi que de sa constante de couplage avec le proton H-2’, son voisin sont en faveur
d’un sucre reli¢ a I’aglycone par une jonction O-B-glycosidique :

v unCH;a 8g=3,67ppm (1H;dd;J =102;36 Hz)etdx=331ppm (1H;dd;J =

10,2 ; 3,6 Hz) 6c = 67,43 ppm, attribuable au proton H-6""a et H-6"’b de la position

C-6" de cet hexose.

14 (dd) | 1= @
102:3.6H=z 10.2:5.6H=

iy ]

Spectre 62-2: Spectre RMN 'H (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11
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Spectre 64-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé 11

Sur le spectre relatif a ’expérience COSY (Spectre 65-1), le proton anomérique
H-1°" montre une tache de corrélation avec le signal d’un proton a éu = 3, 23 ppm ce proton
est attribuable a H-2"* (6~ = 70,53 ppm). Toujours sur le spectre relatif a I’expérience COSY,
ce proton corréle avec le proton résomant sous forme d’un multiplet 4 6w = 3,42 ppm
attribuable a H-3"" (6c = 70,34 ppm). Le spectre relatif a ’expérience COSY montre
également des taches de corrélation entre les protons H-6""a et H-6"" b et le proton résonant
sous forme d'un multiplet 4 én = 3,25 ppm attribuable a H-5"" (6c = 76,03 ppm). Ce demier
correle avec un proton résonant sous forme d'un multiplet a 6z = 3,04 ppm attribuable a H-4"°
(6c= 72,05 ppm).
Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de cet hexose sont en accord avec

celles connues dans la littérature pour le groupement glucopyranosyle [56].
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Spectre 63-2: Spectre RMN *C (étalement 2) (100MHz, DMSO-ds, 0 ppm) du composé 11
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Spectre 64-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11

Le deuxieme hexose comporte :

v comme signalé plus haut, un CHs 4 6w = 0,92 ppm (3H;d ; J = 6,4 Hz) 6= 17,83
ppm, attribuable au H3-6°".

v comme signalé plus haut, un groupement CH 4 6y = 4,40 ppm, J =1,2 Hz, 6c =
101,19 ppm attribuable a la position anomérique C-1""". La valeur trés faible de la
constante de couplage du proton anomérique et la valeur du déplacement chimique de
son carbone indiquent la présence d’une jonction O-g-L-glycosidique et une

orientation équatoriale du proton H-2"".
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Spectre 64-3: Spectre HSQC (étalement 3) (400MHz, DMSO-ds, 9 ppm) du composé 11

Sur le spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre 65-2), le proton anomérique H-1'"’
montre une tache de corrélation avec le signal d’un proton & éu = 3, 42 ppm ce proton est
attribuable a H-2""* (6c = 70,34 ppm). Toujours sur le spectre relatif a ’expérience COSY, ce
proton corrgle avec le proton résonant sous forme d'un multiplet & 6 = 3,24 ppm attribuable a
H-3"* (6c= 70,81 ppm). Le spectre COSY montre également une tache de corrélation entre
les protons Hs-6" et le proton résonant sous forme d’un multiplet a 6n = 3,21 ppm
attribuable a H-5""" (8- = 68,64 ppm). Grice a ce demier, le signal du proton H-4°"* est repére
sous forme d’un multiplet & én = 3,06 ppm (6c = 70,53 ppm) sur le spectre COSY.

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones de cet hexose sont en accord avec

celles connues dans la littérature pour le groupement thammopyranosyle [56].
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Spectre 65-2: Spectre COSY (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11
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Spectre 63-3: Spectre RMN 13C (étalement 3) (100MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé 11
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Spectre 64-4: Spectre HSQC (étalement 4) (400MHz, DMSO-ds, 9 ppm) du composé 11

Sur le spectre relatif a "expérience HMBC (spectre 66-1), la corrélation observée entre H-
S'et H-3" et le carbone & 6c = 121,58 ppm permet son attribution au carbone C-1°du
squelette flavonique; les corrélations relevées entre H-2’et H-6°, H-3" et H-5" et le catbone
quaternaire oxygeéne a 6o = 159,92 ppm permettent I’attribution de ce carbone a C-47; les
corrélations entre H-6" et H-2’ et le carbone quaternaire a 6c = 157,11 ppm permettent son
attribution a C-2.
Toujours sur le spectre relatif a I’expérience HMBC on observe une tache de corrélation entre
H-8 et H-6 et le carbone a 164,22 ppm que nous pouvons alors attribuer a C-7.-Par ailleurs et
toujours sur le méme spectre (HMBC), le proton H-6 montre une tache de corrélation avec le
carbone a 6c = 161,14 ppm que nous pouvons par conséquent attribuer a C-5. Quant au
carbone C-9, son signal est localisé 4 6c = 156,90 ppm grice a la corrélation observée entre ce
carbone et le proton H-8.

Les protons H-8 et H-6 correlent également avec le carbone quaternaire résonant a d¢
= 104,45 ppm qui ne peut étre attribué¢ qu’au C-10 vue la valeur de son déplacement
chimique. Cette analyse permet enfin de localiser Ie C-3 a4 6= 133,55 ppm dont la valeur du

déplacement chimique suppose sa substitution par un groupement oxygéné. En effet on retour
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Spectre 66-1: Spectre HMBC (étalement 1) (400MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé 11
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Spectre 64-5: Spectre HSQC (étalement 5) (400MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé 11
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Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 67: Spectre RMIN 13C 135 (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11
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Spectre 68: Spectre RMN *C 90 (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 11

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le

tableau 30.
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Tableau 30. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 11

Glucose

1 5,34 (d ; 7,6Hz) 101,70

. i 3,42 (m) 70,34

57 3,25 (m) 76,03

Rhamnose

290 3,42 (m) 70,34

4° 3,06 (m) 70,53

6" 0.92 (d ; 6,4 Hz) 17,83

6,16 (d ; 2,0 Hz)

8 6,38 (d ;2,0 Hz) 94,31
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IV.3.8. Elucidation structurale du composé 12 (B14-3)

Figure 88. Structure du composé 12, B14-3.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 69) du
composé 12 montre deux pics relatifs 3 deux ions adduits a m'z = 611,15894 et m/z =
633,1404 correspondant a [M+H] * et [M+Na] 7, respectivement. Ce résultat est appuyé par le
calcul de la masse exacte (Tableau 31) qui donne une valeur m/z = 610,1534 (calculé pour
C27H30016: 610,15338). Orientant avec certitude vers la formule brute C27H30016. Exposé a
la lumigre de Wood (4 = 365nm), ce composé montre une fluorescence noir-violette orientant
vers un composé flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR. On peut remarquer d’ores et

déja que ce flavonoide comporte un atome d’oxygeéne de plus que le flavonoide précédent

(nicotiflorine).

Qualitative Analysls Report
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Spectre 69: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 12
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Tableau 31. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Formula Caloulator Hesults

[Formula Bact EETT TQt Macs LA CEDD ™=z Ion Spociar Soore
C22 1130 N2 ©10 G10.15110 G10.14936 298 633.1-404|C22 1130 N2 Na 018 95,5
T HAD O IR TRIIF AIN_I51 I8 AN 15 33A] AP 17 14ns|cT7 HAD Na oA 5157
C31H3D G115 610.15118 510,15038 -0.4% 633.1404|C31 HIO N= 21 5 85.51
1Y HA8 M2 d & BIU_ 15114 blU.15. 244 PR | 5141408019 HAS N2 Na D18 5 RS |
C32 126 N4 &7 5 Gi0.15119 G10.15222 1.65 ©33,1404|C32 1126 H4 Na 07 5 o4.10
C7?3 HIA NP 313 57 AIN.15119 AIN15023 -1.87F AT AMS|CTFI HIE N7 M 13 57 R7. =1
(C27 H30 O16 TRUE 610.15166| 510.15338( 2.63 611.15634|C27 H3d O16 53.54]
2L HIU N2l BlU.1b166 &1l0.134946 -d./& 1l 1LBRg|L Ll HIX NL oy Y el
A% H3IL NP iR S RIN_151AA RINASZTI 1.76 B 1589419 HIS N7 @R S RE_AS
C31 H3D 11 § £10.1E165 51015088 -1,27 511.15854|C31 H31 C11 € 27.08
CRI2HZA NAOIT S ARIMN-151A5 RIN.15722 .91 R11.16R%4|C37 HPF N4 7 5 R4.R7
C23 H34 M2 Ol2 532 6LO.151686 SL0.150232 -2.35 SL1.15824|C23 H3E MZ Csl2 52 BO0.3:3
CZEH2OOI? TRIIF 4Rd4.mAR ALS. SR anz ARSI MEAT|CF] HZR T2 b & )
C25 HID 7 S AE1.09361 45109297 1,38 AG5.10089|CI5 HA1 7 S BE.ZS
CAR HPN NP Ml 454 053R4 A54 05145 -4 A5 AA5_ 1 NNES|C1A HF 4 N Teid A
C26 16 N4 S35 464.00362 £64.00431 1.5 265.10002|C26 1147 N4 &3 5 D505
C13 HZ4 N2 ©145 464.09362 £54.09482 2.6 465,10059[C13 H25 N2 T4 5 B3.01
Ci5 1110 OF TRULC J02.04143 30204265 203 303,04071[C15 1111 &7 A5.35|
LIy H1U0 D2 S dusL Ua1as 204 U1y -4 2 AU 0SB F1CIY H1IR D2 S "z
C7 114 M2 02 5 J02.04144 J0Z.042 1,06 I03.04071|CT 1115 N2 0F 5 00.47

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 70-1) de ce composé, montre qu’il s’agit bien d’un
flavonoide dont le cycle B est trisubstitué dans les positions : 1°, 3" et 4° contrairement au
précédent dont le cycle B est para-substitué (position : 1° et 4°) en effet ce spectre montre :
# Undoublet d’intégration 1H, a 6u = 7,68 ppm (J = 2,4 Hz) attribuable a H-2'.
# Un doublet de doublets d'intégration 1H, 4 éx = 7,62 ppm (J = 84 ; 24 Hz)
attribuable a H-6'.
# Un doublet d’intégration 1H, & 6u = 6,88 ppm (J = 8.4 Hz) attribuable a H-5'.
» Undoublet d’intégration 1H, & 6u = 6,36 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-8.
# Undoublet d’intégration 1H, a 6u = 6,18 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-6.
A ce stade de notre analyse il apparait clairement que cette molécule est un dérivé de la
quercétine substitug par deux entités sucre de type hexose vue sa formule brute. En effet
sur le spectre proton on observe :
» Un doublet d’intégration 1H, a 6z = 5,11 ppm (J = 7.2 Hz) attribuable au proton
anomérique H-1"" de la premiére entité, 6c= 103,48 ppm.
# Un doublet d’intégration 1H, 4 6y = 4,55 ppm (J = 1,2 Hz) attribuable au proton
anomérique H-1""" de la seconde entite.
# Un doublet d’intégration 3H, & 6x = 1,15 ppm (J = 6,4 Hz) attribuable a H3-6"" d’une

des deux entités.
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Spectre 70-1: Spectre RMN 'H (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 12

L’examen approfondi des spectres proton, DEPT (Spectre 71), *C (Spectre 72),
HSQC (Spectre 73), COSY (Spectre 74) et HMBC (Spectre 75) a permis de mettre en
évidence la présence des groupements glucopyranosyle et thammopyranosyle dans cette
molécule par la valeur des déplacements chimiques de leurs atomes de carbone. En effet grice
a I’analyse des corrélations relevées sur ces spectres les cing autres atomes de carbone de la
premigrs entité résonnant a :

dc= 74,38 ppm, C-2"" (6n = 3,50 ppm).

dc=75,77 ppm, C-3"° (6 = 3,35 ppm)

oc= 70,03 ppm, C-4"* (én = 3,29 ppm).

dc= 76,81 ppm, C-5"° (6n = 3,43 ppm)

0c= 67,23 ppm, C-6" (6u= 3,82 ppm (1H; dd ; J = 9,6 ; 3,6 Hz) et ox = 3,39 ppm
(1H ; m) attribuable au proton H-6"a et H-6""b, respectivement.

Les cing autres carbones de la deuxidme entité résonnent a :

0c= 70,71 ppm, C-2"** (6u = 3,68 ppm)

oc= 70,92 ppm, C-3""" (6u = 3,57 ppm)
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Spectre 71-b: Spectre RMIN DEPT 3C 90 (100MHz, CD:OD, § ppm) du composé 12
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Spectre 73-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, CD30D, 6 ppm) du composé 12
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Spectre 72-2: Spectre RMN C (étalement 2) (100MHz, CD3OD, § ppm) du composé 12
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Spectre 73-3: Spectre HSQC (étalement 3) (400MHz, CD30D, 9 ppm) du composé 12
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Spectre 72-3: Spectre RMN 13C (étalement 3) (100MHz, CD:0D, § ppm) du composé 12
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Spectre 73-4: Spectre HSQC (étalement 4) (400MHz, CD3OD, § ppm) du composé 12

Comme dans la molécule précédente (nicotiflorine), ces deux entités sucres sont lids
entre eux dans les positions 1 —6. En effet, ceci est clair sur le spectre HMBC qui montre
comme dans le cas précédent une corrélation entre le proton anomérique H-1""" et le carbone
C-6"" indiquant la présence d’un groupement O-rutinosyle. La jonction avec I’aglycone est
établie par la corrélation observée entre le proton H-1"" et le carbone a 6- = 134,32 ppm qui ne
peut &tre attribué qu’au C-3 car d’une part 1l ne corréle ni avec les protons du cycle A ni avec
les protons du cycle B et d’autre part, vu la valeur de son déplacement chimique car les autres
carbones oxygénés de cette molécule (C-3°, C-4°, C-5, C-7) admettent des déplacements
chimiques beaucoup plus important.

Un retour vers la formule brute de cette molécule, permet de placer des groupements
hydroxyles dans les positions C-3°, C-4*, C-5 et C-7.
L’ensemble de ces données menent a la structure reportée sur la figure 89. 1 s’agit de la

Rutine [68].
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Spectre 73-5: Spectre HSQC (étalement 5) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 12

Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 72-4: Spectre RMN *C (étalement 4) (100MHz, CD30D, 9 ppm) du composé 12

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le
tableau 32.
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Tableau 32. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et “C du composé 12.

Glucose
Numérotation On (ppm) dc (ppm)
17 5.11(d ; 7.2 Hz) 103,48
2 3,50 (m) 74,38
. jdd 3,35 (m) 75,77
4> 3,29 (m) 70,03
5" 3,43(m) 76,81
6" 3,82 (dd ;9.6 ; 3,6 Hz) 67,23
3,39 (m)
Rhamnose
) (42 4,55(d: 1,2 Hz) 101,03
27 3,68 (m) 70,71
< 3,57 (m) 70,92
4 3,33(m) 70,03
i 3,45 (m) 68,34
6’ 1,15(d ; 6,4 Hz) 16,55
Flavonoide
2 / 157,01
3 134,32
4 / 177,93
5 / 161,42
6 6,18 (d ; 2,0 Hz) 98.64
7 / 164,50
8 6,36 (d : 2,0 Hz) 93.60
9 / 157,92
10 / 104,25
1? / 122,29
2’ 7,68 (d: 2,4 Hz) 116,44
3 / 144,36
4 / 148,36
5’ 6,88 (d ; 8,4 Hz) 114,74
6’ 7,62 (dd ; 8.4 ;2,4 Hz) 12177
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IV.3.9. Elucidation structurale du composé 13 (B24-1)

Figure 90. Structure du composé 13, B24-1.

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 76) du
composé 13 montre un pic quasi moléculaire & m/z = 595,16515 correspondant a [M+H] ™. Ce

résultat est appuyé par le calcul de la masse exacte {Tableau 33) qui donne une valeur mvz =

594,15787 (calculé pour Ca7H30015: 594,15847).

Qualitative Analysis Report
Spartrum Scursa Fragmamor Valraga __Cellidan Eaargy Tomlzarion Mods
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Spectre 76: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 13
Tableau 33. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.
Formula Caloulator Rosults
[Farmula LEE] FMas= ToF Masz= ThHH (ppm) M7 Tnn Aperiers Grnre
C27 1100 &15 504.157687 504.15047 1.01 5OC.16515(C27 1101 &15 2532
CZ24 HZZ N1D O3 534.15788 5349,15712 =1.27 §535,16515(C24 H23 N1O O3 95.21
75 H1R Nid O L34 {5T7AR 534 15R4R na7z BT {RE1G(CIE H18 Nid O g7>.4%5
C23 H26 N6 &132 £94.15788 554.15578 -3.52 E9C,16515(C23 HA7 N6 €13 92.29
L2 Hib Na U111 594.15/8/ 5494,15581 .20 595.16515 (L 8 HS/ NE U111 BN
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Spectre 78-1: Spectre RMN 13C (étalement 1) (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 13

Le premier hexose comporte comme indiqué plus haut un proton anomérique H-1*"
(6m = 4,80 ppm; d (J = 9,7 Hz) ; 6c = 74,56 ppm) dont les valeurs de son déplacement
chimique, du déplacement chimique de son carbone et de la constante de couplage 9,7 Hz
relevée dans son signal sont en faveur d’une jonction C-P-glycosidique entre "aglycone et
I’hexose.

v unCH;a 8u=375ppm (1H;dd;J = 109;34Hz)et éu=3,50 ppm (1H;dd ;J =
10,9; 6,2 Hz) 6c = 61,92 ppm, attribuables H-6""a et H-6""b de la position C-6"" de
cet hexose.

Le deuxiéme hexose comporte comme indiqué plus haut un proton anomérique H-1""" (6n =
4,75 ppm ; d (J = 9,7 Hz) ; 6c = 73,82 ppm) dont les valeurs de son déplacement chimique,
du déplacement chimique de son carbone et de la constante de couplage 9,7 Hz relevée dans
son signal, sont en faveur d'un sucre relié a I’aglycone par une jonction C-B-glycosidique.

v un CH>a 6w = 3,63 ppm (2H; m), - = 61,78 ppm, attribuable H-6"a et H-6"’b de la

position C-6" de cet hexose.
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Spectre 79-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, DMSO-ds, 0 ppm) du composé 13

Sur le spectre relatif a ’expérience COSY (Spectre 80-1), le proton anomérique
H-1°" montre une tache de corrélation avec un proton résonant sous forme d’un multiplet a
on = 3,48 ppm. Ce proton est attribuable 3 H-2"* (6c = 72,43 ppm).Toujours sur le spectre
relatif a ['expérience COSY, ce proton correle avec le proton résonant sous forme d’un triplet
a 0m = 3,30 ppm attribuable a H-3"" (J = 8,6 Hz) (6c = 79,32 ppm). La multiplicité de ce
signal « triplet » et 1a valeur de la constante de couplage « 8,6 Hz » supposent des interactions
axiale-axiale entre H-3°"/H2*" ; H-3*"/ H-4"*. Toujours sur le spectre relatif a ’expérience
COSY, le proton H-6"" correle avec un proton résonant sous forme d’un multiplet a 6 = 3,23
ppm attribuable a H-5"" (8¢ = 82,39 ppm). Ce demier corréle avec un proton résonant sous
forme d’un triplet (J = 8,6 Hz) a 6 = 3,37 ppm attribuable a H-4** (6c = 69,53 ppm). La
multiplicité de ce signal «triplet » et la valeur de la constante de couplage « 8,6 Hz »
supposent des interactions axiale-axiale entre H-4"’/H-3"" ; H-4**/ H-5"" et indiquent une

orientation axiale de H-5".
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Spectre 78-2: Spectre RMN °C (étalement 2) (100MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé 13
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Spectre 79-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, DMSO-ds, 9 ppm) du composé 13

Sur le spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 80-2), le proton anomérique H-1""
montre une tache de corrélation avec le signal d’un proton a4 6m = 3, 87 ppm ce proton est
attribuable a H-2""" (8¢ = 70,98ppm). Toujours sur le spectre relatif a ’expérience COSY, ce
proton corrgle avec le proton résonant sous forme d’un multiplet & 6x = 3,28 ppm attribuable a
H-3""* (6c= 79,32 ppm). Toujours sur le spectre relatif a I’ expérience de COSY, le proton H-
6" corréle avec un proton résonant sous forme d’un multiplet a 6x = 3,33 ppm attribuable a
H-5"* (6c= 81,36 ppm). Ce dernier correle avec un proton résonant sous forme d’un triplet a
6n = 3,36 ppm (J = 8,6 Hz) attribuable a H-4*"* (60= 69,53 ppm). La multiplicité de ce signal
« triplet » et la valeur de la constante de couplage « 8,6 Hz » supposent des interactions
axiale-axiale entre H-4""*/H-3"" ; H-4*"*/ H-5""" et indiquent une orientation axiale de H-5"",

ce qui oriente vers un glucosyle et non pas un galactosyle.
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Spectre 78-3: Spectre RMIN °C (étalement 3) (100MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé 13
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Spectre 79-3: Spectre HSQC (étalement 3) (400 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 13

Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 81-3), la corrélation entre H-3%et H-5' et
le carbone a 8- = 121,70 ppm permet son attribution au carbone C-1° du squelette flavonique;
la corrélation entre H-3" et H-5" ; H-2" et H-6"et le carbone quaternaire oxygéné a 6c =
160,67 ppm permet 1'attribution de ce catbone a C-4" ;les corrélations entre H-2° et H-6" et le
carbone quaternaire a 6c = 161,60 ppm permettent son attribution a C-2.

Les autres catbones C-2°, C-3°, C-5°, C-6" ,C-3 sont atfribués sur la base de 1’analyse
du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 78-3) qui montre en effet, une corrélation
entre H-2’, H-6"et le carbone a 6c = 129,51 ppm attribuable a C-2°, C-6°; une corrélation
entre H-5" et H-3"et le cartbone a 6c = 116,25 ppm attribuable a C-3°, C-5" ; une corrélation
entre H-3avec le carbone a oc = 103,08 ppm attribuable a C-3 . Il ne nous reste plus qu’a
affecter les deux signaux restants (6c = 105,3 ppm et 6c = 107,3 ppm) a C-8 et C-6. D’apres
ces valeurs des déplacements chimiques le premier sera affecté a C-8 et le second a C-6 [69].

L’examen du spectre HMBC permet de relier le C-1"" en C-6 et le C-1°"" en C-8, ceci
grice aux corrélations observées entre le proton anomérique H-1"" (8 =4,80 ppm et C-6 et le

proton anomérique H-1""" (6n = 4,75 ppm) et C-8.
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Spectre 81-2: Spectre HVIBC (étalement 2) (400 MHz, DMSO-ds, & ppm) du composé 13
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Spectre 81-3: Spectre HMBC (étalement 3) (400MHz, DMSO-ds, 9 ppm) du composé 13
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Spectre 78-4: Spectre RMN 1°C (étalement 4) (100MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé 13

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le

tableau 34.
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Tableau 34. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 13.

Glucose
Numérotation ou (ppm) dc (ppm)
; L 4,80 (d : 9,7 Hz) 74,56
27 3.48 (m) 72,43
3” 3,30 (t; 8,6 Hz) 79,32
4 337 (t;:8,6Hz) 69,53
S 3,23 (m) 82,39
6™ 3,75 (dd ; 10,9 ; 3.4 Hz) 61,92
3,50(dd ; 10,9; 6, 2 Hz)
Rhamnose
i 4,75 (d ;: 9,7 Hz) 73,82
2’ 3,87 (m) 70,98
3 3,28 (m) 79,32
4> 3,36 (t; 8,6 Hz) 69,53
BN 3,33 (m) 81,36
6’ 3,63 (m) 61,78
Flavonoide
2 / 161,60
3 6.76 (s) 103,08
4 / 182,78
5 / 159,07
6 / 103,16
7 / 139,53
8 / 101,27
9 / 155,49
10 ! 103,61
1’ / 121,70
2! 7.99 (d ;: 8.4 Hz) 12951
3 6.91 (d : 8.4 Hz) 116,25
4 / 160,67
N 6,91 (d : 8.4 Hz) 116,25
6’ 7.99 (d : 8.4 Hz) 129,51
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1V.3.10. Elucidation structurale du composé 14 (B32-3)

Figure 92. Structure du composé 14.

L’examen du spectre de masse 4 haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 82) du
composé 14 montre un pic quasi moléculaire a m/z = 625,17636 correspondant & [M+H] ™. Ce

résultat est appuyé par le calcul de la masse exacte (Tableau 35) qui donne une valeur m/z =
624,16909 (calculé pour C2sH32016: 624,16903). Exposé a la lumicre de Wood (4 = 365nm),
ce composé montre une fluorescence noir-violette orientant vers un composé flavonique de
type flavone ou flavonol 3-OR. La comparaison de la formule brute de ce composé a celle de
la rutine (composé 12) montre qu’il renferme un atome de carbone et deux atomes
d’hydrogene de plus. Cette observation prévoit alors le remplacement d’un groupement

hydroxyle de la rutine par un groupement méthoxyle pour ce composé 14.
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Spectre 82: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 14

Tableau 35. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Formula Calculator Rasults
Formula Best Mass Tgt Mass Diff [(ppm} [Mz Ion Species Score

C38 H3z 016 TRUE &24.1650% 24, 16903 -0.02 £25.17638|C28 H33 018 25.04

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 82-1) de ce composé, permet rapidement de confirmer
cette hypothése grice au signal sous forme d’un singulet d*intégration 3H a 61 = 3,96 ppm.
Les autres signaux de I’aglycone restent trés similaires a4 ceux de 1’aglycone de la rutine
notamment le squelette quercétine ot ’en trouve :
» Un doublet d’mtégration 1H, 4 6 = 7,95 ppm (J = 1,6 Hz) attribuable 3 H-2'.
# Un doublet de doublets d’intégration 1H, a éx = 7,63 ppm (J = 8,0 ; 1,6 Hz)
attribuable a H-6°.
# Un doublet d’intégration 1H, & 6u = 6,92 ppm (J = 8,0 Hz) attribuable a H-5".
»# Un doublet d’intégration 1H, & 61 = 6,40 ppm (J = 1,5 Hz) attribuable a H-8.
# Undoublet d’intégration 1H, 4 6u = 6,21 ppm (J = 1,5 Hz) attribuable a H-6.
Comme dans le cas de la rutine (composé 12) la présence de deux hexoses attendus
d’aprés les donnés et bien claire d’aprés 1°étude du spectre de RMN *C (Spectre 83) qui
montre douze signaux caractéristiques de deux hexoses. On y observe en effet :
# Un CH a 6c = 103,11 ppm (6u = 5,24 ppm ; J = 7,2 Hz) caractéristique de la
position anomérique C-1" d’'un O-B-glycoside.
» Un CHa 6c= 101,11 ppm (6u = 4,55 ppm ; J = 1,2 Hz) caractéristique de la position

anomérique C-1"*" d’un O-g—glycoside.
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Spectre 83-1: Spectre RMN 'H (400MHz, CD30D, & ppm) du composé 14

L’examen approfondi des spectres proton, DEPT '*C 90 (Spectre 85), DEPT *C
135(Spectre 86), Bz HSQC (Spectre 87), COSY (Spectre 88) et HMBC (Spectre 90) a
permis de confirmer ces dommées par la mise en évidence de la présence des groupements
glucopyranosyle et rhammopyranosyle dans cette molécule ; par la wvaleur des
déplacements chimiques de leurs atomes de carbone. En effet grice a I’analyse des
corrélations relevées sur ces spectres les cing autres atomes de carbone de la premigre
entiteé résonnent a :

¥ 0c=74,38 ppm, C-2"° (6u = 3, 47 ppm).

0c= 73,97 ppm, C-3°° (6 = 3,39 ppm).

0c= 74,54 ppm, C-4"" (6 = 3,28 ppm).

6c=76,80 ppm, C-5"" (6u = 3,45 ppm).

0c= 67,16 ppm, C-6"" (6u = 3,41 ppm (1H, dd ; J =104 ; 6,5 Hz) et éu = 3,81 ppm
(1H, dd ; T = 10,4 ; 3,4 Hz) attribuable au proton H-6"" a et H-6"" b, respectivement.

L A A

Les cing autres carbones de la deuxidme entité résonnent a :
¥ 0c=70,24 ppm, C-2°" (6u = 3, 63 ppm).
¥ 0c=70,69 ppm, C-3""" (6n = 3,48 ppm).
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Spectre 86: Spectre RMN 13C DEPT 135 (100MHz, CD3OD, § ppm) du composé 14
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Spectre 87-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 14
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Spectre 87-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 14
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Spectre §7-3: Spectre HSQC (étalement 3) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 14 -
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Spectre 88-2: Spectre COSY (étalement 2) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 14
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Spectre 84-3: Spectre RMIN 1°C (étalement 4) (100MHz, CD3OD, 8 ppm) du composé 14
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Spectre 87-4: Spectre HSQC (étalement 4) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 14

Comme dans les deux molécules précédentes (nicotiflorine et la ruting), ces deux
entités sucres sont liés entre eux dans les positions 1 —#6. Ceci est clair sur le spectre HMBC
qui montre comme dans le cas précédent une corrélation entre le proton anomeérique H-1""" et
le carbone C-6" indiquant la présence d'un groupement O-rutinosyle. La jonction avec
I’aglycone est établie par la corrélation observée entre le proton H-1"" et le carbone a 6c =
134,12 ppm qui ne peut éire attribué qu’an C-3 car d’une part il ne corréle ni avec les protons
du cycle A ni avec les protons du cycle B et d’autre part, vu la valeur de son déplacement
chimique car les autres carbones oxygénés de cette molécule (C-3°, C-4°, C-5, C-7) admettent
des déplacements chimiques beaucoup plus important.

Le spectre HMBC permet de positiomner le groupement méthoxyle précédemment
invoqué en position C-3° (6c = 146,90 ppm) grice a la corrélation observée entre les protons
de ce méthoxyle et ce carbone lui méme attribué grice a ses corrélations avec H-2° et H-5".
L’ensemble de ces données meénent a la structure reportée sur la figure 93. 11 s’agit de

Narcissine [68].
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| Spectre 87-5: Spectre HSQC (étalement 5) (400MHz, CD30D, & ppm) du composé 14 |

Toutes ces donndes sont reportées sur le spectre le 13C.

C.6°

Spectre 84-4: Spectre RMN °C (étalement 4) (100MHz, CD3OD, § ppm) du composé 14
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Spectre 84-5: Spectre RMN 1°C (étalement 5) (100MHz, CD30D, § ppm) du composé 14

Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C de ce composé sont reportées dans le

tableau suivant 36.

Tableau 36. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 14.

Numeérotation On (ppm) oc (ppm)
1% 524 (d ;7,2 Hz) 103,11
227 3,47 (m) 74,38
3> 3,39 (m) 75,97
4 3,28 (m) 74,54
5% 3,45 (m) 76,80
6"’ 3,81 (dd ;104 ; 3,4 Hz) 67,16

3,41 (dd ;104 ; 6,5 Hz)

Rhamnose
172 4,55(d ;1,2 Hz) 101,11
208 3,63 (m) 70,24
3727 3,48 (m) 70,69
" ety 3,27 (m) 72,38
ol 3,40 (m) 68,39
67"’ 1,12 (d ; 6,2 Hz) 16,50

Flavonoide
2 ! 157,46
3 ! 134,12
4 ! 177,91
5 / 161,55
6 6,21 (d ; 1,5 Hz) 98,59

_———
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‘Tableau 36. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 14 (suite).

/ 164,57

6,40 (d; 1,5 Hz) 93,56

/ 157,05

10 / 104,32
1’ / 121,60
2 7,95 (d: 1,6 Hz) 113,22
3 / 146,90
4 / 149,43
5 6,92 (d ; 8,0 Hz) 114,72
6’ 7,63 (d; 8,0; 1,6 Hz) 122,62
OCH3 3,96 (s) 55,42

IV.4. Elucidation structurale des produits isolés de la phase Acétate

d’éthyle de Helianthemum confertum
1V.4.1. Elucidation structurale du composé (A9-1)

O OH

OH

Figure 94. Structure du composé 15.

Figure 95. Structure du composé 16.

Injecté en LC/MS (colonne Cis) ce produit montre deux pics : Tr= 2,25 min et Tr= 2,31 min
signifiant que ce produit est sous forme d’un mélange.

Le spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 90) du premier
montre un pic quasi moléculaires & m/z = 139,03814 correspondant & [M+H] " indiquant une
formule brute C7HsO3 .

L’examen du spectre de masse a haute résolution en mode electrospray positif (Spectre 91) du

deuxiéme montre un pic quasi moléculaire & m/z = 185,04359 correspondant a [M+H] *. Ce
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résultat est appuyé par le calcul de la masse exacte (Tableau 37) qui donne une valeur m/z =

184,03632 (calculé pour CsHsOs: 148,03717).
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Spectre 90: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 15
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Spectre 91: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé 16

Tableau 37. Analyse de la composition élémentaire des différents ions.

Formula Caleubator Results
Formula  [Best [Mass TgtMass  [Dift (ppm) [Mz Ton Species | Score
ChHB 5 (L ! e tgh  185.043E9ICH HA 05 B,

La combinaison des données des spectres proton (Spectre 92), *C (Spectre 93), COSY
(Spectre 94), HSQC (Spectre 93) et HMBC (Spectre 96) permet de répartir les différents
signaux en deux lots.

Le premier lot comportant des signaux caractéristiques d’un noyau aromatique substitué

dans les positions C-1 et C-4. En effet, on y reléve :

_———
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# Un doublet d’intégration 2H, a éu = 7,89 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-2 et H-6
(6c = 131,64 ppm).

# Un doublet d’intégration 2H, a 6z = 6,83 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a
H-3 et H-3 (8¢ = 114,68 ppm).

i1 AC21 (101 H) M30D A00MHz
g 1 i

E By 8 24
E I o
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Spectre 92-1: Spectre RMN 'H (étalement 1) (400MHz, CD30D, & ppm) du composé 15
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Spectre 95-1: Spectre HSQC (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 15
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Sur le spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre 96-1), les corrélations entre H-2 et H-6;
H-3 et H-5 et le cartbone a 6c = 121,35 ppm permettent son attribution au carbone C-1 ; les
corrélations entre H-2, H-6, H-3 et H-5 et le cartbone quaternaire 4 6c = 161,94 ppm
permettent I’attribution de ce carbone a C-4 ;les corrélations entre H-2 et H-6 et le catbone
quaternaire a éc = 168,76 ppm permettent son attribution a C-7, substituant ce noyau
aromatique en position C-1. La valeur du déplacement chimique de ce carbone (C-7) indique
qu’il s’agit d’un groupement carboxyle.

L’ensemble des dommées de ce premier lot de signaux ménent a la structure reportée dans la
figure 96. 1l s’agit de I"acide para-hydroxybenzoique [70]. Cette molécule est nouvelle pour

le genre Helianthemum.

@) OH

OH

Figure 96. Structure du composé 15, acide para-hydroxybenzoique.
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Spectre 96-1: Spectre HMBC (étalement 1) (400MHz, CD30D, § ppm) du composé 15
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Toutes ces données sont reportées sur le spectre le °C.
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Spectre 93-1: Spectre RMN °C (étalement 1) (100MHz, CD3OD, § ppm) du composé 15

A AT ETOEY THI L M ian 2;‘}.: =
¥ % J _ _._JL _.I'l____ s l\,_ JL .J[__._._.
™ i
| 2 = B 4= (:
g L, - R [__
] 1 o
o
™ i

] L = —
S 1 1 I | | | | 1 L T TR IR TR [ -1 ..l
B TS r - e - 25 3 £

Spectre 94: Spectre COSY (400MHz, CD30D, § pm) du composé 15

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

tableau 38.
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Tableau 38. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et *C du composé 15.

Composé
Numeérotation ou (ppm) dc (ppm)
1 / 121,35
2 7.89 (d ; 8.8 Hz) 131,64
3 6.83 (d : 8,8 Hz) 114,68
4 / 161,94
5 6,83 (d ; 8,8 Hz) 114,68
6 7,89 (d ; 8,8 Hz) 131.64
7 / 168,76

Conformément aux données de la spectrométrie de masse et en faisant abstraction des
signaux du premier lot, I’examen du spectre RMN 'H (Spectre 92-2), montre des signaux
caractéristiques d’un noyau aromatique substitué dans les positions C-1, C-3, C-4 et C-5
ou dans les positions C-1, C-2, C-4 et C-6 En effet, on y reléve un singulet d’intégration
2H a 7,07 ppm (6c = 108,74 ppm.)

Par ailleurs ce spectre montre un singulet d’intégration 3H a 3,82 ppm. Ce signal peut

étre attribué sans ambigiiité a un groupement méthoxyle (6¢ = 50,93 ppm.).
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Spectre 95-2: Spectre HSQC (étalement 2) (400MHz, CD3OD, § ppm) du composé 16
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93-2: Spectre RMIN *C (étalement 2) (100MHz, CD30D, § ppm) du composé 16

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

tableau 39.
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Tableau 39. Les données relatives aux spectres de RMN 'H 2t 13C du composé 16.

Numeérotation oc (ppm)
1 / 120,13
2 7,07(s) 108,74
3 / 145,10
4 / 138,37
5 / 145,10
6 7,07(s) 108,73
7 / 167,68
8 3.82(s) 50,93

D*aprés I'intégration des pics nous avons un mélange de 66% d’acide para hydroxybenzoique

et 34% de méthyle gallate.
IV.4.2. Elucidation structurale du composé {A10-1)

Drapres les spectres de masse (Spectre 97), proton (Spectre 98) et carbone 13 (Spectre 99), ce
composé est le méme que celui 1isolé de la phase acttate d’¢thyle de Helianthermm

ruficomum composé 1 : acide protocatechuique.

Qualitative Analysis Report
Fuwslrum Souns Fraquusmier Wallags Culldar Evaray Tanizatian Manda
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Spectre 97: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé A10-1
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Spectre 99: Spectre RMN *C (100MHz, CD30D, 6 ppm) du composé A10-1

IV.4.3. Elucidation structurale du composé (A14-3)

Drapres les specires de masse (Spectre 100) et proton (Spectre 101), ce composé est le méme
que celui 1solé de la phase acétate d’¢éthyle de Helianthemum ruficomum composé 3 : trans-
tiliroside contaminé par son stéréoisomére composé 2 : cis-tiliroside. Dans ce cas le
pourcentage trans-cis tiliroside est de : 80% de trans-tiliroside et 20% de cis-tiliroside.

_———
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Qualitative Analysis Report
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Spectre 100: Spectre HR-ESI-MS (+) du composé A14-3
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Spectre 101: Spectre RMN 'H (étalement 1) (400MHz, CD:0D, 8 ppm) du composé Al14-3

IV.4.4. Elucidation structurale du composé (B28-5) :

11

CH,

13 10

Figuré 98. Structure du conllposél 17, B28-5.
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| Spectre 103 : Spectre RMN °C (125 MHz, CD3OD, & ppm) du composé 17 |

v unCH24 6u =384 ppm (1H;dd ;T = 12,0; 2,0 Hz) et 6u = 3,68 ppm (1H; dd ; J =
12,0 ; 5,2 Hz), 8c= 62,81 ppm, attribuable au CH> de la position C-6" de I’hexose.
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Spectre 104-1: Spectre RVMIN 'H (étalement 1) (500MHz, CD3OD, § ppm) du composé B28-5

v Un groupement CH & 6u = 4,37 ppm J = 7,7 Hz, 8c = 102,60 ppm attribuable a la
position anomérique C-1°.
La wvaleur de la constante de couplage du proton anomérique et la valeur du déplacement

chimique de son carbone indiquent une jonction -O-f3- glycosidique. La valeur 7,7 Hz de la
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constante de couplage, indique &galement une orientation axiale du proton H-2' du

groupement glycosyle.
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Spectre 105-1: Spectre HSQC (étalement 1) (500 MHz, CD30D, 8 ppm) du composé 17 |I

Sur le spectre relatif a I’expérience COSY (Spectre 106), le proton anomérique
H-1° montre une tache de corrélation avec le signal d’un proton irés proche de ceux de deux
autres a 6m = 3,18 ppm ce proton est attribuable a H-2’ (6c = 75,44 ppm). Toujours sur
le spectre relafif a ’expérience COSY, ce proton corrgle avec le proton résonant sous forme
d'un multiplet & éx = 3,34 ppm attribuable & H-3" {(6c = 78,11 ppm). Le spectre relatif a
I’expérience COSY montre également que le proton H-6" correle avec un multiplet & 6u =
3,23 ppm attribuable a H-5° (6c = 78,24 ppm). Ce demier proton corrgle avec un proton
résonant sous forme d’un multiplet & &y = 3,30 ppm attribuable H-4" (8- = 71,64 ppm). Les
valeurs des déplacements chimiques des carbones et protons de se sucre, sont en faveur d’un

groupement de type glucopyranosyle.
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Spectre 103-1: Spectre RMN C (étalement 1) (125 MHz, CD:0D, 6 ppm) du composé B28-5
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En faisant abstraction des signaux du groupement glucopyranosyle les spectres RMN

'H, ®C, COSY, HSQC et HMBC (Spectre 107) de ce composé, montrent deux

singulets d’intégration 3H chacun a 6y =1,02 ppm (8¢ = 27,76 ppm) et 6u =1,05 ppm
(6c = 28,23 ppm). Les protons de chacun de ces deux méthyles correélent avec le
carbone de I"autre signifiant que ces deux méthyles sont portés par le méme atome de
carbone qui doit étre quaternaire vu la multiplicité des signaux de ces deux méthyles
et hybridé Sp’ vu les valeurs des déplacements chimiques de leur protons et leur
carbones. Nous numéroterons ce carbone quaternaire Sp* C-1 (8¢ = 37,30 ppm). Sur le
spectre HMBC les carbones de ces deux méthyles montrent des corrélations avec les
protons du groupement CH5 résonant sous forme de deux doublets a 6y = 2,45 ppm (6¢
= 48,45 ppm) et 6u = 2,07 ppm (6c = 48,45 ppm) (J = 16.8 Hz). nous numéroterons ce
carbone C-2. Toujours sur le spectre HMBC, les protons H>-2 montrent une
corrélation en °J avec le carbone d’un carbonyle résonant a 8c = 202,51 ppm d’aprés
la valeur du déplacement chimique de ce carbonyle il s’agit d’un carbonyle de cétone

probablement conjugué avec une double liaison ceci est confirmé par la corrélation en
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’J observée entre les protons H>-2 et le carbone du CH éthylénique résonant a 8c =
126,26 ppm (6u = 5,90 ppm). Nous numéroterons alors le carbone du carbonyle C-3 et
le carbone du CH éthylénique C-4. Toujours sur le spectre HMBC, le proton H-4
montre une tache de corrélation nette avec le carbone du méthyle résonant a 6c =
23.95 ppm (6u = 1,95 ppm, singulet) signifiant la substitution de la double liaison par
ce groupement méthyle en C-5 (6c = 166,37 ppm). Le proton H-4 montre également
une corrélation avec le carbone du méthyne a 8¢ = 56.92 ppm (6u = 2,70 doublet, J =
7,7 Hz) permettant alors de numéroter le carbone de ce méthyne C-6. Le spectre
HMBC montre par ailleurs une corrélation entre H-6 et les carbones des méthyles
portés par C-1. Cette corrélation signifie que le carbone C-6 est lié au carbone C-1
aboutissant donc & un cycle en Cs.
Sur le spectre relatif a I’expérience COSY le proton H-6 montre une tache de corrélation
avec le proton d’un CH éthylénique résonant sous forme d’un doublet de doublets (J =
15,5;7,7Hz) a 6y = 5,67 ppm (8¢ = 129,07ppm) signifiant la substitution de ce cycle en
C-6 par une double liaison. Nous numéroterons ce carbone de la double liaison C-7.
Comme attendu d’apres la multiplicité du H-7, le spectre COSY montre une corrélation
entre H-7 et le proton du CH ¢éthylénique résonant sous forme d'un doublet de doublets (J
=155;88 Hz) a &y = 5,79 ppm (6c = 138,33 ppm). Nous numéroterons le carbone
porteur de ce proton C-8. La valeur de constante de couplage relevée dans les signaux des
H-7 et H-8 indique une configuration trans de cette double liaison. Toujours sur le spectre
COSY, H-8 montre comme attendu, une corrélation avec le proton d’un méthyne résonant
sous forme d’un multiplet 4 6n = 4.41 ppm (6c = 77,31 ppm). Nous numéroterons alors le
carbone de ce méthyne C-9. Par ailleurs et toujours sur le spectre COSY H-9 montre une
tache de corrélation avec les protons du méthyle résonant sous forme d’un doublet (J = 6,4
Hz) a 6y = 1.31 ppm (6c = 21,26 ppm). Nous numéroterons alors le carbone de ce méthyle
C-10.
L’ensemble de cette analyse nous permet de déduire que I’aglycone de ce composé est de
type 3-oxo-ionol. De ce fait les méthyles en C-1 seront numérotés C-11 pour le méthyle
ayant une orientation p et C-12 pour le méthyle ayant une orientation a. Le méthyle en C-
5 sera numéroter C-13.
Sur le spectre relatif a 1’expérience HMBC, le proton anomérique montre une tache de
corrélation avec le carbone & 8¢ = 77,31 ppm (6u = 4.41 ppm) signifiant la glucosylation

de I’aglycone en C-9.
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Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '°C de ce composé sont reportées dans le

tableau 41.

Tableau 41. Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '*C du composé 17.

Sucre
Numérotation ou (ppm) oc (ppm)
1° 4.37 (d; 7,7 Hz) 102,60
2 3,18 (m) 75.44
3 3,34 (m) 78,11
4 3,30 (m) 71,64
5 3.23(m) 78,24
6’ 3,84(dd; 12,0 ; 2,0 Hz) 62,81
3,68 (dd; 12.0:5,2 Hz)
Aglycone
/ 37.30
2,07(2H :d; 16,8 Hz) 48,45
2,45(2H;d; 16,8 Hz)
3 / 202,15
4 5,90 (s) 126,26
5 / 166,77
6 2,70 (d ; 7,7 Hz) 56,92
7 5,67 (dd ; 15,5 ;7.7 Hz) 129,07
8 5,79 (dd ; 15,5 ; 8,8 Hz) 138,33
9 4.41 (m) 77.31
10 1,31 (3H ;d ;6,4 Hz) 21,26
11 1,02 (3H ; s) 27,76
12 1,05 (3H: s) 28,23
13 1,95 (3H ; s) 23,95
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Conclusion

L’identification structurale des métabolites secondaires isolés dans le cadre de ce
travail de recherche est rendue possible grice a I'utilisation combinée des différentes
méthodes d’analyses spectroscopiques modernes particulicrement la RMN 1D et 2D, la
spectrométrie de masse a haute résolution par ionisation douce (electrospray) et par la
comparaison avec les données de littérature.

Cette étude a mené a des résultats en accord avec ceux de la littérature et souligne notamment
la richesse des espeéces du genre Helianthemum en polyphénols particulierement les
flavonoides considérés comme antioxydants reconnus et constituants typiques de la famille

Cistaceae.
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Activité antioxidante des produits isolés des deux especes par la

méthode HPLC-ABTS

V.1. Introduction

Actuellement, il y’a un intérét croissant pour la recherche et la prospection de nouvelles
sources d’antioxydants naturels non nocifs afin d’étre utilisés comme additifs dans
l'industrie alimentaire ou comme ingrédients dans les aliments fonctionnels, neutraceutiques
et pharmaceutiques. Les radicaux libres sont des contribuants importants dans le
vieillissement et occupent une place importante dans les processus dégénératifs et les
maladies qui en résultent [73-75]. Les plantes du Sahara étant soumises a la sécheresse et 4
I’insuffisance hydrique, peuvent développer des réponses métaboliques pour lutter et résister
contre les especes oxygénées réactives (ROS) dont la concentration est augmentée par
I’exposition prolongée aux UV [56], [76-77]. Selon ces résultats et ceux de nos travaux sur les
especes sahariennes qui ont montré un contenu élevé en composés bioactifs et des propriétés
antioxydantes et antiproliferative positives [78-81], nous nous sommes intéressés a deux
especes endémiques du Sahara septentrional, Helianthemum ruficomum et Helianthemum
confertum de la famille de Cistaceae. Cette ¢tude concerne I’évaluation de I"activité

antioxydante d’extraits de ces deux especes.

Comme reporté au chapitre III, les extraits sont préparés par macération hydroalcoolique des
parties aériennes suivie d’affrontements par des solvants de polarité croissante (chloroforme,
acctate d’éthyle et n-butanol). Les extraits ont été évalués pour analyser de maniére spécifique
les composés anti-radicalaires en utilisant la méthode HPLC couplée avec le dosage ABTS en
ligne. Tous les extraits ont montré une richesse du point de vue composition chimique et une
composante antioxydante importante (voir chapitre III). Ces résultats intéressants nous ont
encouragés a procéder a 1'investigation phytochimique des extraits acétate d’éthyle des deux
especes selectionnées et 1’extrait n-butanol de la premiere espece (H. ruticomum).

Ainsi, apres fractionnement et purification par la combinaison de diverses méthodes
chromatographiques, les constituants chimiques isolés des trois extraits ont été soumis a
I’identification structurale par les méthodes spectroscopiques notamment les expériences de
RMN ID et 2D et la spectrométric de masse a haute résolution et en mode

électronébulisation. Les métabolites secondaires ainsi déterminés ont subit des tests de
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recherche d’activité antioxydante par la méthode ABTS en ligne. Les résultats ont été

confirmés par les méthodes ABTS hors ligne, ORAC et TEAC.

V.2. Analyse des composés identifiés des deux plantes par HPLC-ABTS en
ligne

Le principe de la méthode pour analyser les produits isolés est le méme que pour des extraits
(voir chapitre I1I).

Chaque produit est dilu¢ dans du méthanol, puis injecté a travers la boucle d’injection.
Chaque produit est transporté par les phases mobiles a travers la colonne pour atteindre le
détecteur [détecteur a réseau de diodes (DAD)]. Chaque produit détecté donnera un signal qui
sera enregistré par le systéme de traitement des données sous forme d’un pic. Le détecteur a
réseau de diodes est connecté a un T mélangeur suivi d'une bobine de réaction (Peek, 20 m x
0,25 mm) chargée dans un four a température contrdlée. La réaction post-colonne est
effectuée en distribuant (0,5 mL/min) le réactif ABTS " . Le réactif ABTS™ est mélangé avec
la phase mobile et le produit sortant du premier détecteur au moyen de la jonction-T.
L’ensemble est acheminé jusqu’au second détecteur, au travers de la boucle de réaction
PEEK. La détection de la décoloration du radical ABTS"" est suivie a 412 nm avec le second
détecteur (Ultimate 3000 variable wavelength detector).

Le résultat est présenté sous forme d'un double chromatogramme, la partie supérieure
représente le composé phénolique testé et détecté par son absorbance a 280 nm, tandis que la
partie inférieure représente l'activité de piégeage des radicaux libres de ce composé
phénolique. Un pic négatit indique que le composé correspondant a réagi avec le cation
radical ABTS " et qu’il admet une activité de pi¢geage de radicaux libres. L intensité du pic
chromatographique négatif donne une indication sur l'activité de piégeage de radicaux du
composé considéré. Chaque composé phénolique a €té injecté dans le LC-ABTS ++ et
quantifié par référence a son standard authentique approprié par absorption a 280 nm, alors
que le potentiel antioxydant a été calculé comme la concentration de trolox nécessaire pour
produire une aire de pic négative équivalente par absorption a 412 nm et exprimée en capacité
antioxydante équivalente au trolox (TEAC) ou pMolgr/mg.

La colonne chromatographique qui a été utilisé pour tous ces produits isolés est la méme
colonne utilisée pour les extraits : Kromasil Cis avec une taille de particules de Sum, 4,60 mm
X 250 mm. La température de la colonne est de 25°C.

Les phases mobiles : A : H-O Milli-Q/Acide formique (99.9/0,1) (V/V) ; B : Acétonitrile, sont

délivrées avec un débit de Iml/min, avec le gradient présenté dans le tableau 42.
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Tableau 45. Activité antioxydante des composés purs, basée sur le test

ABTS
. Activité anti-
Pics Produits Purs ABTS radicalaire
(}lgeth" II']L) (mAU)
1 Acide protocatechuique 47,59 202
+ Astragaline 1.48 13
] acide vanillique 4-O-p-D- 16.49 75
glucopyranoside ’
9 Lavandoside 91,49 381
10 acide 4—hydr0xybenzoique 4-0-B-D- 60.45 254
glucopyranoside
12 Rutine 155.66 644

Les profils en HPLC-ABTS " en ligne des extraits d'acétate d'éthyle et de n-butanol de H.
ruficomum sont reportés sur la figure 101 et 102, respectivement. Ces profils montrent que
les composés qui ont montré une activité antioxydante sont : acide protocatechuique (1),
astragaline (4), acide vanillique 4-O-p-D-glucopyranoside (8), lavandoside (9), acide 4-
hydroxybenzoique 4-O-B-D-glucopyranoside (10) et rutine (12). Les composés (8) et (10) ont
été les plus actifs (833 et 823 mAU respectivement) (Tableau 44).

L'activité antioxydante de 1'extrait n-BuOH est largement due a la présence des trois
composés phénoliques (8), (9), (10) et le flavonoide glycoside (la rutine) (12) qui

représentent 88,15% de l'activité totale (tableau 44).

Les composés antioxydants : 1’acide protocatéchuique (1) et I’astragaline (4) (Figures 101,
103 et 106) ne représentent que 10,34% de l'activité antioxydante totale de l'extrait acétate
d’¢thyle (Tableau 43) car les composés A, B, C, D et E qui présentaient une activité
antioxydante €levée (Figure 101) n’ont pas pu étre isolés a 1'état pur et n'ont donc pas pu étre
identifiés. Ces cinq composants représentent 62,21% de l'activité antioxydante de 1'extrait
d'acétate d'éthyle (Tableau 43). Le trans-tiliroside (3), le cis-tiliroside (2), 1a nicotiflorine (11)
et la narcissine (14) qui présentaient une absorbance moléculaire relativement élevée sur le
chromatogramme supérieur (figures 101 et 102), présentaient peu ou pas de capacités
antioxydante (Figures 101, 102,104 et 105). Ainsi on reléve que ’acide protocatéchuique (1),
I’acide  vanillique 4-O-B-D-glucopyranoside (8), le lavandoside (9), [l'acide 4-
hydroxybenzoique 4-O-B—D-glucopyranoside (10) et la rutine (12) sont les antioxydants les
plus efficaces de cette espece ((Figures 101, 102,103, 107, 108,109 et 110 et Tableaux 43.44
et 45). Ces résultats ont été confirmés hors ligne par les dosages ABTS, ORAC et TEAC.
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Figure 111. Determination chromatographique des composés de I'extrait acétate d’éthyle de
Helianthemum confertum et leurs activités antioxydante.

Pic 1: L’acide protocatechuique .

Pic 15,16: mélange de deux composés : Acide para-hydroxy benzoique et gallate de méthyle.

Pic 3: Trans-tiliroside.

Pic 2: Cis-tiliroside.
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Tableau 46. L’ activité antioxydante des composés et leurs pourcentages de participation
dans la capacité antioxydante totale de I’extrait acétate d’¢thyle de Helianthemum

confertum avec le test ABTS.

Pourcentage
ABTS Activité anti- de Pactivité
Pics Produits purs radicalaire anti-
(Rgeqr/mL) (mAU) radicalaire
(%)
A’ Non identifié 204,17 842 16,80
B’ Non identifié 209,50 864 20,36
1 Acide Protocatechuique 155,19 642 15,09
Acide para-hydroxy
15,16 benzoique et gallate de 200,84 828 23,00
méthyle
C’ Non identifié 71,70 300 5,14

Tableau 47. Activités antioxydante des composés purs de Helianthemum confertum, basées
sur ABTS.

Activité anti-

Pics Produits Purs ( AB:HS;L ) radicalaire
1 Acide protocatechuique 137,39 569

Acide para-hydroxybenzoique et

gallate de méthyle 153,93 637

15,16

Le profil en HPLC-ABTS » + en ligne de |’extrait d'acétate d'éthyle de H. confertum est
represente respectivement sur la Figure 111. Ses composants qui ont montre une activité
antioxydante : acide protocatechuique (1) et le mélange : acide para-hydroxybenzoique et
gallate de méthyle (15,16) (642 et 828 mAU respectivement) (tableau 35).

Les composés phénoliques (1) et (15,16) ne représentent que 38,09% de l'activité
antioxydante totale de 'extrait acétate d’¢thyle (Tableau 46) car les composés A’, B*, C’ qui
présentaient également une activité antioxydante élevée (Figure 111) n’ont pas pu étre isolés a
I'état pur et done n’ont pas pu étre identifiés. Ces trois composants représentent 42,3% de
l'activité antioxydante de I'extrait d'acétate d'éthyle (Tableau 46). Trans-tiliroside (3), le cis-
tiliroside (2) qui présentaient une absorbance moléculaire relativement élevée sur le

chromatogramme supérieur (Figures 111 et 114), présentaient peu ou pas de capacités de
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balayage radicalaire. Ces résultats ont été confirmés hors ligne par les dosages ABTS, ORAC
L TEAC.
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Fig 114.Chromatogaremme de trans-tiliroside
et cis-tiliroside

V.5. ORAC

La méthode ORAC se base sur un principe de compétition pour des radicaux peroxyles entre
les molécules anti-oxydantes et une sonde fluorescente [82]. En effet, la fluorescéine (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Allemange) est utilisée dans cet essai, car elle est dégradable par les
gspeces radicalaires a travers des réactions d’oxydafion, résultant en I’extinction de sa

fluorescence. Le 2,2’-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride (AAPH) (Sigma-Aldrich,
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Steinheim, Allemange) se dissocie a 37 °C en libérant des radicaux peroxyles. Il sert donc
d’initiateur a la réaction d’oxydation. Les anti-oxydants protégeant la fluorescéine, et jusqu’a
leur épuisement, ralentissent la baisse du signal de fluorescence en induisant un temps de
latence (Figure 115). L’aire sous la courbe de la cinétique de fluorescence est donc
directement proportionnelle a la quantité et a ’efficacité des composés anti-oxydants présents
dans un échantillon. Les résultats sont exprimeés en pmole d’équivalence Trolox/g d’extrait

seC.

1.0 1
o O D
5
Sample

Bler ALMC
(0 1 I
Elank

Relative fluoréscence Intensity

Tirme {muin)

Figure 115. Principe de mesure de I’activité antioxydante par ORAC.

Les produits sont dissous dans un mélange d'eau / méthanol (70/30) a 1 mg / ml (1000 ppm),
puis doivent étre dilués avec de l'eau distillée (entre 25 et 400 ppm) avant d'étre placés en
triplicat dans des plaques a 96 puits a la hauteur de 10 pL / puits. Une gamme standard de
trolox comprise entre 25 et 400 pumol / L a également été déposée en triplicat. Une solution
aqueuse de 150 pL de fluorescéine (8,5 x 10°° mol / L) a été ajoutée par puits. Un distributeur
automatique permet alors l'initiation de la réaction par addition d'AAPH (30 pL, 153 pmol /
L) a chaque puits a partir de l'initiation de la génération des radicaux par addition d'AAPH,
l'intensité de fluorescence émise est mesurée tous les 5 min pendant 2 h avec une longueur

d'onde d'excitation comprise entre 400 et 600 nm.

V.6. TEAC

La méthode TEAC est une technique spectrophotométrique basce sur 1'utilisation d’un radical
cationique coloré (bleu-vert) stable I’ABTS"™ (acide 2,2’-Azino-bis-(3éthylbenthioazoline-6-

sulfonique), qui se décolore lorsque qu’il est réduit par un antioxydant, suite a un transfert
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La mesure de la capacité de piégeage des radicaux libres des deux extraits étudiés
d'Helianthemum ruficomum par le test TEAC hors ligne a confirmé les résultats précédents et
a montré que les extraits d'acétate d’¢thyle et de n-BuOH présentaient des activités
comparables (TEAC 432 et 431 uMoleqr / mg respectivement, tableau 48). Cela peut étre en
relation avec la plus forte quantité de composés phénoliques et flavonoides dans ces extraits.
Le dosage de I'ABTS hors ligne des composés isolés a également montré que 1'acide
protocatechuique (1), acide vanillique 4-O-B-D-glucopyranoside (8) acide 4-
hydroxybenzoique 4-O-pB-D-glucopyranoside (10) et la rutine (12) étaient l'antioxydant le
plus puissant avec les valeurs du test ABTS en ligne: 341, 833, 823 et 594 mAU
respectivement (Tableaux 43 et 44), des valeurs ABTS hors ligne: 202, 75, 254 et 644 mAU

respectivement (Tableau 45).

Valeurs du test ORAC: 690, 733, 435 et 613 pMolegr / mg respectivement (Tableau 48) et
TEAC: 469, 106, 408 et 556 pMolcqr / mg (Tableau 48). L'activité la plus élevée est celle de
la rutine (12) par rapport aux autres compose€s présents dans ces extraits cette activité est peut
favorisée par la présence du systeme ortho di-OH sur le noyau B de cette molécule [83]. En
outre, l'activité plus élevée de l'acide protocatéchuique (1) par rapport a l'acide vanillique 4-
O-pB-D-glucopyranoside (8) et au acide 4-hydroxybenzoique 4-O-B-D-glucopyranoside (10)
peut étre a la glycosylation qui s'est avérée diminuer I'activité de piégeage de radicaux [84].
Ceci est également observé pour le glucoside d'acide ferrulique (9) qui a montré une activité
antioxydante relativement faible en comparaison avec I'acide ferulique [85,86].

Tableau 49. Activités antioxydante des composés purs et des extraits de Helianthemum
confertum, basées sur les tests ORAC et TEAC.

. ; . . ORAC TEAC
Pics Extraits et produits purs (uMolggr/mg) (uMolggr/me)
Extrait acétate d’éthyle 557.9 664.43
Extrait n-butanol 101.,5 719,17
Extrait CHCls 363.8 518,93

15,16 Acide para—hydrox)ibenzoique et 156,82 387.97
gallate de méthyle

1 Acide protocatechuique 158,.21 345,48

La mesure de la capacité de piégeage des radicaux libres de |’extrait étudi¢ de Helianthemum

confertum par test TEAC hors ligne a confirmé les résultats précédents et a montré que
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Figure 121. Histogramme d’ORAC de la phase n-butanol et les produits actifs dans cet extrait
de Helianthemum ruficomum.
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Figure 122. Histogramme d’ORAC de la phase acétate d’¢thyle et les produits actifs dans cet
extrait de Helianthemum confertum.
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Figure 123. Histogramme d’ORAC des extraits acétate d’éthyle, n-butanol et chloroforme de
Helianthemum ruficommm.
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Figure 124. Histogramme de TEAC de la phase n-butanol et les produits actifs dans cet
extrait de Helianthemum ruficomum.
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Figure 125. Histogramme de TEAC de la phase acétate d’¢thyle et les produits actifs dans cet
extrait de Helianthemum ruficomum.
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Figure 126. Histogramme de TEAC de la phase acétate d’éthyle et les produits actifs dans cet
extrait de Helianthemum confertum.
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Figure 127. Histogramme de TEAC des phases acétate d’éthyle, n-butanol et chloroforme de
Helianthemum confertum

Conclusion

Le travail que nous avons réalisé dans cette partie de notre étude a pour objectif
I’évaluation de 'activité antioxydante des extraits et des composants chimiques isolés des
deux espéces sélectionnées : Helianthermim ruficomum et Helianthenmim confer tum.

Les résultats obtenus par la méthode HPLC-ABTS™ en ligne ont été confirmés par les tests
ORAC et TEAC.

Nos travaux ont montré une activité anti radicalaire remarquable pour les extraits des
deux plantes. Les composés : acide protocatechuique, astragaline, acide vanillique 4-O-B-D-
glucopyranoside, lavandoside, acide 4-hydroxybenzoique 4-O-B-D-glucopyranoside, rutine et

le mélange acide para-hydroxybenzoique et gallate de méthyle ont été les plus actifs.

_———
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Conclusion générale

Nos travaux ont porté essentiellement sur 1’évaluation de [’activité antioxydante
d’extraits et de constituants chimiques (phénoliques et flavonoides) de deux especes
endémiques sahariennes de la famille Cistaceae, Helianthemum ruficomum et Helianthermm
confertum qui n’ont I’objet d’aucune étude de ce type & ce jour. Notre ¢tude a débuté par une
¢valuation de I’activité des phases acétate d’éthyle et n-butanol des extraits hydroalcooliques
des parties aériennes des deux espéces par la méthode ABTS™. Les résultats encourageants
obtenus nous ont incités a effectuer un screening en utilisant la méthode HPLC-ABTS™ en
ligne pour déterminer les composants actifs de nos extraits. Ces tests ont révélé une richesse
en antioxydants pour I’ensemble des extraits. De ce fait et en vue de ['isolement et de
I"identification structurale de leurs composants antioxydants, nos extraits ont subi des
fractionnements par chromatographie sur colonne de gel de silice 60, suivis de séparation et
de purification par chromatographie sur couches minces de gel de silice 60 et/ou par HPL.C
semi-préparative en phase inverse. Les structures des produits isolés ont été établies par
analyse spectrale, principalement des expériences de RMN (*H, *C, DEPT, DOSY, COSY,
NOESY, HSQC et HMBC), de spectrométrie de masse a haute résolution avec ionisation par
electrospray (HR-ESI-MS), UV et la comparaison de leurs données spectroscopiques avec
celles rapportées dans la littérature. Les produits isolés sont :

a) Helianthemum ruficommm, extraits AcOEt et n-BuOH, 14 composés
Acide protocatechuique (1)
Cis-tiliroside contaminé par trans-tiliroside (2)
Trans-tiliroside l&g2rement contaminé par son stéréoisomere cis-tiliroside (3)
Astragaline (4)
Stigmasterol (5)
p-Sitosterol (6) Mélange 89-11%
Picéine (7)
Acide vanillique 4-O-B-D-glucopyranoside (8)
Lavandoside (9)
Acide 4-hydroxybenzoique 4-O-pB-D-glucopyranoside (10)
Nicotiflorine (11)
Rutine (12)
Vicenine-2 (13)
Narcissine (14)

_———
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b) Helianthermm confertum, extrait acétate d’¢thyle, 6 composés
Acide protocatechuique (1)

Cis-Tiliroside (2)

Trans-Tiliroside (3)

Acide para-hydroxybenzoique (15)

Gallate de méthyle (16) } Mélange 66-34%

- % = & = ¥

3-oxo-g-ionol-B-D-glucopyranoside (17)

Les composés 5,7, 8,9, 10, 14, 15, 16 et 17 sont nouveaux pour le genre Helianthemum.

Comme pour les extraits, les composés isolés ont été évalués pour leur capacité de pigeage
de radicaux libres par HPLC-ABTS++ en ligne. Pour I’ensemble, les propriétés antioxydantes
ont &té confirmées par les dosages ORAC et TEAC. Les résultats indiquent clairement un
potentiel antioxydant élevé des extraits et des composés testés de ces espéces et concordent
avec la littdrature que lactivité de pidgeage des radicaux libres dépend de la structure
moléculaire, du nombre et de la position des groupes hydroxyles des composés testés. En
outre, étant donné les grandes quantités de trans-tiliroside et de rutine isolées et purifiées dans
ce travail, et sachant que la premiére molécule est douée d’effets biologiques diverses [87,88]
et que la seconde est utilisée comme complément oral en plus du fait qu’elle soit reconnue
pour de multiples activités biologiques, il est important de noter que I’espéee Helianthemmim
ruficomum pourrait étre développée industriellement pour son contenu riche de ces
composants bioactifs. Pour cette raison, cette plante pourrait étre une bomme candidate pour la

culture et I’exploitation industrielle.
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Résume

Le présent travail est le bilan d’une éde que nous avons menée sur deux plantes
endémiques du Sahara septentrional de la famille Cistaceae qui, a notre meilleure
connaissance n'ont jamais fait ’objet d’études auparavant: Helianthemum ruficomum et
Helianthemum confertum. 1l concerne 'investigation de la composition chimique et de la
capacité de piégeage des radicaux libres, de ces deux espéces et de leurs constituants

chimiques 1sol&es.

Les tests d’évaluation de ["activité antioxydante des phases acétate d’éthyle et »-
butanol des extraits hydroalcooliques des parties aériennes des deux espéces par la méthode
ABTS™ ont montré des pouvoirs antioxydants importants. Ces résultats ont été confirmés par
les tests ORAC et TEAC. Le screening de ces extraits par HPLC-ABTS™ en ligne a révélé
une richesse remarquable en antioxydants. Ces résultats ont justifié le fractionnement de ces
extraits qui a été réalisé par chromatographie sur colonne de gel de silice 60. Les fractions
obtenues, purifiées par chromatographie sur plaques préparatives de gel de silice normale
et/fou par HPLC semi-préparative en phase inverse, ont mené¢ a |'isolement et a la
détermination de 14 composés a partir de H. ruficomwm et de 6 composés a partir de A.
conferfum. L'¢lucidation structurale des composés 1solés a €té réalisée grice a l'analyse des
spectres de masse haute résolution en mode ESI positif [HRESI-MS(+)], RMN 1D ('H, P*C et
DEPT) et RMN 2D (DOSY, COSY, NOESY, HSQC and HMBC) et par la comparaison avec

les données de la littérature.

Le pouvolr antioxydant des composés isolés a également été évalue par HPLC-
ABTS«+, TEAC et ORAC. Les résultats indiquent clairement un potentiel antioxydant élevé
des extraits et des composés testés, 1solés de ces deux especes.

Ce travail a fait I’objet d’une publication parue et de deux autres publications en cours.

Mots clés : Cistaceas, Helianthemum ruficomum, Helianthemum confertum, RVIN 1D, RMN
2D, TEAC, ORAC, HPL.C-ABTS ™, Activité antioxydante, Piégeage radicalaire.
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Abstrac

This work 1s the assessment ofa  study that weconducted on two endemuc plants
ofthe septentrional Sahara from the Cistaceae family: Helignthemum ruficomum and

Helianthemum confertum. To our best knowledge, no studies are reported so far for these
species. The purpose of this work was to investigate the chemical composition and the
radical scavenging capacity of these species and their isolated components.

The ethyl acetate and #-butanol soluble parts of the aqueous-ethanol extracts of the
aerial parts of these species were evaluated for their free radical scavenging capacity by
ABTS™ assay. The obtained data which showed important antioxidant powers were
confirmed by TEAC and ORAC assays. On-line HPLC- ABTS™ assays were then applied to
screen the extracts. The results which revealed remarcable wealth in antioxidants allowed
guiding the fractionation of the extracts by column chromatography on silica gel 60. The
obtained fractions were purified by chromatography on preparative plates of silica
gel 60 and/or by semi-preparative reverse phase HPLC leading to the isolation and the
identification of 14 compounds from . ruficomwm and 6 compounds from H. confertum. The
compounds were identified by spectral analyses, mainly ESFHRMS (+), UV, 1D NMR ('H,
3¢, DEPT) and 2D NMR (DOSY, COSY, NOESY, HSQC and HMBC) and comparison of
their spectroscopic data with those reported in the literature.

The antioxidant power of the isolated compounds was also evaluated by on-line
HPLC-ABTS™, TEAC and ORAC. The results clearly indicate high antioxidant potential

of the extracts and tested compounds isolated from these two species.
This work was the object of a published paper and two other in progress.
Keywords: Cistaceae, Helianthemum ruficomum, Helianthemum confertum, 1D

NMR , 2D NMR , TEAC, ORAC, HPLC-ABTS ™, Antioxidant activity, Radical scavenging
activity.
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