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CC : Chromatographie sur Colonne
CCM : Chromatographie sur Couche Mince
CLHP : Chromatographie Liquide Haute Performance

Détermination structurale :

ax : axial

COSY : correlated spectroscopy

d : doublet

dd : doublet de doublet

dt : doublet de triplet

dl : doublet large

eq : équatorial

J (Hz) : constante de couplage exprimée en Hz

HMBC : Heteronuclear Multiple Bonding Connectivity
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Connectivity
m : multiplet

m/z : masse/charge d’un ion

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

RMN 'H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
RMN "C : Résonance Magnétique Nucléaire du carbone 13
S : singulet

sl : singulet large

t : triplet

UV : ultra-violet

0 : déplacement chimique exprimé en ppm

Activité biologiques :

ClIs : Concentration inhibitrice a 50%
CMLI : Concentration Minimale Inhibitrice
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Introduction générale

Les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies
métaboliques complexes, de nombreux composés qu’ils utilisent pour diverses fonctions
adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent
subir. Les plantes renferment donc une large variété de molécules chimiques (peptides,
terpenes, polyphénols, alcaloides...) de propriétés physico-chimiques tres différentes et
qui présentent différentes activités biologiques (antitumorale, antivirale, antimicrobienne,
antioxydante, cicatrisante...). Il est par ailleurs aujourd‘hui reconnu que les plantes

constituent une source importante de molécules bioactives.

Ces dernieres années, les substances naturelles connaissent un intérét croissant dans de
nombreux domaines. En effet, avec un public de plus en plus réticent a consommer
des produits contenant des molécules issues de la synthese chimique, un certain nombre de
secteurs industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau
vers I’incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques
et biologiques originales, dans leurs formulations. La valorisation de ces principes actifs

d’origine naturelle représente donc un potentiel économique énorme.

Selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS), 80% de la population africaine ont
toujours recours a la médecine traditionnelle pour les soins (de Silva et al., 1997;
Mukherjee et al., 2006)., d’ou I’intérét que suscite cette médecine au sein des organisations
africaines et internationales, et en particulier I’investigation phytochimique des ressources
végétales de la médecine traditionnelle. Cette médecine est la plus accessible en termes

économique, géographique et culturel.

L’Algérie posseéde une richesse floristique considérable. On compte environ 3000
especes de plantes dont 15% sont endémiques (Quézel et Santa., 1963). Ce potentiel de
plantes médicinales comporte des milliers d’especes présentant divers intéréts, et est
toujours peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique. Ce domaine
constitue, un axe non négligeable de travaux recherches scientifiques, plus

particulierement dans le domaine des substances naturelles bioactives.

Le présent travail consiste a effectuer 1’extraction, I’isolement et I’identification
des métabolites secondaires ainsi que les activités biologiques de deux plantes

médicinales algériennes appartenant au genre Phagnalon de la famille des Asteraceae.
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Le présent manuscrit est réparti en trois parties :

la premiere partie a été consacrée a des généralités et données bibliographiques. Le
premier chapitre de cette partie est un apercu bibliographique sur la famille des
Asteraceae et du genre Phagnalon suivie par une description des propriétés
pharmacologiques et travaux antérieurs effectués sur le genre Phagnalon et qui se
termine par le positionnement des deux especes Phagnalon saxatile (L.) Cass. et
Phagnalon sordidum L. dans la systématique des Asteraceae. Le deuxieme chapitre
comprend des généralités sur les activités antioxydante, antibactérienne et cytotoxique.
la deuxieme partie comprend la description de nos travaux d’extraction, d’isolement,
de purification des métabolites secondaires et des tests biologiques effectués sur des
deux espéces étudiées, Phagnalon saxatile (L.) Cass., Phagnalon sordidum L.

La derniere partie comporte la discussion des résultats de 1’étude phytochimique des
deux espéces étudiées ainsi que les résultats des tests d’activités antioxydante,

antibactérienne et cytotoxique.




Partie 1
Revue bibliographique
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1. La famille des Asteraceae :
1.1. Présentation :

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. Les
Asteraceae (anciennement appelées Composées) sont une  famille appartenant aux
Dicotylédones comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 especes décrites dont 750
endémiques, C'est une des familles la plus importante des Angiospermes. Ce sont presque
toujours des plantes herbacées avec souvent des racines charnues : rhizomateuses,
tubéreuses ou pivotantes (Crete et al., 1965). D’apreés Quezel et Santa, en Algérie il en

existe 109 genres et environ 408 especes (Quezel et Santa., 1963).
1.2. Distribution :

Les Asteraceae ont une distribution mondiale, se trouvent partout sauf en
Antarctique et sont surtout nombreux dans les régions tropicales et subtropicales
(I’ Amérique notamment centrale, le Brésil de [I’est, les Andes, 1’Afrique

méditerranéenne, 1’ Asie centrale et le sud-ouest de la Chine).

1.3. Caractéristique :

Les Asteraceae ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en capitules
c’est-a dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules placées sur I’extrémité d’un
rameau ou d’'une tige ou entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre (Barkely et al., 2006).

La fleur des Asteraceae est tres particuliere: les étamines sont soudées par leurs
antheres déhiscentes vers l'intérieur. Sous les stigmates sont situ€es des "brosses a pollen".
Ceci est adapté a un mode de pollinisation «a piston». La croissance rapide du style
permet un brossage du pollen et sa récupération. Une fois que le stigmate a traversé le tube
formé par les antheres, les stigmates se déplient et exposent leur face gluante au

pollen. Il faut considérer qu'a ce moment-1a, du nectar est sécrété (figure 1).

L’inflorescence est ordinairement un compact de fleurs sessiles tubulées et/ou
ligulées sous- tendu par un involucre de bractées disposées sur un a plusieurs rangs. Les
bractées peuvent étre herbacées, scarieuses ou épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si

elles sont présentes, peuvent prendre la forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Le
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capitule est entouré a la base généralement par 1 a 6 séries de bractées dont 1'ensemble forme

l'involucre.

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée Pappus

(figure 10) qui favorise la dispersion des graines par le vent (Usher et al., 1966).

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi &tre opposées ou

réunies en rosette principale (Paquerette) (Usher et al., 1966).

Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est nécessaire de récolter
des capitules défleuris, portant des fruits mirs ou au moins déja bien formés. L'observation

des bractées de l'involucre est également tres importante.

Taregacan officinale Wed

Figure 1 : Schémas de différentes parties florales d’une Asteraceae.
1.4. Utilisations et intéréts économiques des Asteraceae :

Cette vaste famille est économiquement importante, elle fournit des plantes
alimentaires: La laitue est la plante la plus cultivée de la famille, suivie de l'artichaut, de
I'endive, du salsifis, de la chicorée, de l'estragon et du tournesol. De nombreuses autres

especes ont une utilisation ornementale, telle que la marguerite, le dahlia, le zinnia, le cosmos,
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le chrysanthéme et I'aster. Plusieurs especes sont utilisées en pharmacie: 1’Arnica (Arnica
montana L.), la camomille (Matricaria chamomilla L. et Anthemis nobilis L.), le pied de
chat (Antenaria Djioca Gartn), le tussilage (Tussilago farfara L.). Certains genre comme
le Pyrethrum fournissent un insecticide, d'autres (genre Artemisia) sont utilisés comme
plantes médicinales et dans la fabrication de liqueurs comme l'absinthe ou le génépi

(Gaussen et al., 1982).

2. Apercu bibliographique sur le genre Phagnalon :
2.1. Généralités :

Le nom du genre Phagnalon, est di a Cassini Gabriel (1818). C'est une
anagramme de gnaphalon (ou gnaphallon), terme qui désignait en grec la bourre floconneuse
des matelas et qui est a l'origine du genre Gnaphalium. Les Phagnalons sont connus
localement par les noms « Foddia » ou « Arfedj » (Borullard et al., 1997; Queézel et

Santa., 1963).

Le genre Phagnalon (Asteraceae) est représenté par environ 40 especes réparties
de la Macaronésie 2 I'Himalaya et a I’Ethiopie. Il est rangé dans la tribu des Gnaphalieae.
Les plantes de ce genre ont deux sortes de fleurs dans chaque capitule : celles du milieu sont
en tube, a 5 dents; celles du pourtour sont en languette tres étroite. Ce sont des plantes
vivaces, couvertes de poils plus ou moins cotonneux, ligneuses dans leur partie

inférieure, a fleurs jaunes ou jaunatres (Qaiser et al., 1985; Qaiser et al., 1986).
2.2. Répartition géographique :

Le genre Phagnalons comprend 40 especes originaires de la région
méditerranéenne ou de 1I’Asie centrale. En Algérie il existe quatre phagnalons
principaux (P. sordidum (L.) DC., P. garamantum M., P. saxatile (L.) Cass., P. rupestre
(L.) DC.), ainsi que de nombreuses especes hybrides ont été signalés (Salgues et al., 1963;
Quezel et Santa., 1963).

On le trouve dans les rochers, de la région méditerranéenne des Alpes-
Maritimes aux Pyrénées centrales, Drome, 1'Ardeche et 1'Aveyron, Corse, Espagne, Italie

(Salgues et al., 1963).

-
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2.3. Description botanique :

Selon Quezel le genre Phagnalon est défini : capitules hétérogames, multiflores
et discoides. Fleurs du rayon femelles, fertiles ou stériles, sur plusieurs rangs et a
corolle filiforme; celles du centre hermaphrodites et a corolle tubuleuse. Involucre
campanulé ou subhémisphérique, a bractées sur 3 ou plusieurs rangs imbriquées,
scarieuses sur les bords; les extérieures plus courtes et a la fin étalées en étoile. Réceptacle
plan et nu. Akenes petits, sans cotes, cylindriques et poilus. Aigrette a poils unisériés et
brievement ciliés. Plantes rupestres vivaces, multicaules. Tiges rameuses et tomenteuses.
Capitules sur des pédoncules longs et gréles, solitaires ou agglomérés 2-6. Feuilles

entieres ou dentées, étroites. Fleurs Jaunes (Quezel et Santa., 1963).
2.4. Métabolites secondaires :

En biologie végétale, les composés produits par les plantes sont subdivisés en deux
groupes de molécules. Les métabolites primaires et les métabolites secondaires. Les
métabolites secondaires sont des composés biosynthétisés naturellement par les végétaux,
mais qui ne participent pas directement au métabolisme végétal (Laitinen et al., 2000).
Nous estimons que chaque végétal produit au moins une centaine de ces métabolites, classés
dans trois catégories principales selon leurs structures : les alcaloides, les stéroides et

terpénoides, et les polyphénols, ou composés phénoliques (Ramawat et al., 2008).

Les travaux phytochimiques effectués sur le genre Phagnalon ont été réalisés

uniquement sur quatre especes (P. rupestre, P. saxatile, P. sordidum et P. purpurescens).

Les métabolites secondaires de ces especes sont constitués de flavonoides, des
composés phénoliques de triterpenes, et de stérols (Géngora et al., 2002; Conforti et al.,

2010; Epifano et al., 2002; Zdero et al., 1991).
2.4.1. Les composés phénoliques (Les polyphénols) :

Les composés phénoliques correspondent a une grande variété de substances .L'élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau benzénique
auquel est directement lié un groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester,

méthyle ester, glycoside ...).
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Ces polyphénols peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se différencient

d'abord par la complexité du squelette de base (allant d'un simple C6 a des formes tres

polymérisées), ensuite par les degrés de modification de ce squelette (degré d'oxydation,

d'hydroxylation, de méthylation ...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base

avec d'autres molécules (glucides, lipides, protéines...).

Ces composés dérivent de la voie de I'acide shikimique qui donne de 1'acide gallique et

de l'acide cinnamique (figure2). Ces dernieres sont a l'origine des phénols simples et

condensés, des tanins hydrolysables et condensés, et des flavonoides (Richard et al., 2010).

OH

COOH

y

OH

/

COOH

an

Figure 2 : Acides phénoliques, squelette benzoique (I) et squelette cinnamique(II).

Les composés phénoliques les plus courantes dans le genre Phagnalon sont les

dérivées de 1’acide caféique. Le tableau 1 représente les composés phénoliques isolés du

genre Phagnalon.

0
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Tableau 1 : Les composés phénoliques isolés du genre Phagnalon.

composés phénoliques Structure Espéce Référence

Acide chlorogénique 1

Acide méthylchlorogénique 2 P. saxatile Conforti et al., 2010

3,5-di-O-cafféoylquinique 3 P. saxatile Conforti et al., 2010

méthyle ester P. rupestre Gongora et al., 2002

acide 3,5-di-O- cafféoylquinique 4 P. saxatile Conforti et al., 2010
P. rupestre Gongora et al., 2002

4, 5-di-O- cafféoylquinique 5 P. rupestre Gongora et al., 2002

méthyl ester

acide 4,5-di-O- cafféoylquinique 6 P. rupestre Gongora et al., 2002

Acide caféique 7 P. saxatile Conforti et al., 2010

1-O-p-glucopyranosyl-2(3°,3’- 8 P. saxatile Conforti et al., 2010

diméthylallyl) hydroquinone P. rupestre Gongora et al., 2001

1-O-p-glucopyranosyl-2(3’- P. saxatile Conforti et al., 2010

Eydroxymethyl-S -méthyl allyl ? P. rupestre Gongora et al., 2001

ydroquinone

1-0-(4"’-O-cafféoyl)-f- P. rupestre Gongora et al., 2001

glucopyranosyl-2-(3’, 3’- 10

diméthylallyl) hydroquinone

Prénylhydroquinone glycoside P. rupestre Gongora et al., 2002

1-O-f-glucopyranosyl-1,4- 11

dihydroxy-2-(3’-hydroxy-3’-

méthylbutyl) benzene

1-(2,4-Dihydroxy-6- 12 P. sordidum Zdero et al., 1991

methoxyphenyl) ethanone

Les structures des composés phénoliques qui sont isolés des especes du genre Phagnalon cités

dans le tableau 1, sont présentées dans la figure 3 :

0
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R,00C
OH
1:R=H,R=H,R;=H 7
2: R1= CH3, R2= H, R3= H
3 : Ri= CH;, R)= cafféoyl, R;=H
4 : R;= H, R,= cafféoyl, R;=H
5 : R;= CH;, R;= H, R;= cafféoyl
6: R1= H, R2= H, R3= Cafféoyl
OH OH
Q o
Rzomo o Homo o
OH OH
R1 /
HO
8: R1=CH3, R2=H
9: R1=CH20H, R2=H 11
10 : R;=CH;, R,=cafféoyl
OH
-

Figure 3 : Structures des composés phénoliques isolés du genre Phagnalon.
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2.4.2. Les flavonoides :

Le nom flavonoide provient du mot Flavus qui signifie «jaune» (Malesev et al., 2007).
IIs sont tous de la méme structure chimique de base, ils posseédent un squelette carboné de
quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés
entre eux par une chaine de 3 carbones en formant ainsi 'hétérocycle (C) (figure 4) (Erdman
et al., 2005). Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-
C3-C6 (Emerenciano et al., 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont
des groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent €tre attachés sur les
noyaux de cette molécule (Malesev et al., 2007). Selon (Erdman et al., 2005), nous les

divisons en 6 classes:

» Flavone et flavonols représentent la majorité des flavonoides.

» Les flavanols, les flavanones, les anthocyanidines et les isoflavones.

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (Dacosta et al., 2003).
Les flavonoides isolés du genre Phagnalon sont regroupés dans le tableau 2:

Tableau 2 : Les flavonoides isolés du genre Phagnalon.

Flavonoide Structure Espéce Référence

Apigénine-7-O- S-glucoside 13 P. saxatile Conforti et al., 2010

P. rupestre Gongora et al., 2002

Apigénine 14 P. saxatile Conforti et al., 2010

Lutéoline-7-0- S-glucoside 15 P. rupestre Gongora et al., 2002
Lutéoline-7-0-f-glucuronide 16
Lutéoline-4’-O- f-glucoside 17

Lutéoline 18 P. saxatile Conforti et al., 2010

0
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Les structures des flavonoides cités dans le tableau 2 sont présentées dans la figure 5 :

OR,

13 : R=glucoside 15 : R;=glucoside, R,=H

14 : R=H 16 : R;=glucuronide, R,=H
17 : Ri=H, R,=glucoside

18: R1=R2=H

Figure 5 : Structures des flavonoides isolés du genre Phagnalon.
2.4.3. Les triterpenes :

Les triterpenes sont des substances d'origine organique en C30 (30 atomes de
carbone) de la famille des terpenes. Tres répandus dans la nature, on les trouve

notamment dans les résines, a 1'état libre, sous forme estérifiée ou hétérosidique.
Le tableau 3 comprend des triterpenes isolés du genre Phagnalon.

Tableau 3 : Les triterpenes isolés du genre Phagnalon.

Triterpenes Structure Espece Référence
Lupéol 19
Bétulin 20 P. sordidum Epifano et al., 2002
Acide bétulinique 21
Acide oléanolique 22 P. purpurescens Zdero et al., 1991

0
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Les structures des triterpene cités dans le tableau 3, sont présentées dans la figure 6 :

(7

HO

Tl

HO

22

19 : R=CH;
20 : R=CH,0OH
21 : R=COOH

Figure 6 : Structures des triterpenes isolés du genre Phagnalon.

2.4.4. Les stérols :

Un stérol est un composé possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur
d'un groupe hydroxyle (figure 7). Les stérols sont considérés comme une sous-classe des

stéroides. Ce sont des molécules présentes chez la plupart des végétaux.

HO

Figure 7 : Noyau de base des stérols.

.
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Le tableau 4 présente les stérols qui sont isolés du genre Phagnalon.

Tableau 4 : Les stérols isolés du genre Phagnalon.

stérols Structure Espéce Référence
Daucostérol 23 P. sordidum Epifano et al., 2002
[-sitostérol 24 P. purpurescens Zdero et al., 1991
Stigmastérol 25

Les structures des stérols qui sont isolés des especes du genre Phagnalon cités dans le tableau

4, sont présentées dans la figure 8 :

23 : R= glucoside 25
24:R=H

Figure 8 : Structures des stérols isolés du genre Phagnalon.

0
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2.4.5. Autres constituants isolés du genre Phagnalon:

OH OH
o o HsCO o OCH;
\\ /o)
Q GlcO OH
OH OH
OH OCHj; OCH;

L-(-)-chiroinositol (Epifano et al., 2002) 7,7’-bis-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-8,8’
-dihydroxymethyl-tetrahydrofuran-4-O-§-
Glucopyranoside (Gongora et al., 2002)
o}

OH Ho o]
HO °
HO °
OH
o o]

12-0-p-glucopyranosyl-9f4, 12-dihydroxytremetone prenylquinone (Zdero et al., 1991)

(Gongora et al., 2002)
o (o]
/\Hko )ko

2-Butenoic acid, 2-methyl-, 1-[3-(acetyloxy)-2-(1-
formylethenyl)-2,3-dihydro-5-benzofuranyl]ethyl
ester (Zdero et al., 1991)

Z

Figure 9 : Divers composés isolés du genre Phagnalon.
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2.5. Utilisations traditionnelles :

Les Phagnalons sont largement utilisés en médecine traditionnelle. En Islande,
Phagnalon sordidum est utilis€ seul ou mélangé avec Lippi acitriodora et/ou Malva
sylvestris pour guérir la lithiase rénale (Epifano et al., 2002). D’autre part, les bédouins du
désert du Néguev, utilisent 1’écorce de Phagnalon rupestre, pour la guérison des
brllures. Néanmoins, en médecine populaire, les palestiniens utilisent la plante entiere pour

traiter 1'asthme, maux de té€te, et comme un analgésique pour les maux de dents (Ali-Shtayeh
et al., 1998).

2.6. Activités biologiques reconnues du genre Phagnalon :

Le tableau 5 représente les propriét€s thérapeutiques d’especes du genre Phagnalon.

Tableau 5 : Les propriétés thérapeutiques d’especes du genre Phagnalon.

Espece Propriété thérapeutique Référence
P. rupestre Anti-oxydante Haddouchi et al., 2014
Antimicrobienne Wamidh et al., 2010
Cytotoxicité Wamidh et al., 2010
Anti-inflammatoire Ali-Shtayeh et al., 1998
P. saxatile Anti-oxydante Haddouchi et al., 2014
Anti-inflammatoire Teixeira et al., 2004
Antiallergique Carini et al., 2001
Antibactérien Tomas-Barberan et al.,
Antifongique 1990
P. graecum Anti-oxydante Erdogan Orhan et al., 2013
P. sordidum Anti-oxydante Chikhi et al., 2013

.
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3. Aspect botanique :
3.1. Phagnalon saxatile (L.) Cass.

3.1.1. Description botanique :

C’est une plante méditerranéenne, assez commune, qui croit sur les murs et les
rochers, mais aussi dans les pelouses rocailleuses. Les feuilles, tres étroites, sont vertes
sur la face supérieure et cotonneuse en dessous. Les capitules sont solitaires a

l'extrémité des rameaux. Les bractées externes sont recourbées vers l'extérieur.

Tableau 6 : Description de P. saxatile (L.) Cass. (Quezel et Santa., 1963).

Partie de la plante Description
Feuilles inférieures Linéaires-lancéolées, blanches-tomenteuses
Feuilles supérieures Etroitement linéaires, vertes ou blanchatres
Capitules Toujours solitaires
Bractées Glabres, scarieuses
Fleurs Jaunes
Tiges Dressées, tres rameuses

Figure 10 : Phagnalon saxatile (L.) Cass.
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3.1.2. Place dans la systématique :

Son classement dans la systématique est comme suit :

Régne : Plantae

Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Ordre : Astérales
Famille : Asteraceae

Genre : Phagnalon

Espéce : P. saxatile (L.) Cass.

3.2. Phagnalon sordidum (L.) DC.

3.2.1. Description botanique :

Les P. sordidum sont des herbes vivaces répandues dans toute la région

méditerranéenne. Ils sont blanchatres, et leurs odeurs sont désagréables. Les feuilles, tres

étroites, sont enroulées sur les bords. Les capitules sont groupés par deux a six a

l'extrémité des rameaux. Les bractées sont bien appliquées contre le capitule.

Tableau 7 : Description de P. sordidum L. (Quezel et Santa., 1963).

Partie de la plante

Description

Rameau

Feuilles inférieures
Feuilles supérieures
Capitules
Réceptacle

Fleurs

Akenes

Jeunes rameaux anguleux et glanduleux-hispides.
obovales-lancéolées, atténuées en pétiole et semi-amplexicaules.
linéaires, a marge révolutée, semi-amplexicaules.

de 1-1,3 cm de diametre.

glabre a bractées larges, toutes a marge scarieuse.

Jaunes a sommet pourpre.

Akenes a aigrette constituée par 4-5 soies fragiles et trés longues.
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Figure 11 : Phagnalon sordidum L.

3.2.2. Place dans la systématique :

Son classement dans la systématique est comme suit :

Reégne : Plantae
Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Gamopétales

Ordre : Astérales

Famille : Asteraceae

Genre : Phagnalon

Espece : P. sordidum (L.) DC

B
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1. Activité antioxydante :

1.1. Introduction :

Ces dernicres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec
leurs propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques
dans diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la
quantification de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes

médicinales et les produits agroalimentaires (Popovici et al., 2009).
1.2. Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est

typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta et al., 2003).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules,
il convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un
role particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui
dérivent directement de 1’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires
(radical peroxyle ROQ’, radical alkoxyle RO"), se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Novelli et al., 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “especes réactives
de 'oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux
libres de I’oxygeéne proprement dit : radical superoxyde O, , radical hydroxyl ‘OH,
monoxyde d’azote NO', mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est importante : I’oxygéne singulet 'O,, peroxyde d’hydrogene H,O,,

peroxynitrite ONOO™ (Favier et al., 2003).
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1.3. Les antioxydants :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir
au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme
réagit donc de facon constante a cette production permanente de radicaux libres et on
distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier la cellule (Favier et al., 2003).
1.3.1. Les antioxydants naturels :

Les antioxydants d’origine naturelle sont présents dans presque toutes les plantes et les
micro-organismes. Les antioxydants naturels les plus importants sont la vitamine E
(tocophérol), les caroténoides (PB-carotene), la vitamine C (I’acide ascorbique), les

polyphénols en particulier les flavonoides.
» Vitamine E :

La vitamine E est un antioxydant majeur liposoluble. C’est un composé amphiphile, il
joue un role important dans 1'organisme par son action antioxydante au niveau cellulaire. Il
existe dans la nature plusieurs dérivés de la vitamine E a activités différentes (a, B, vy, o-
tocophérol, tocotriénols...). L’a-tocophérol est la forme biologiquement la plus active, ainsi

que y-tocophérol est la plus abondante dans I’alimentation.
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HO
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a-tocophérol
HO
0
B-tocophérol
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y-tocophérol
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(6]

d-tocophérol

Figure 12 : Structures des dérivés de la vitamine E.
» Vitamine C :

L’acide ascorbique (vitamine C) est considérée comme étant 1’un des antioxydants
naturels puissants et moins toxique (Bendich et al., 1986; Weber et al.,, 1996). Il est
hydrosoluble et se trouve avec des concentrations élevées dans plusieurs aliments. En général,
I’acide ascorbique réagit avec les oxydants il peut mettre fin a la chaine des réactions

radicalaires par transfert d’électrons par le transférer d’un seul électron.
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HO

HO

e
HO OH

Figure 13 : Structures de 1’acide ascorbique.
» Vitamine A :

La vitamine A est une vitamine liposoluble, elle existe sous deux formes : le rétinol et
ses dérivés d’origine animale et les caroténoides d’origine végétale (Wolinsky et al., 1998).
Le béta-carotene est le principal précurseur de la vitamine A (figure 14). Les autres
caroténoides peuvent €tre de puissants antioxydants, mais ils sont moins connus et abondants

(Shils et al., 2006).

\\\\\\\\\

Figure 14 : Structures du pB-carotene.
> Polyphénols :

Les polyphénols sont des molécules organiques présentent d’une maniere ubiquiste
dans les végétaux, ils sont issus du métabolisme secondaire. Ils sont caractérisés par la
présence de plusieurs groupements phénoliques, un ou plusieurs cycles aromatiques
portant un ou plusieurs hydroxyles. Ils se divisent en plusieurs groupes : les coumarines, les
chromones, les stiblenes, les lignanes, les tanins, les lignines et les flavonoides. Ces derniers
constituent la plus importante catégorie de polyphénols, ils sont résponsables de la coloration

des fleurs et des fruits. Les flavonoides se comportent principalement comme des
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antioxydants primaires, en stabilisant les radicaux peroxydes. Cependant ils peuvent aussi
désactiver les autres espéces réactives de I’oxygéne (ERO) (I’anion superoxyde (0O), le
radical hydroxyl (‘OH), oxygeéne singulet ('O,), ils jouent un role dans I’inhibition de la
lipoxygénase et chélation des métaux (Sarni-Manchado et al., 2006). Les flavonoides sont
tres abondants dans les 1égumes, les feuilles des légumes (salades, choux, épinards...), ainsi
que dans les téguments externes des fruits. De nombreux travaux ont montré que certains
fruits et légumes sont tres riche en flavonoides (Justen et al., 1998). Plusieurs études in
vitro ont montré que la quercétine est un excellent antioxydant, de tous les flavonoides,

c’est le plus puissant capteur des ERO.

R, R, R; R4 Rs
Apigénine H H H OH H
Lutéoline H H OH OH H
Quercétine OH H OH OH H
kamphérol OH H H OH H

Figure 15 : Structures de quelques flavonoides.
1.3.2. Les antioxydants de synthese :

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés
des antioxydants naturels (Lee et al., 2009). Dans l'industrie alimentaire, les antioxydants
synthétiques, tels que le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), et la
gallate propylée (PG) (figure 16) sont largement utilisés parce qu'ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est treés discutée car ils

sont susceptibles de manifester des effets secondaires et méme toxiques (Lisu et al., 2003).

-
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OH OH COOC3H;
X
/ HO OH
OCH; OH

BHA BHT PG

Figure 16 : Structure des antioxydants synthétiques.
1.4. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante :

Il existe une multitude de tests pour la mesure de [’activité antioxydante. Elles
peuvent étre classées en deux groupes selon leurs mécanismes : soit par le transfert
d’atome d’hydrogene, soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno et al.,

2002 ; Huang et al., 2005).

1.4.1. Méthode du DPPH" :

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est un radical stable de couleur violette en
solution. Lorsqu’il est réduit en présence d’une substance réductrice (par un
mécanisme combinant le transfert d’un atome d’hydrogéne et le transfert d’électrons),
la couleur de Ia solution devient jaune. Plus la substance est antioxydante et plus la
coloration violette initiale va disparaitre. On apprécie ce changement de couleur grace a un

enregistrement a la longueur 540 nm (a I’aide d’un spectrophotometre) (figure 17).

O AL

H

P4

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Figure 17 : Transformation du radical DPPH" en DPPHH

-
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Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux

types de mécanismes:

e la libération de I’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle (cinétique rapide
de certaines acides et dérivées phénoliques).
e la libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycosylées et des

anthocyanes) (Huang et al., 2005, Nanjo et al., 1996).

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action
est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPH’ alors transformé

en une molécule stable DPPHH (Molyneux et al., 2004; Sanchez-Moreno et al., 1998) :
DPPH'+ ®OH — DPPHH + ®O’

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au

moins stables :
DO’ + PO — PO-0OP
DPPH + ®O'— ®O-DPPH

®O- (semi-quinone)™ — ®=0 (quinone)

N

La capacité anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter
la propagation de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par controle
de I’effet de la réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique
de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH’,

type de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier (Molyneux et al., 2004).

1.4.2. Piégeage de ’ABTS™" :

L’acide 2,2’-azinobis-(3-€éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est également un radical
libre et stable. 11 est tres utilis€é pour évaluer le pouvoir antioxydant des fluides
biologiques, des mélanges complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable
de réagir avec des antioxydants classiques de type phénols et thiols mais aussi avec
tout composé donneur d’hydrogéne ou d’électron (Rice-Evans et al., 1994, 1995) .Ce
radical cation est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour

donner une solution colorée en vert-bleu. Le radical formé est stable avec des coefficients

-
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d’extinction molaire élevés a 416, 650 et 734 nm. La concentration de ce radical peut étre

N

déterminée en mesurant 1’absorbance a ces longueurs d’onde.

038 SO, _ -
S S
038 s s SO;
N—N
%N—N%
N N

C,H C,H
2Ms 2Hs CoHs CoHs

ABTS ABTS”

Figure 18 : Structure de 1’acide 2,2’-Azinobis-(3-éthylBenzoThiazoline-6-Sulfonique): forme
réduite (ABTS) et forme radicale cation (ABTS™)

1.4.3. Méthode du CUPRAC :

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le
suivie de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre
(Cu™)Ncy-Cu*?. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-
neocuproéne est réduit et cette réaction est quantifié spectrophotometriquement a une
longueur d’onde de 450 nm (Apak et al., 2004). Le principe de ce test se base sur la
conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe
Cu**-Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*>-Nc qui absorbe 2 450 nm

(figure 19).
2+

Oxidized
AOX  AOX Product

Réactif CUPRAC Produit Jaune-orangé
Couleur bleu

Figure 19 : Réduction du complexe chromogéne de Cu**-Nc.

S
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1.4.4. Test d’effet scavenger du superoxyde produit par DMSO

alcalin :

Dans cette méthode, la concentration de superoxyde dans le systtme DMSO alcalin
correspond a la concentration d'oxygene dissous dans du DMSO. Dans les vaisseaux
fortement bouchés, le radical superoxyde est stable plus de 24 h; toutefois dans les vaisseaux
ouverts diminue rapidement sa concentration. La diminution de I'absorbance
a 560 nm avec des antioxydants indiqué la consommation de superoxyde généré (Elizabeth et

al., 1990; Klatt et al., 2000; Reddy et al., 2008; Srinisavan et al., 2007).
2. Dosage des polyphénols :

Dans la plupart des plantes, les flavonoides sont considérés comme des pigments
polyphénoliques responsables des colorations des fleurs et des fruits (Swarnlata et al., 2007).
Les phénols totaux sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes pendant leur
développement (Harborne et al., 1982; Pridham et al., 1960) mais aussi comme réponse aux
conditions de stress tels que infections, blessures, radiation UV (Beckman et al., 2000;
Nicholson et al., 1992). Les phénols possedent un large spectre d’activités biochimiques
comme des effets antioxydants, des effets antimutagénniques et des effets anticancérigenes
(Nakamura et al., 2003; Tapiero et al., 2002). La détermination de la teneur en phénols
totaux des extraits bruts des plantes P. saxatile et P. sordidum a été faire en utilisant la

méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteux).
3. Activité antibactérienne :

Comme toute cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un

protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule

(NCCLS., 2003).

Certaines bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de
nutrition et leur comportement vis-a-vis de 1’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies

et en anaérobies.
Les bactéries se reproduisent selon deux modes :

» la division simple ou scissiparité.

-
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» la sporulation, la spore représentant la forme de résistance et de dissémination du
germe.

3.1. Meéthode de détermination de I’ Activité antibactérienne in vitro :

Il existe trois méthodes pour déterminer 1'activité antibactérienne in vitro:

v' Méthode de diffusion sur disques.
v' Méthode de diffusion en puits.

v' Méthode de microatmospheére.

3.1.1. Méthode de diffusion sur disques (Antibiogramme) :

C’est une technique utilisée en bactériologie médicale appelée méthode de disques ou
méthode par diffusion en milieu gélose. La technique consiste a utiliser des disques de papier
imprégnés des différentes substances a tester, puis dépose a la surface d’une gélose
uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier. Apres incubation, les
colonies se développent a la surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques
appelées zones d’inhibitions. Plus le diametre de la zone d’inhibition est grand, plus la souche
est sensible a la substance testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante. Le diametre de
ces zones d’inhibition est proportionnel a 1’activité antibactérienne de 1’extrait sur la souche

testée (figure 20).
- Boite de Pétr

Pas diinhibition du
développemernt © la .

bactérie est O - D éveloppetm ent

tésistarte & cet bactérien s la
aritikioticgae gélose mitritive
Pastilles
O Jantibioticues

E éaction
irderm édiaire & { )
17 ard ik cticue D
Bactérie sensible 4 O
17 ard dbd cticpiae *

TTn antibiogramme © GeorgesDolisi

Figure 20 : Schéma simplifié de la méthode de I’antibiogramme.
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On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diametre de la zone
d’inhibition en millimetre, soit en traduisant en croix le degré d’activité (Guerin-Faublee et

al., 1999).
3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible a 1’ceil nu apres un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été
faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque tube.
La CMI a été la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé a

I’ceil nu (Toty et al., 2013).

4. Activité cytotoxique :

Le cancer est devenu un véritable probleme de santé par le monde : il représente la
2°™ cause de mortalité dans les pays développés et devient également un probléme majeur de
santé dans les pays en développement. Ces derniers ont des lors recours a la médecine
traditionnelle, qui utilise largement des recettes a base de plante. En s’appuyant sur les
données ethno-phytothérapeutiques et/ou ethnopharmacologiques, les chercheurs ont pensé a
isoler puis identifier diverses substances d’origine naturelle possédant des propriétés

pharmacologiques intéressantes et ce dans bien des domaines. S’agissant du cancer, les

produits naturels ont été a la base de bien des progres dans les traitements appliqués.
4.1. Le test de viabilité :

Afin d’évaluer I’activité antiproliférative des produits de Phagnalon saxatile (L) Cass
un test de viabilité des cellules est réalisé. Le test MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2yl]
diphényltétrazolium bromure, Sigma) est un test colorimétrique basé sur la capacité des
mitochondries fonctionnelles des cellules a réduire, via la succinate déshydrogénase
(Mosmann et al., 1983), le produit MTT en cristaux de formazan détectables en
spectrométrie visible apreés leur dissolution dans du DMSO (diméthylsufoxide). Il permet
alors d’évaluer les effets des traitements étudiés sur la croissance globale d’une population

cellulaire donnée, en déterminant le nombre de cellules vivantes restant au sein de la culture

cellulaire analysée.
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1. Phagnalon saxatile (L.) Cass. :

1.1. Récolte du matériel végétal :

Le matériel végétal étudié a été récolté en Avril 2013 a Constantine en période de
floraison par Mr. Kamel Kabouche, et identifi€ par le professeur Gérard De Belair
(Université d’Annaba). Apres séchage dans un endroit sec et a [’abri des rayons

solaires, les parties aériennes ont été coupées en petits morceaux et pesées (1250 g).
1.2. Extraction :

1.25 Kg des parties aériennes de la plante pulvérisée séchées ont subi une macération
dans un mélange hydro-alcoolique (EtOH/H,0, 8 :2, v/v), en répétant cette opération 3 fois
avec renouvellement du solvant (24 a 48 heures/3fois). Les extraits obtenus ont été
évaporés a sec, puis dilué avec de 1’eau distillée. La solution obtenue est laissée au repos
pendant une nuit pour décantation. Cette décantation permet le dépot de la chlorophylle, des

cires, du sable, etc....Apres filtration on obtient une phase aqueuse.

A D’aide d’une ampoule a décanter on procede a des extractions successives de type
liquide-liquide, en utilisant des solvants de polarité croissante et en commencant par I’éther

de pétrole, chloroforme, ’acétate d’éthyle et on finit par le n-butanol.

Les phases organiques récupérées sont concentrées sous pression réduite a sec et

pesées. Les rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 8 :

Tableau 8 : Rendement des extraits de Phagnalon saxatile (L) Cass.

Extrait Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole 1.05 0.08
Chloroformique 1.86 0.14
Acétate d’éthyle 11.32 0.90

n-butanol 25.31 2.02

¢
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La figure 21 montre les différentes étapes du processus d’extraction de la plante P. saxatile
(L) Cass.

1.25 Kg des parties aériennes de la
plante séchée et pulvérisée

» Macération dans EtOH/H,0
(8:2)

> Filtration.

» Concentration a sec.

Extrait brut (201.16 g)

» Traitement avec 1000 mL de
H,O0 distillée.

» Filtration apres une nuit de
repos.

Phase aqueuse

»  Extraction par éther de pétrole
(300 mLx3)
» Décantation

1 w Evaporation a sec
C Phase aqueuse > <Extrait éther de pétrole m=1.05g >

»  Extraction par CHCl; (300 mLx3)
» Décantation

1 1 Evaporation a sec
C Phase aqueuse > Gxtrait CHCl; m=1.86 g )

» Extraction par AcOEt (300 mLx3)
> Décantation

l i Evaporation a sec
C Phase aqueuse > <Extrait AcOEt m=11.32 g>

»  Extraction par n-butanol (300mLx3)
» Décantation

l Evaporation a sec

C Phase aqueuse > <Extrait n-butanol m=25.31 g>

Figure 21 : Protocole d’extraction de la plante P. saxatile (L.) Cass. 37 ]




Chapitre 1

Matériel végétal, Séparation-Extraction et analyses

1.3. Traitement des extraits de Phagnalon saxatile :

Chaque extrait subit une chromatographie sur couche mince afin d’avoir une idée

sur les produits a isoler et donc pouvoir choisir ’extrait a étudier.

Notre choix s’est porté sur celui de I’extrait butanolique et acétate d’éthyle riches en

flavonoides, qui ont subi une chromatographie bidimensionnelle sur plaque de polyamide
dans les systemes Sy et S,, pour avoir les empreintes flavoniques et avoir une idée sur les bons

systemes de séparation de ces extraits (figure 22).

» La 1 dimension S; : Toluene-MeOH-MEC (4:3:3).
= La 2°™ dimension S; : H,0-MeOH-MEC-acétylacétone (13:3:3:1).

Extrait n-butanol

Figure 22 : Cartes phénoliques des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Phagnalon

Ce test a montré que ces extraits possedent le méme profil (figure 22) et montre un

bon nombre de composés flavoniques, leurs couleurs sous la lampe UV indiquent que ce sont

Extrait acétate d’éthyle

des flavones ou des flavonols substitués en position 3.

E
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1.4. Séparation et purification des extraits acétate d’éthyle et n-butanol :

10 g de I’extrait n-butanol avec 10 g d’extrait acétate d’éthyle ont été fractionnés par
chromatographie sur colonne de gel de polyamide SC6 (le poids de la phase stationnaire est
trente fois le poids de I’extrait). L’élution est réalisée par un gradient de polarité du systeme
toluene/méthanol. Des fractions de 150 mL sont recueillies, leur suivi est effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice. L’examen de plaques CCM est réalisé
sous lumiere UV a 254 nm et a 365 nm avec des différents systemes. Les fractions de
compositions similaires sont rassemblées et évaporées. 20 fractions ont été ainsi obtenues

(tableau 9).

Tableau 9 : Résultats du fractionnement du mélange extrait acétate d’éthyle + n-butanol par

chromatographie sur colonne de gel de polyamide.

N° de lot Fraction Systeme d’élution Observation
Toluéne MeOH
1-9 F, 100-98 0-2 Traces
10-18 F, 98 2 Mélange de
19-24 F; 98 2 produits en tres
25-29 F, 96 4 faible
30-35 Fs 96 4 Quantité
36-51 Fe 96-92 4-8
52-54 F; 92 8 Mélange
55-62 Fs 92 8 complexe
63-70 Foy 92-88 8-12
71-84 F1o 88 12 produit
majoritaire
85-102 Fi 88-85 12-15 Mélange
complexe
103-116 F12 85 15 Mélange
séparable
117-127 Fi3 80 20 Mélange
inséparable

|
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128-146 Fi4 80-75 20-25 Mélange +
précipité
147-161 Fis 75-70 25-30 produit
majoritaire
162-182 Fi6 70-60 30-40 Mélange
séparable
183-202 | % 60 40 Mélange +
précipité
203-248 Fis 50-30 50-70
249-253 Fio 0 100 Mélange
254-260 Foo 0 100 complexe

> Etude de la fraction Fy,

Un précipite jaune a été formé dans la fraction F;o, que nous avons récupéré et lavé au

méthanol PP; (20 mg).
> Etude de la fraction Fi»

Cette fraction est chromatoraphiée sur une colonne de gel de silice 63 pm éluée avec
le systeme gradient CHCl3/MeOH. Le suivi des sous fractions obtenues est réalisé par
chromatographie sur couche mince CCM en phase normale, visualisée sous lumiere UV
en utilisant le méme systeéme. Par conséquent, 5 sous fractions ont été regroupées (tableau

10).

Tableau 10 : Sous-fractionnement de la fraction Fj, sur colonne de gel de silice.

N° de lot Sous fraction Observation
1-10 f Traces
11-22 f, Produit pur
23-35 f; Produit pur
36-50 f4 Précipité
51-65 fs Trainée

- La sous fraction f, contient le composé PP, (10 mg) a 1’état pur.

=
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-La chromatographie sur couche mince a montré que la sous fraction f; contient le

composé PP, (12 mg).

-La sous fraction fscontient le composé PP; (5 mg) sous forme de précipité qui a été lavé

au méthanol.
> Etude de la fraction F,

La fraction Fi4 contient un précipité que nous avons récupéré et lavé au méthanol

pour obtenir 16 mg de produit PPs, a 1’état pur.
> Etude de la fraction Fs

La formation d’un précipité dans la fraction F;s, le précipité est lavé avec du MeOH

pour obtenir 41 mg du composé PPe.

> Etude de la fraction F

Cette fraction a été chromatographiée sur une colonne de gel de silice, éluée avec le
systeme gradient CHCls/MeOH. 6 Sous-fractions ont été regroupées selon leurs profils en

CCM, réalisés dans le méme systeme de la colonne (tableau 11).

Tableau 11 : Sous-fractionnement de la fraction Fj¢ sur colonne de gel de silice.

N° de lot Sous fraction Observation
1-15 f Meélange
16-35 f, Produit pur
36-52 f3 Mélange de 2 produits
53-70 f4 précipité
71-86 fs Trainée
87-105 fe

-La sous fraction f, contient le composé PP; (4 mg), a I’état pur.

-La sous fraction f;3 a été purifié sur colonne de gel de silice, en utilisant le systeme

CHCl13/MeOH (13:2) pour donner le produit pur PPg (6 mg).

-La sous fraction f4 contient le composé PPy (4 mg) sous forme de précipité.

B
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> Etude de la fraction F,

La fraction F;; contient un précipité blanc, c’est le composé PP (32 mg) qui a été

lavé par le méthanol.
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Figure 23 : Schéma de séparation des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de Phagnalon saxatile (L.) Cass.
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2.  Phagnalon sordidum L. :

2.1. Récolte du matériel végétal :

Le matériel végétal étudié a été récolté en Mai 2016 en phase de floraison a Guelma,
et identifié par le professeur Gérard De Belair (Université d’Annaba). Apres séchage
dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires, les parties aériennes ont été pulvérisées

et pesées (1300 g).
2.2. Extraction :

1.3 Kg de la plante seche, sont mis a macérer trois fois dans un mélange éthanol/eau
(80/20: V/V) pendant 24 heures. Les phases obtenues sont concentrés puis traitées avec ’eau
distillée. Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisé€e successivement par I’éther

de pétrole, chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol.

Les phases organiques obtenues sont concentrées sous pression réduite a sec et pesées. Les

rendements d’extraction sont donnés dans le tableau 12 :

Tableau 12 : Rendement des extraits de Phagnalon sordidum L.

Extrait Masse (g) Rendement (%)
Ether de pétrole 0.8 0.06
Chloroformique 1.9 0.1
Acétate d’éthyle 11 0.8

n-butanol 20 1.53

L’extraction de Phagnalon sordidum L. est résumée dans 1’organigramme suivant (figure 24).

0
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Parties aériennes de la plante

seche (1.3 kg)

e Macération dans éthanol/H,O (80/20)
e Filtration
e Concentration

Extrait brut 380 g

)

e Traitement avec H,O distillée
e Filtration

l

Phase aqueuse

)

e Extraction par 1’éther de pétrole

1

1 Evaporation a sec

Extrait éther de pétrole
08¢g

e (3x 300 ml)

Phase aqueuse

l

)

e Extraction par le chloroforme
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Evaporation a sec
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Extrait CHCl;
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)

lo Extraction par ’acétate d’éthyle

e (3x 300 ml)

1 Evaporation a sec
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Evaporation a sec
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Extrait n-butanol
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Figure 24

e Extraction par le n-butanol
e (3 x 300 mh
\ 4

Phase aqueuse
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: Extraction de Phagnalon sordidum L.
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Chaque extrait subit une chromatographie sur couche mince afin d’avoir une idée sur I’éluant

ou le systeme d’élution qui donnerait les meilleurs résultats.

2.3. Séparation et purification :

2.3.1. A partir de I’extrait chloroformique :

Une masse de 1.8 g de I’extrait chloroformique est déposée sur une colonne

chromatographique de gel de silice 60 M (0.04-0.063 mm) préparée dans le
chloroforme, avec un gradient d’élution chloroforme/méthanol. Des fractions de 25 mL
ont été recueillies et regroupées en fonction de leurs profil en CCM visualisée sous
lampe UV (254 et 365nm) puis révélées a

(tableau 13).

I’acide sulfurique, pour obtenir 23 fractions

Tableau 13 : Fractionnement de 1’extrait chloroformique sur colonne de gel de silice
normale.
Systeme d’élution Les lots Les fractions La masse (mg)

CHCl3% | MeOH %

100 0 1-12 F, 5.1

100 0 13-20 F, 115.6

100 0 21-29 Fs 45.5

100 0 30-36 Fy4 62.7

100 0 37-43 Fs 51.8

100 0 44-47 Fe 12.2

100 0 48-54 F; 32.8

100 0 55-73 Fg 79.5

100 0 74-89 Fo 25.6

100 0 90-100 Fio 12.4

99 1 101-110 Fii 15.5

99 1 111-131 | BP) 58.7

99 1 132-178 Fi3 103.4

97 3 179-205 Fi4 103.8

97 3 206-219 Fis 38.3

95 5 220-229 Fi6 80.8
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95 5 230-248 Fi7 105
95 5 249-276 Fis 79.2
95 5 277-295 Fio 33.9
95 5 296-313 Fao 43.5
90 10 314-341 Fy 104.5
90 10 342-349 F2» 18.3
0 100 350-360 Fa3 382.8

Parmi les 23 fractions obtenues, seules les fractions Fy,, Fi3, Fig et Fig ont été traitées.
> Etude de la fraction F;,

La fraction F;; a ét€ soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les

conditions chromatographiques suivantes :

Colonne semi-préparative C18.

Systeme d’élution isocratique : 50% H,0/50% MeOH.

La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.

Débit : 2 mL/min

¢ Cette séparation nous a permis d’obtenir un produit pur PC, (0.8 mg).

> Etude de la fraction Fi3

La fraction F;3 a été chromatographiée par CLHP dans les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C18.
Systeme d’élution isocratique : 55% H,O0/45% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).

Le volume injecté : 100ul.

=
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Débit : 2 mL/min.

¢ Un composé a été obtenu PCy4 (1 mg).

> Etude de la fraction F

Cette fraction est chromatoraphiée par CLHP avec les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C18.
Systeme d’élution isocratique : 50% H,0/50% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100pul.
Débit : 2 mL/min

¢+ Un produit pur a été obtenu PC; (1.1 mg).

> Etude de la fraction Fis

La fraction Fig a été chromatographiée par CLHP dans les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C8.
Systeme d’élution isocratique : 60% H,O/40% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.
Débit : 2 mL/min

% Cette séparation nous a permis d’obtenir un produit pur PCj9 (0.6 mg).

¢
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1.8 g d’extrait chloroformique

CC gel de silice
CHCl3/MeOH (gradient croissant)

<23 fractionD

C A

F12 F 13 F16 Flg
CLHP CLHP CLHP CLHP
H,0:MeOH (50:50) H,0:MeOH (55:45) H,0O:MeOH (50:50) H,0:MeOH (60:40)

<> <>

Figure 25 : Schéma de séparation par CC et CLHP de I’extrait chloroformique de Phagnalon

sordidum L.
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2.3.2.A partir de I’extrait butanolique :

L’extrait butanolique (2.5 g) a subi un premier fractionnement sur colonne
chromatographique de gel de Sephadex® LH20 éluée avec le MeOH pour donner 21
fractions (tableau 14). Le fractionnement sur gel de Sephadex® permet de séparer les

molécules d’un extrait selon leur poids moléculaire.

Tableau 14 : Résultats de séparation par chromatographie sur colonne de Sephadex® LH20

de ’extrait n-butanol.

Les lots Les fractions La masse (mg)
1-6 F; 59
7-13 F, 313.2
14-16 | 312.2
17-19 F,4 479.7
20-24 Fs 122.7
25-27 Fs 74.5
28-30 F; 62.8
31-33 Fg 42.9
34-36 Fy 51.5
37-40 Fio 30.2

41-44 Fu 95
45-47 Fi» 37.2
48-50 Fi3 9.9
51-53 Fi4 10.8
54-56 Fis 19.7
57-60 Fis 30.6
61-65 Fi7 33
66-72 Fis 78.8
73-79 Fio 104.4
80-82 Fa 25.3
83-100 Fa 21.8
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Parmi les 21 fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions Fs, F4, Fs
Fs, Fo, Fio, Fis et Fjo, cela est basé sur leur richesse en produits ainsi que sur leurs poids

relativement importants.
> Etude de la fraction F;

La fraction F5 est soumise par la suite a I’opération de purification en utilisant CLHP

semi préparative avec les conditions suivantes :

Colonne semi-préparative C8.

Systeme d’élution isocratique : 70% H,0/30% MeOH.

La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.

Débit : 2 mL/min

¢+ Cette séparation nous a permis d’obtenir deux produits purs PBs (0.7 mg) et PByy (1 mg).

> Etude de la fraction F,

Cette fraction est chromatoraphiée par CLHP avec les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C8.
Systeme d’élution isocratique : 65% H,0/35% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.
Débit : 2 mL/min

¢ Ainsi, 3 composés ont été isolés PBg (0.7 mg), PB; (0.4 mg) et PB; (2 mg).

> Etude de la fraction F;

La fraction Fs a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les

conditions chromatographiques suivantes :

B
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Colonne semi-préparative C8.

Systeme d’élution isocratique : 65% H,0/35% MeOH.

La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.

Débit : 2 mL/min

% 2 composés ont €té isolés PBe (0.6 mg) et PB;; (1.2 mg).

> Etude de la fraction F
La fraction Fg contient le composé PBy (5 mg) sous forme de précipité qui a été lavé.
> Etude de la fraction F,

Cette fraction est chromatoraphiée par CLHP avec les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C8.
Systeme d’élution isocratique : 70% H,0/30% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.
Débit : 2 mL/min

¢ Ainsi, un composés a été isolés PB;3 (0.5 mg).

> Etude de la fraction Fio

Un précipite jaune a été formé dans la fraction Fjo, que nous avons récupéré et lavé

pour obtenir le produit PB4 (3.5 mg), a I’état pur.
> EKtude de la fraction Fis

La fraction F;g contient le composé PB;s (4 mg) sous forme de précipité qui a été

lavé.

&
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> Etude de la fraction Fyo

La fraction F;9 contient un précipité, c’est le composé PB, (5 mg), a 1’état pur (apres

lavage).
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2.5 g d’extrait butanolique

CC gel de Sephadex
MeOH
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Figure 26 : Schéma de séparation de I’extrait butanolique de Phagnalon sordidum L.
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2.3.3. A partir de I’extrait acétate d’éthyle :

Le fractionnement de 2.5 g de I’extrait acétate d’éthyle a été effectué sur une colonne
de gel de Sephadex® LH20 éluée avec le MeOH. Des fractions de 10 mL sont recueillies pour

donner 18 fractions.

Tableau 15 : Résultats de séparation par chromatographie sur colonne de Sephadex® LH20

de I’extrait acétate d’éthyle.

Les lots Les fractions La masse (mg)
1-4 F, 7.2
5-6 F, 18.2

7-10 Fs 118.4
11-12 Fy 74.8
13-17 Fs 546.7
18-20 Fs 99.6
21-23 F; 195
24-25 Fs 75.5
26-29 Fo 658.5
30-31 Fio 257.3
32-35 Fii 227.8
36-39 Fi» 61.3
40-43 Fi3 36.9
44-50 Fi4 69
51-57 Fis 47.1
58-60 Fis 10.5
61-65 Fi7 10.2
66-80 Fis 8.4

Parmi les 18 fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions Fg, F7 et Fg.
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> Etude de la fraction F

Cette fraction est chromatoraphiée par CLHP avec les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C8.
Systeme d’élution isocratique : 70% H,0/30% MeOH.
La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100pul.
Débit : 2 mL/min

% Cette séparation nous a permis d’obtenir trois produits purs PAjo (0.9 mg), PAjs (0.2 mg)

et PA17 (0.4 mg).

> Etude de la fraction F,

La fraction F; a été soumise a une chromatographie par CLHP en utilisant les

conditions suivantes :

Colonne semi-préparative C8.

Systeme d’élution isocratique : 70% H,O/30% MeOH.

La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100ul.

Débit : 2 mL/min

¢ Un produit pur a été isolé PA;; (0.8 mg).

> Etude de la fraction Fg

La fraction Fg est soumise par la suite a I’opération de purification en utilisant CLHP

semi préparative avec les conditions suivantes :
Colonne semi-préparative C8.

Systeme d’élution isocratique : 80% H,0/20% MeOH.

&
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La concentration de la fraction : 100 mg/mL (dans le MeOH).
Le volume injecté : 100pul.
Débit : 2 mL/min

% Cette séparation nous a permis d’obtenir un produit pur PAg (1.2 mg).

2.5 g d’extrait acétate d’éthyle

CC gel de Sephadex
MeOH

18 fractions

Fq F; Fs
CLHP CLHP CLHP
H,O:MeOH (70:30) H,0:MeOH (70:30) H,0:MeOH (80:20)
PAjs
PAjo PAy; PA}, PAg

Figure 27 : Schéma de séparation de I’extrait acétate d’éthyle de Phagnalon sordidum L.
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1. Dosage des composés phénoliques :

La teneur en composés phénoliques des extraits éther de pétrole, chloroforme,
acétate d’éthyle et butanolique des deux plantes : Phagnalon saxatile L. et Phagnalon
sordidum L. est estimée selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Kanoun et al., 2014) qui est
basée sur la réduction en milieux alcalin d’un mélange de phosphotungestene (WO4Y)
phosphomolybdique (M0O,*) du réactif de Folin par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation d’un produit de réduction de couleur
bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont 1’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

Brievement, 200 pL de 1’extrait dilué est mélangé avec 1 mL du réactif de Folin et de
800 uL de CO;3(Na),. Apres un repos de 30 minutes d’incubation a température ambiante

I’absorbance est mesurée a 765nm.

La quantité de polyphénols totaux, exprimée en mg équivalents d’acide gallique pour

lg d’extrait, est déterminée a partir d’une droite d’étalonnage tracée en présence de

I’acide gallique (figure 28).

1.8 ~ y=0.0057x+0.1611
2 —
16 - R2=0.9898
1.4 -
1.2 A
)]
2 L
& 1 -
2
3 0.8 -
2
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
concentration (ug/mL)

Figure 28 : Courbe d'étalonnage de 1'acide gallique
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2. Dosage des flavonoides :

La teneur en flavonoides des extraits bruts a été déterminée selon la méthode de
Topcu (Topcu et al., 2007). Le principe de la méthode est basé sur la formation d’un
complexe entre Al*® et les flavonoides. Une courbe d’étalonnage est établic avec la

Quercétine et les résultats sont exprimés en équivalence de la Quercétine.

A un volume de 50 pL de D’extrait, on ajoute 130 uL de MeOH puis 10 uL de
CH3COOK. Ensuite, 10 uL. de nitrate d’aluminium sont additionnés. Le mélange est laissé a
I’obscurité pendant 40 minutes a température ambiante, puis la lecture est faite a 415 nm. la
Quercétine (25-175 pg/mL) est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage a
partir de laquelle le dosage des flavonoides des extraits est calculée (figure 29). Le résultat

est exprimé en mg d’équivalents de la Quercétine par gramme d’extrait.

1.8 - y = 0.0083x + 0.0475
16 R?=0.9777

14
1.2

1
0.8

Absorbance

0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Concentration (ug/mL)

Figure 29 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine
3. Activité antioxydante :

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits éther de pétrole, chloroforme,
acétate d’éthyle et butanolique des deux plantes : Phagnalon saxatile L. et Phagnalon
sordidum L. a ét¢ déterminée par le test au DPPH, ABTS, CUPRAC et test de DMSO

alcalin.
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3.1. Activité antiradicalaire DPPH :

Le principe de cette méthode est de mesurer la capacité d’inhibition du radical

stable 1,1-Diphényl-2-Picrylhydrazyl ou DPPH selon la méthode de Blois (1958).

Un volume de 40 pL de différentes concentrations de chaque échantillon testé ont est
déposé sur une microplaque a 96 puits, de méme pour les antioxydants standard BHA et
BHT, puis on ajoute a chaque puits 160 uL d’une solution méthanolique de DPPH (0,4
mM) (Brand-Williams et al., 1995 ; Burits et al., 2000). Le controle négatif est préparé en
parallele, en mélangeant 40 uLL du méthanol avec 160 uL d’une solution méthanolique de
DPPH, a la méme concentration utilisée. Apres incubation a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 min, I'absorbance a ét€ mesurée a 517 nm en insérant la microplaque

dans le spectrophotometre.
L’activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage de DPPH réduit selon la formule :
AAR (%) = [(Ac-Ag) Ac] X 100

AAR (%) : Pourcentage de 1’Activité Anti-Radicalaire.
Ac : Absorbance en absence de 1’extrait (controle négatif).

Ag : Absorbance en présence de 1’extrait.

La concentration d’extrait réduisant 50% de DPPH (Clsp) est obtenue a partir de

la courbe donnant I’AAR en fonction de la concentration de 1’extrait.
3.2. Activité du piégeage de I’ABTS :

L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de I’ABTS™" a été déterminée
selon le procédé de Re (Re et al., 1999), avec de légéres modifications. L’ABTS™ a été
produit par la réaction entre 7 mM de I’ABTS dans l'eau et 2,45 mM de persulfate de
potassium est stockée dans l'obscurité a température ambiante pendant 12 h. L'oxydation
de I'ABTS commence immédiatement mais ['absorption n’est pas maximale et se stabilise
apres 6 heures de temps. Le radical cation est stable sous cette forme depuis plus de 2
jours dans le stockage dans l'obscurité a la température ambiante. Avant utilisation, I’ABTS
a été dilué pour obtenir une absorbance de 0,708 + 0,025 a 734 nm. Ensuite, 160 uL de la

solution de L’ABTS™ ont été ajoutés a4 40 uL de 1la solution d’extrait a différentes

-
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concentrations. Apres 10 min, 1'absorbance a été mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de

microplaques a 96 puits.

Les pourcentages d’inhibition ont été calculés pour chaque concentration par
rapport & une absorbance 4 blanc de méthanol. La capacité de piégeage des L’ABTS™ a

été calculée en utilisant 1'équation suivante:
ABTS.+ % d’Inhibition = [(A controle ~ A échantillon)/ A contréle] x 100

Ou :
A controle - €St I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.

A ¢chantilion: €St 1’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.

3.3. Laréduction cuprique (CUPRAC) :

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak
(Apak et al., 2004). Une solution est préparée avec le mélange des volumes de : 50 uL Cu
(I (10 mM), 50 puL neocuprine (7,5 mM), et 60 pL de solution tampon NHsAc (1 M, pH
=7,0). Différentes concentrations d’extrait ont été ajoutées au mélange initial afin de rendre le
volume final de 200 uL. Les microplaques de 96 puits ont été mises a 1’abri de la lumiere,
et apres 1 h, I'absorbance est mesurée a 450 nm. La capacité de réduction des extraits a été
comparée a celles de le BHA et du BHT. Les résultats ont été calculés a titre de Ags (ug /

mL) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

3.4. Test d’effet scavenger du superoxyde produit par DMSO alcalin :

L'activité de piégeage des radicaux superoxydes a €té déterminée par la méthode de
Elizabeth (Elizabeth et al., 1990). Bricvement, 40 uL de ’extrait dilué est mélangé avec 130
uL de DMSO alcalin (20 mg de NaOH est dissoute dans 1 mL de MeOH et compléter par le
DMSO a 100 mL) et 30 ul NBT (10 mg dans 10 mL de 1’eau distillé). Enfin 1’absorbance est

mesurée a 560 nm.

-
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Le pourcentage d'inhibition de la production d'anion superoxyde (Activité scavenger) a été

calculé en utilisant la formule suivante :
% Activité scavenger = [(Ag — Ac) / Ag] x 100
Ag : absorbance en présence de 1’extrait.

Ac : absorbance en absence de 1’extrait.
4. Activité antibactérienne :

L’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits chloroformique et éther de
pétrole de ’espece Phagnalon saxatile L. a été réalisée par la méthode de Bauer (Bauer et
al., 1966) et NCCLS (NCCLS et al., 1993). Elle a été effectuée au laboratoire de

microbiologie au centre hospitalo-universitaire Ben Badis de Constantine (CHUC).
4.1. Identification des souches :

Les souches testées sont :

e Des souches de référence (ATCC) provenant de ’institut Pasteur d'Alger (Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 43300).

e Des souches hospitalieres (SH) de prélevements des malades du CHU (Escherichia
coli, Pseudomanas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

salmonella heidelberg, shigella sonnei, enterobacter aerogenes).

4.2. Méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) :

La technique utilisée dans notre travail est la technique de CLSI (CLSI et al., 2007).
Dans des boites de 9 cm contenant la gélose Mueller-Hinton dont 1’épaisseur doit étre de 4
mm répartie uniformément des disques du 6 mm (du papier Wattman N° 3 stérillisés),
imprégnés des dilutions des extraits a tester, sont déposés a la surface du milieu,
préalablement ensemencé en utilisant un écouvillon. Des disques imprégnés d’ampicilline
(10 pg/mL) servant de témoin positif, ont ¢été aussi déposés sur la surface de la
gélose inoculée. Apres 20 minutes de prédiffusion des solutions, les boites de Pétri sont
incubées a I’étuve pendant 18 a 24 heurs a 37°C, les disques s'entourent de zones d'inhibition

circulaires correspondant a une absence de développement.

.
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Pour chaque bactérie on mesure la zone de clarification en millimetres tout autour des

disques.
4.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et une partie de
I’inoculum est capable de se développer apres disparition du compose inhibiteur (Mann et al.,

2000).
Procédé :

= Préparer une culture de la bactérie a étudier en milieu liquide.

= Repiquer 0,1 mL de Bacille a Gram négatif, 0,3 mL de Cocci a Gram positif de la culture
de 18 heures dans 10 mL de bouillon Coeur-Cervelle.

= Mettre a I’étuve a 37°C pendant 2 heures.

=  Mettre 2 mL de chaque dilution de la gamme de 1’extrait déja préparée dans une boite de
pétri.

= Ajouter 18 mL de la gélose M-H chauffé a 45°C et bien mélangé dans chaque boite de
pétri.

= Laisser les boites de pétri quelques minutes sur la paillasse pour que la gélose se solidifie.

= Ensemencer en stries, a I’aide d’une anse de platine toutes les boites contenant 1’extrait.

= Incuber les boites pendant 18 heures dans 1’étuve a 37°C.
Lecture :

= Apres incubation a 37°C pendant 18 heures, la CMI est définie comme étant la plus petite
concentration de la fraction d’étude pour laquelle aucune croissance n’est

visible, comparativement au témoin sans fraction.

5. La cytotoxicité :

Les tests ont été réalisé€s contre les lignées cellulaires HT1080, A549 et MCF7, dont le
milieu de culture est constitué¢ du milieu MEM commercial ajouté de 10 % de SVF (sérum de

veau feetal) et 1% d’antibiotique (pénicilline).
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Pour chaque culture cellulaire, les cellules sont conservées dans un incubateur a 37°C

et 5% CO,. Le milieu de culture est changé tous les 3 ou 4 jours.

Lorsque les cellules sont a confluence (le jour de 1’entretien), nous avons réalisé
I’ensomensement des plaques (une suspension de 20000 ¢/mL pour les plaques 24 puits soit 1

mL par puits).

Pour chaque produit, une solution mere a 50 mM ou 25mMa été préparée dans le
DMSO. Ensuite, une série de dilutions dans le milieu de culture a été réalisée de 5%10°M a
2.5%10°M. Les produits 2 tester sont distribuées dans les puits selon des dilutions
croissanteset laissées au contact des cellules. Chaque dilution a été testée sur 3 puits distincts

(en triplicat).

Apres 72 heures de culture dans un incubateur a 37 °C et 5% CO,, la lecture est

réalisée selponPromega Manufacures.

<
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Chapitre I Identification des produits isolés de Phagnalon saxatile

Les structures des produits isolés ont été établies par la combinaison des
données de RMN lH, RMN *C mono et bidimensionnelle, des expériences de la
spectrophotométrie d’absorption ultraviolette, aussi par spectrométrie de masse haute
résolution HR-ESI, de I’hydrolyse acide ont été nécessaires et par comparaison avec les

données de la littérature.
1. Elucidation structurale du composé PP, :

L’¢€lucidation structurale d’un composé flavonique peut nécessiter des analyses par

spectrophotométrie UV a I’aide de réactifs (Markham et al., 1982 ; Mabry et al., 1970).

» La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou
d’un flavonol substitué en 3.

» Le spectre UV (figure 30, tableaul6), enregistré dans le méthanol, donne deux bandes
d’absorption, une bande I a 345 nm et 1’autre bande II a 269 nm, indiquant un squelette de
type flavone pour le composé PP;.

» Un effet bathochrome, observé apres [I’ajout de NaOH (AL = +61 nm) avec une
augmentation d’intensité lumineuse, indique la présence d’un OH libre en position 4'.
L’apparition d’une nouvelle bande dans le méme spectre a 330 nm suggere la présence
d’un OH libre en position 7.

» L’addition de NaOAc a la solution méthanolique induit un effet bathochrome de la bande
IT de 6 nm confirmant ainsi la présence d’un OH libre en position 7.

» L’absence d’un effet hypsochrome de la bande I apres 1’addition de HCl au systeme
(MeOH+AICl3) indique 1’absence d’un systéme ortho di-hydroxylé sur le cycle B. Ceci
est confirmé par le faible déplacement de la bande I (AA= +9nm), en comparant le spectre
(MeOH+NaOAc+ H3BO3) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH.

» L’effet bathochrome de la bande I (AL = 445 nm) observé sur le spectre
enregistré dans (MeOH+AICl;) par rapport au spectre enregistré dans MeOH

indique la présence d’un groupement OH libre en position 5.
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Identification des produits isolés de Phagnalon saxatile

Tableau 16 : Données spectrales UV du composé PP;.

Amax (Nm)
Réactifs Bande I Autres Bande I Interprétation
bandes
MeOH 345 - 269 Flavone
NaOH 406 330 265 OH libre en position 4'
OH libre en position 7
NaOAc 385 320 275 OH libre en position 7
NaOAc+H;BO; 354 - 270 Pas de ortho di-OH sur le cycle
B
AlCl; 390 363 275 OH libre en position 5
AICI3+HCI 385 353 275 Pas de ortho di-OH sur le cycle
B
Le spectre de NaOH est stable Apres Smin
18 2] MeOH
16 22: +NaOH
R MeOH 221 MeOH
16+ +NaOAc 201
14l +H,BO, 184 +HCI

Lngueur d'onde

Longueur d'onde

Figure 30 :

Série spectrale UV du composé PP;.
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Chapitre I Identification des produits isolés de Phagnalon saxatile

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante pour le produit PP; :

o

OH

HO (0]

OH (6]

———
e = ————

-
~

e = e e e e e e e e e e

Le spectre RMN 'H (figure 31, tableau 17) montre que le cycle B est disubstitué, en

montrant les signaux caractéristiques d’un flavone qui apparaissent comme suit :

Un singulet large d’intégration 1H a dy = 6.18 ppm attribuable a H-6.
Un singulet large d’intégration 1H a dy = 6.49 ppm attribuable a H-8.

Un singulet d’intégration 1H a 8y = 6.89 ppm attribuable a un proton en position 3.

YV V V VY

Un doublet d’intégration 1H a 6y = 6.92 ppm avec une constante de couplage J = 8.9 Hz,

caractéristique d’un couplage ortho attribuable a H-5'.

» Un doublet d’intégration 1H a oy = 7.55 ppm avec une constante de couplage J = 2.0 Hz,
caractéristique d’un couplage méta attribuable a H-2'.

» Un doublet dédoublé d’intégration 1H a oy =7.58 ppm (J = 8.9; 2.0 Hz) attribuable
aH-6'".

» Un singulet d’intégration 3H a oy = 3.90 ppm révélant la présence d’un groupement

méthoxyle dans la molécule, ce qui permet de le placer en position 3'.

Sl
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Spectire proton ZKCH71
H-2/6' H-3/5 M1
) J’ [ H-sH-6 I '
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Figure 31 : Spectre RMN 'H du composé PP, (DMSO, 250 MHz).

Tableau 17 : Déplacements chimiques en RMN 'H (250 MHz) du composé PP; dans DMSO.

Proton oy m (J Hz)
H-3 6.89 s
H-6 6.18d (2.0)
H-8 6.49d (2.0)
H-2' 7.55d (2.0)
H-5' 6.92d (8.9)
H-6' 7.58 dd (8.9, 2.0)

OCHj3; 3.90s
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Les

différentes données spectroscopiques permettent d'identifier la structure du composé

PP1 .
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2. Elucidation structurale du composé PP, :

La fluorescence noire violette sous la lampe UV du composé PP, et la valeur de la
bande I a 334 (figure 32, tableau 18) enregistré dans le méthanol orientent vers une
structure flavonique de type flavone.

L’addition de NaOH induit un effet bathochrome (AA = + 60 nm) avec I’augmentation de
son intensit¢ lumineuse indiquant la présence d’un OH libre en position 4/,
I’apparition d’une nouvelle bande a 327 nm dans le méme spectre indique la présence
d’'un OH libre en position 7. L’addition de NaOAc provoque un déplacement
bathochromique de la bande II de 7 nm par rapport au spectre enregistré dans le MeOH
confirme la présence d’un OH libre en position 7.

L’effet bathochrome de la bande I (AL = + 51 nm) observé apres addition de HCI a la
solution méthanolique contenant AICl; par rapport a la solution métanolique, indique la
présence d’un groupement OH libre en position 5.

L’absence d’un déplacement hypsochrome de la bande I en comparant le spectre
enregistré dans (AICl;+HCI) par rapport au spectre enregistré dans AICl; laisse prévoir
I’absence de systeme ortho di-OH sur le cycle B, cela est confirmé par I’absence du
déplacement bathochromique de la bande I apres 1’ajout de (NaOAc+H3;BOs3) par rapport a

la solution métanolique.

S
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Tableau 18 : Données spectrales UV du composé PP;.

Amax (mm)
Réactifs Bande I Autres Bande I Interprétation
Bandes
MeOH 334 - 268 Flavone
NaOH 394 327 275 OH libre en position 4'
OH libre en position 7
NaOAc 370 299 275 OH libre en position 7
NaOAc+H;BO; 345 301 270 Pas de ortho di-OH sur le cycle
B
AlCl; 385 349-303 276 OH libre en position 5
AICI3;+HCI 385 349-303 276 Pas de ortho di-OH sur le cycle
B
Le spectre de NaOH est stable Apres Smin
MeOH
b MeOH 12 MeOH
12 +NaOAc
1,0 +H,BO, 1,0 +HCl

Longueur d'onde

Longueur d'onde

Figure 32 : Série spectrale UV du composé PP;.
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Ces données permettent de proposer au composé PP, une structure partielle suivante :

___________________________

OH

I
O
@)

OH o

- =
N e -

-
~

___________________________

L’examen du spectre RMN 'H enregistré dans DMSO (figure 33, tableau 19) et son

étalement (figure 34) montre le squelette de 1’Apigénine caractérisé par :

» Deux doublets d’intégration 1H chacun I’'une a 6y = 6,20 ppm et I’autre a dy = 6,48 ppm
avec une constante de couplage (J = 2,0 Hz) attribuable a H-6 et H-8 respectivement.

» Un singulet a oy = 6.80 ppm d’intégration 1H, attribuable a H-3.

» Un doublet a 6y = 6.95 ppm d’intégration 2H avec une constante de couplage (J/ = 7.6
Hz) attribuable a H-3' et H-5'".

» Un doublet a 6y = 7.95 ppm d’intégration 2H avec une constante de couplage (J =7.6
Hz) attribuable a H-2' et H-6', par ailleurs, un signal sous forme d’un singulet qui

apparait a oy = 13 ppm est attribuable a OH-5.

<
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W2

324715

P B
Figure 33 : Spectre RMN 'H du composé PP, (DMSO, 250 MHz).
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Figure 34 : Spectre RMN 'H étalé du composé PP, (DMSO, 250 MHz).
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Tableau 19 : Déplacements chimiques en RMN 'H (250 MHz) du composé PP, dans DMSO.

Proton oy m (J Hz)
H-3 6.80 s
H-6 6.20 sl (2.0)
H-8 6.48 sl (2.0)

H-3'/5' 6.95d (7.6)

H-2'/6' 7.95d (7.6)

L’ensemble de ces analyses spectrales nous a permis d’identifier la structure du

produit PP, comme suit :

-

/7 AN

/ \
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! 1
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! 1
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! 1
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S -,

______________________________

3. Elucidation structurale du composé PP; :
Le spectre de masse haute résolution obtenu en HR-ESI-MS en mode positif (figure
35), montre un pic d’ion pseudo-moléculaire a m/z 363,1053 [M+Na] *, soit une masse

moléculaire égale a 340.1, correspondant a une formule brute en C;H»Os.
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- 331063 [V+Na*
fir
B4115
125,858
0_140.07?5 005 | neess BV gggp a0 (T o GEONT MBRN o o SO0 SERARH
N N O O

Figure 35 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé PPs.

L’allure des spectres RMN 'H (figure 36) et Bc (figure 37) du composé PP3 suggere

la présence d’un cycle aromatique, un systeme oléfinique, un sucre et un groupement

méthyle.
CH;
Cycle aromatique Suﬁf }
) ‘Y (. C )
4 ' e ulls ' JML&L
3!0 B.lS B!ﬂ ?.15 ?!0 615 6!0 SIS Slﬂ 4‘5 -4‘0 3!5 3[0 2‘5
.131 ol g’; NIPL :‘:/J ?31-""—! I,gll kg, |§|
2| 5[ =] SRS 2 8 &

Figure 36 : Spectre RMN 'H du composé PP; (DMSO, 600 MHz).
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Sucre

s N cH,
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Figure 37 : Spectre RMN "°C du composé PP; (DMSO, 150 MHz).
Le spectre RMN 'H étalé (figures 38) montre :

» Les signaux de protons de cycle aromatique apparaissent dans les champs faibles sous

forme de :
- Doublet d’intégration 1 Ha 7.11 ppm (J= 8.9 Hz) caractéristique d’un couplage ortho.
- Doublet d’intégration 1 H a 7.04 ppm (J= 2.8 Hz) caractéristique d’un couplage méta.

- Doublet dédoublé d’intégration 1 H a 6.81 ppm (J= 8.9 ; 2.8 Hz) caractéristique de deux

couplages ortho et méta.
» Un systeme oléfinique :

- Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 1H chacun a 6.61 ppm et 7.99 ppm

avec une constante de couplage (J = 16.6 Hz) caractéristique d’un couplage trans.

» Un groupement méthyle sous forme d’un singulet d’intégration 3 H a 2.33 ppm.
» Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1 H a 4.66 ppm (J= 7.5 Hz)
caractéristique d’un proton anomérique. Les autres signaux entre 3.17 a 3.70 ppm

caractéristiques aux protons du sucre.

-
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Figure 38 : Spectre RMN 'H étalé du composé PPy

Le spectre de RMN °C (figure 39) indique la présence de 16 carbones dont 6 sont
attribués au cycle aromatique, 4 a la partie oléfinique et 6 au sucre. On distingue quelques

carbones caractéristiques :

- le cycle aromatique porte deux carbones oxygénés a d¢c 149.7 ppm et 153.2 ppm, indique la
présence d’un noyau hydroquinone.

- deux carbones éthyléniques a 6¢ 128,0 ppm et 138,7 ppm.

- un carbone résonant a 199.1 ppm indique la présence d’une fonction cétone.

- un carbone anomérique a 102,9 ppm.

- un méthyle a 27.4 ppm.
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Figure 39 : Spectre RMN "°C du composé PP; (DMSO, 150 MHz).

A partir du proton anomérique a 4,66 ppm (d, J = 7,5 Hz), I’expérience COSY
(figure 40) permet de mettre en évidence la présence de sept protons d’un hexose. Les
constantes de couplage vicinales, mesurées 2 partir du spectre de RMN 'H, entre les protons
H-2" et H-3" (J = 8,3 Hz) et H-3" et H-4" (J = 8,9 Hz) sont tous supérieurs a 7 Hz et les
déplacements chimiques des carbones de cet ose (figure 39) montrent qu’il s’agit d’un f3-

glucopyranoside (Agrawal et al., 1992).
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Figure 40 : Spectre COSY du composé PP;.

Dans le spectre COSY homonucléaires (figure 40) de ce composé, on observe aussi le

couplage H-H entre les protons éthyléniques résonnant a 6.61 ppm et a 7.99 ppm ainsi

qu’entre les protons aromatiques résonnanta 7.04 eta 7.11 ppm et le proton a 6.81 ppm.
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L’analyse du spectre HSQC (figures 41) de ce composé montre les corrélations C-H entre :

Les protons du cycle aromatique résonant dans les champs faibles et les carbones

correspondants :

- H-327.04 ppm et le carbone résonant a 112.8 ppm.
- H-526.81 ppm et le carbone résonant a 119.3 ppm.
- H-6a7.11 ppm et le carbone résonant a 119.6 ppm.

Les protons éthyléniques et les carbones correspondants :

- H-4'a7.99 ppm et le carbone résonant a 138.7 ppm.
- H-3'26.61 ppm et le carbone résonant a 128.0 ppm.

Le proton anomérique et le carbone correspondant :

- H-1" 24.66 ppm et le carbone résonant a 102.9 ppm.

1 H-6 H-3 E-:”
THCE -4' ' H-1" -5"
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Figure 41 : Spectre HSQC du composé PPs.

L’analyse des spectres HMBC (figures 42 et 43) nous permet la confirmation de la
partie aglycone, I’identification de la partie carbonyle et la localisation de cette derniere ainsi

que la liaison éthylénique.
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Une corrélation entre le groupement méthyle a 6y = 2.33 ppm et le carbonyle a d¢c =
199.6 ppm ce qui indique que le méthyle est porté par le carbone C-2'. Ce dernier
montre des taches de corrélation avec le H- 3' et le H- 4.

Deux autre corrélations sont observées entre le proton H-4' et les carbones C-1 (¢ =
149.7 ppm) et C-3 (8¢ = 112.8 ppm) de I’hydroquinone indiquant que cette
substitution est réalisée au niveau du C-2.

Le spectre HMBC montre aussi une corrélation entre le proton anomérique H-1" a oy
= 4.66 ppm et le carbone C-1 (d¢ = 149.7 ppm) de I’hydroquinone indiquant que le S-

D-glucose est fixé en position 1.

Ce spectre montre aussi les corrélations suivantes :

Entre le carbone C-1 et les protons H-5, H-3, H-6 et H-4".
Entre le carbone C-4 et le proton H-6.
Entre le carbone C-2 et les protons H-3" et H-6.

Entre le carbone C-5 et le proton H-3.
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Figure 42 : Spectre HMBC de 6y 2.0 2 4.8 ppm du composé PPs.
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Figure 43 : Spectre HMBC de 6y 6.0 a 8.0 ppm du composé PPs.

Figure 44 : Corrélation observées sur le spectre HMBC du composé PPs,
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Les valeurs des déplacements chimiques des protons et des carbones sont dressées dans le

tableau 20.

Tableau 20 : Déplacements chimiques en RMN '"H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé PP3; dans DMSO.

Position og m (J Hz) O
1 - 149.7
2 - 125.6
3 7.04d (2.8) 112.8
4 - 153.2
5 6.81 dd (8.9-2.8) 119.3
6 7.11d(8.9) 119.6
1' 2.33s 27.4
2' - 199.1
3 6.61d (16.6) 128.0
4' 7.99d (16.6) 138.7
1" 4.66d (7.5) 102.9
2" 329 m 73.9
3" 3.25t(8.3) 77.0
4" 3.17t(8.9) 70.2
5" 3.24m 77.5
6" 348 m 61.3
3.69 brd (11.6)

Toutes ces données spectrales permettent d’identifier ce composé comme nouveau avec

la structure suivante :

1-O-f-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-
v ((E) 2-0x0-3-butenyl)benzene /;

_____________________________
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4. Elucidation structurale du composé PP, :

L’analyse des spectres de RMN 'H et BC du composé Ppy (figure 45 et 46), montre

comme pour le composé Pps, la présence d’un hydroquinone, un systeme oléfinique et un

sucre.
o WAL Hoo' e
H-3 H-S5 H-1
pl \ W il
woy,
i e e l'\' J\
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Figure 45 : Spectres RMN '"H du composé PP, (CD;0D, 600 MHz).
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Figure 46 : Spectre RMN °C du composé PP, (CD;0D, 150 MHz).
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La différence notable entre ce composé et le composé PP; se situe au niveau de la
partie oléfinique et cela par la disparition du signal du carbonyle 2' et [’apparition d’un
groupement méthyle a 1.73 ppm et deux protons méthyléniques déblindé a 3.43 ppm. Les

deux protons méthyléniques correlent sur le spectre COSY avec le proton oléfinique H-2' a

5.25 ppm (figure 47).

36

- = 0 a 0

3.8

6.9

_— @' H-5/H-6 % ? 9 Hi
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660 655 6.50 ppm 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 3.6 35 34 ppm

Figure 47 : Spectre COSY du composé PP,.

Le spectre HMBC (figure 48) montre une corrélation entre les deux groupements
méthyle a 1.73 ppm et a 1.76 ppm et le carbone quaternaire C-3' a 133.2 ppm ce qui indique
que les deux méthyles sont portés par le carbone C-3'.

e Trois taches de corrélation entre les deux protons du carbone C-1' et les trois atomes
de carbones qui résonnent a 6c = 124.1 ppm, 6c = 133.2 ppm et a 6¢ = 134.0 ppm qui

ne peut étre que le C-2', C-3' et C-2 respectivement.
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Figure 48 : Spectre HMBC du composé PP..

Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du °C sont présentés

dans le tableau 21.

Tableau 21 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé PP, dans CD;0D.

Position oy m (J Hz) dc

1 - 150.1
2 - 134.0
3 6.58d (2.9) 113.8
4 - 153.6
5 6.55 dd (8.7-2.9) 116.8
6 7.15d (8.7) 118.4
I' 3.43d(7.6) 29.2
2' 5.33t(6.18) 124.1
3 - 133.2

CH; 1.73 s 17.9

CH; 1.76 s 25.9
1" 475d(7.4) 104.1
2" 340 m 75.1
3" 337t 78.3
4" 336t 71.5
5" 347 m 78.0
6" 372 m 62.6

3.90 brd (12.5)
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L’analyse conjuguée des spectres RMN 'H, "*C, COSY et HMBC a permis de

déterminer sans ambiguité la nature de ce composé PP, identifiée comme le 1-O-f-

glucopyranosyl-2(3’,3’-diméthylallyl) hydroquinone, isolée a partir des parties aériennes

de Phagnalon rupestre (Géngora et al., 2001), et Phagnalon saxatile (Conforti et al.,
2010).

>

L’étude de la série spectrale UV du composé PPs (figure 49, tableau 22) montre :

>

>

1-O-f-glucopyranosyl-2(3°,3’-
\ diméthylallyl) hydroquinone !

___________________________

5. Elucidation structurale du composé PPs:

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou

d’un flavonol substitué en 3.

Le maximum d’absorption de la bande I a (Amax= 334 nm) dans le spectre enregistré dans
le méthanol indique qu’il s’agit d’un flavone.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AA= + 55
nm) avec I’augmentation de 1’intensité lumineuse indique la présence d’un OH libre en
position 4'. L’absence d’une nouvelle bande entre 320-335nm suggere une
substitution de 1’hydroxyle en position 7. Ce qui est confirmé par 1’absence de
déplacement bathochrome de la bande II apres addition de NaOAc par rapport a
celle du spectre enregistré dans le méthanol.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres (AlCl3+

HCI) et AICl; laisse prévoir I’absence d’un systeme ortho dihydroxylé sur le cycle B. cela

-
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est confirmé par 1’absence du déplacement bathochromique de la bande I apres 1’ajout de
(NaOAc+H3BO3) par rapport a la solution métanolique.
» Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le spectre (AICI; + HCI)

comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AA= + 47 nm) indique la présence

d’un OH libre en 5.

Identification des produits isolés de Phagnalon saxatile

Tableau 22 : Données spectrales UV du composé PPs.

Amax (nm)
Réactifs Bande 1 Autres Bande I1 Interprétation
Bandes
MeOH 334 - 268 Flavone
NaOH 389 - 268 OH libre en position 4'
OR en position 7
NaOAc 340 - 268 OR en position 7
NaOAc+H3;BO; 334 - 268 Pas de ortho di-OH sur le cycle
AICl3 383 347-299 276 gH libre en position 5
AlCL+HCl1 381 340-298 276 Pas de ortho di-OH sur le cycle

B

Le spectre de NaOH est stable Apres Smin
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Figure 49 : Série spectrale UV du composé PPs.

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

RO

- e e = =

OH
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Le spectre RMN 'H, enregistré dans le méthanol & 600 MHz (figure 50, tableau 23) et
son étalement (figure 51), oriente vers la structure d’un flavone substitué en position 7, ce

spectre montre :

» Un doublet d’intégration 1H a dy = 6.53 ppm avec une constante de couplage (J = 2.1 Hz)
attribuable a H-6.

» Un singulet a 0y = 6.68 ppm qui ne peut étre attribué qu’au proton H-3.

» Un doublet d’intégration 1H a dy = 6.85 ppm avec une constante de couplage (J = 2.1 Hz)
attribuable a H-8.

» Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 2H a dy = 7.92 ppm et oy = 6.95 ppm
avec une constante de couplage J = 8.8 Hz (un couplage ortho) attribuables
respectivement aux protons H-2'/6"et H-3'/5',

» Un doublet d’intégration 1H a éy = 5.09 ppm avec une constante de couplage (J = 7.1 Hz)
caractéristique d’un proton anomérique d’un sucre H;".

» Dans I’intervalle de 6y = 3.00 — 4.00 ppm, on trouve les signaux des protons du sucre.
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T T T T T
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Figure 50 : Spectre RMN 'H du composé PPs (CD;0D, 600 MHz).
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Figure 51 : Spectre RMN 'H étalé du composé PPs (CD;0D, 600 MHz).

Tableau 23 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PPs dans CD;0D.

Proton oum (J Hz)
H-3 6.68 s
H-6 6.53d (2.1)
H-8 6.85d (2.1)

H-3'/5' 6.95d (8.8)

H-2'/6' 7.92d (8.8)
H-1" 5.09d (7.1)

L’hydrolyse acide de ce composé a libéré le glucose comme sucre identifié par

cochromatographie en présence d’oses standards (figure 52).
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Figure 52 : Plaque CCM de I’hydrolyse acide.

Les différentes données spectroscopiques RMN 'H, la série spectrale UV et

I’hydrolyse acide permettent d'identifier la structure du composé PPs:

P e e e

' OH OH

OH (0]

-

Apigénine 7-0-f-D- glucopyranoside (Apigétrine)

____________________________________________

E
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6. Elucidation structurale du composé PPg:

» La fluorescence noire violette, sous la lampe de Wood indique un squelette flavone
ou d’un flavonol substitué en 3.

» le spectre UV du produit effectué dans le méthanol (figure 53, tableau 24)
permettent d’observer deux bandes d’absorption, I’une a Amax= 334 nm et ’autre a
Amax = 268 nm indiquant qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

» L’addition de NaOH induit un effet bathochrome de la bande I (AA=+43 nm) avec
diminution de I’intensité lumineuse indiquant la présence d’un OR en position 4'.

» L’addition de NaOAc provoque un déplacement bathochrome de la bande II (AA=+5)
par rapport au spectre enregistré dans le MeOH indique la présence d’un OH libre en
position 7.

» Le déplacement bathochrome (AA=+46 nm) de la bande I observe dans le spectre
UV enregistré dans le chlorure d’aluminium acidifié (AlCl; + HCI), comparativement a
celui enregistré dans le méthanol, indique la présence d’un groupement hydroxyle en
position 5.

» L’absence d’un effet hypsochrome de la bande 1 apreés 1’addition de HCIl au
systtme (MeOH+AICl;) indique 1’absence d’un systeme ortho di-hydroxylé sur le cycle
B. Ceci est confirmé par le faible déplacement de la bande I (AA= +6 nm), en comparant le

spectre (MeOH+NaOAc+ H;BO3) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH.

Tableau 24 : Données spectrales UV du composé PPe.

Amax (Nm)
Réactifs Bande 1 Autres Bande 11 Interprétation
Bandes
MeOH 334 - 268 Flavone
NaOH 377 - 268 OR en position 4'
NaOAc 360 - 273 OH libre en position 7
NaOAc+H;BO; 340 - 270 Pas de ortho di-OH sur le cycle
AICl3 383 349 275 gH libre en position 5
AlICI3+HCI 380 345 279 Pas de ortho di-OH sur le cycle
B

Le spectre de NaOH est stable Apres Smin

s
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Figure 53 : Série spectrale UV du composé PPe.

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante pour le produit PPy :

OR

— e o — —————————————
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Le spectre RMN 'H enregistré dans le méthanol 2 600 MHz (figure 54, tableau 25)
et son étalement (figure 55) montre que le produit PP¢ c’est un flavonoide de type flavone

disubstitué sur le cycle B, ce ci confirme par les signaux qui résonnent comme suit :

» Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6.10 ppm avec une constante
de couplage 2.0 Hz, attribuable a H-6 et le second a 6.34 ppm avec une constante de
couplage 2.0 Hz, attribuable a H-8.

» Un singulet d’intégration 1H 2 6.50 ppm, correspondant a H-3.

» Un doublet d’intégration 1H a 7.22 ppm avec une constante de couplage J = 8.5 Hz
(ortho), correspondant a H-5'.

» Un doublet dédoublé d’intégration 1H a 7.36 ppm (J=8.5; 2.2 Hz), caractéristique
d’un proton en couplage ortho et méta, en position 6'.

» Un doublet d’intégration 1H a 7.35 ppm avec une constante de couplage 2.2 Hz (couplage
méta), attribuable a H-2'.

» Un doublet d’intégration 1H a 4.84 ppm avec une constante de couplage (J/ = 7.6 Hz)
caractéristique d’un proton anomérique d’un sucre H;".

» Dans l’intervalle de 6y = 3.20 — 4.00 ppm, on trouve les signaux des protons du sucre.

Figure 54 : Spectre RMN '"H du composé PPs (CD;0D, 600 MHz).
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Figure 55 : Spectre RMN 'H étalé du composé PPs (CD;0D, 600 MHz).

Tableau 25 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PP dans CD;0D.

Proton oy m (J Hz)
H-3 6.50 s
H-6 6.10d (2.0)
H-8 6.34d (2.0)
H-2' 7.35d(2.2)
H-5' 7.22d (8.5)
H-6' 7.36dd (8.5, 2.2)
H-1" 4.84 d (7.6)

L’hydrolyse acide du composé PPg a libéré le glucose comme sucre identifié par

cochromatographie en présence d’oses standards (figure 52).
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L’ensemble de ces analyses spectrales ainsi que la comparaison avec celles
rapportées dans la littérature (Conforti et al., 2010) nous a permis d’identifier la structure du

produit PPs comme étant :
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7. Elucidation structurale du composé PP :

» Le spectre UV du composé PP; dans le MeOH présente deux bandes
d’absorbances maximales : la bande I a 349 nm et la bande II a 267 nm (figure 56,
Tableau 26) en plus de la coloration violette noire sous la lamp UV, prévoyant soit un
flavonol substitué en 3, soit une flavone.

» L’apparition d’un épaulement au niveau de la bande II indique que le cycle B est
disubstitué.

» L’ajout du NaOH induit un déplacement bathochrome de la bande I de 55 nm
avec augmentation de 1’intensité lumineuse, indiquant la présence d’un OH libre en
position 4'. L’apparition d’une nouvelle bande dans ce méme spectre a 327 nm révele la
présence d’un OH libre en position 7.

» Le déplacement bathochrome de 1la bande II de 5 nm, apres addition de NaOAc
comparativement au spectre enregistré dans le méthanol, confirme la présence d’un
OH libre en position 7.

» Le déplacement bathochrome de la bande I de 39 nm, observé apres addition de AICI;+
HCI comparativement a celui enregistré dans le méthanol confirme la présence d’un OH

libre en 5.

-
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» L’addition de H3BOj; a la solution (MeOH+NaOAc) provoque un effet bathochrome de la
bande I (AL =+ 26 nm) indiquant la présence d’un systtme 3'4'-dihydroxy sur le
cycle B, ceci est confirmée par le déplacement hypsochrome de la bande I (AL = -
33 nm), observé sur le spectre enregistré dans (MeOH+AICls+HCI), comparativement a

celui enregistré dans la solution (MeOH+AICly).

Tableau 26 : Données spectrales UV du composé PP.

Amax (Nm)
Réactifs Bande 1 Autres Bande 11 Interprétation
Bandes
MeOH 349 - 267 Flavone
NaOH 404 327 268 OH libre en position 4'
OH libre en position 7
NaOAc 385 326 272 OH libre en position 7
NaOAc+H;BO; 375 - 260 ortho di-OH sur le cycle B
AICl3 421 385 273 OH libre en position 5
AICI3+HCI 388 - 275 ortho di-OH sur le cycle B

Le spectre de NaOH est stable Apres Smin

100
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Figure 56 : Série spectrale UV du composé PP;.

Ces données spectrales UV sont en accord avec celles rapportées dans la littérature pour
la lutéoline (Jay et al., 1974).
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L’examen du spectre RMN 'H enregistré dans DMSO (figure 57, tableau 27) confirme le

squelette de la Lutéoline caractérisé par :

» Un singulet d’intégration 1H a 6 = 6,65 ppm attribuable a H-3.

» Deux singulets large d’intégration 1H chacun a 6.15 ppm et 6.35 ppm attribuable a H-6 et
H-8 respectivement.

» Un signal a 7,42 ppm correspond en fait a deux signaux superposés I’'un deux sous
forme d’un doublet dédoublé (J =7,1 Hz, J=2,0 Hz) caractérisant H-6' et 1’autre
sous forme d’un doublet (/= 2,0 Hz) caractérisant H-2'. Par ailleurs, le signal sous

forme de doublet qui apparait a 6,85 ppm (J = 8,9 Hz) est attribuable a H-5'.

H-5' H-8 [ | r
|
H-2'/6' J £ L
H-3 H-6 !/ '-J | /
= o e [ = ‘
el s ey
f e =3 |
i » N ‘_,l__‘ . ee—— A -
Il | |
I\ TEIVIVIND s 2 ML L
\ J \YRY| | N’ .-vl‘ [on] iy
3l3) (Sl :. E = SIIRES ;3_\ &
;::.3 - HEHENE N gt 2ot B = u] 1---
= | | | ~|
B B e e S S SR o 2 o L B [t BALRIEE ey
nnn 2] 7 [+ S 4 3 e )

Figure 57 : Spectre RMN 'H du composé PP; (DMSO, 250 MHz).
Tableau 27 : Déplacements chimiques en RMN 'H (250 MHz) du composé PP; dans DMSO.

Proton oy m (J Hz)
H-3 6.65 s
H-6 6.15 sl
H-8 6.35 sl
H-2' 7.41d (2.0)
H-5' 6.85d (8.9)
H-6' 7.42 dd (8.9, 2.0)
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Ces données confirment la structure précédente menant ainsi a la Lutéoline.

o

., N
4 \
¢ OH \
! \
I 1
1 1
1 OH 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 HO O 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 OH 0 .
1 1
1 1
\ IR T ]
' Lutéoline /
/
N ’

_____________________________

8. Elucidation structurale du composé PPy :

L’examen du spectre RMN 'H (figure 58) de ce composé montre la présence de deux

groupements cafféyol résonnent comme suit :

- Deux doublets d’intégration 1H chacun a dyg = 6,24 ppm et a oy = 7,57 ppm avec une

constante de couplage trans (J = 15.9 Hz) attribuable aux H-8' et H-7' respectivement.

- Deux doublets couplent entre eux en frans (J = 15.9 Hz), intégrant chacun pour un

proton a 6,36 ppm (H-8") et a 7.65 ppm (H-7").

- Deux systtme ABX lors de l'apparition d'un signal sous forme d’un doublet d’intégration
2H a 7.09 ppm (J = 2.1 Hz) attribuable aux protons H-2', H-2" respectivement, et un signal
sous forme d’un doublet dédoublé d’intégration 2H a 6.99 ppm (J = 8.2-2.1 Hz) attribuable

aux protons H-6', H-6" respectivement.

- Deux doublets d’intégration 1H chacun a dy = 6,81 ppm et a dy = 6,82 ppm avec une

constante de couplage (J = 8.2 Hz) attribuable a H-5' et H-5" respectivement.

Le méme spectre montre également 1'existence d’un groupement méthoxyle a dy = 3.75 ppm,
ainsi que la présence d’un acide quinique caractérisé par trois signaux d’intégration 1H
chacun 2 4.01 ppm (J = 8.2-3.3 Hz), 5.33 ppm et 5.43 ppm attribuable aux protons H-4, H-3
et H-5 respectivement. Le déblindage des déplacements chimiques des protons H-3 et H-5

explique la présence de deux groupements cafféyol aux positions 3 et 5 (Pauli et al., 1998).
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D’autre part, le proton H-4 est observé ayant un couplage axiale-axiale (J = 6.5 Hz).
Ceci nous a permis d’établir la conformation structurale du cycle quinique. En effet, le
premier groupe O-cafféoyle est en position équatoriale et le second en position axiale dans les

positions respectivement 5 et 3.
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Figure 58 : Spectre RMN "H du composé PP (CD;0D, 600 MHz).
Les valeurs des déplacements chimiques des protons du composé PPg sont dressées dans le
tableau 28.

Tableau 28 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PPg dans
CD;0D.

Position oy m (J Hz)

1 -

2 2.29m
2.33m

3 5.33m

4 4.01 dd (6.5-3.1)

5 543 m

6 2.17m
2.36 m

7 -
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OCH; 374 s

1 -

2! 7.09d (2.0)

3/ -

4’ -

5' 6.80d (8.2)

6' 6.99dd (8.2-2.1)
7' 7.57d(15.9)
8’ 6.24d (15.9)
Y -

1" -

2" 7.09d (2.0)
3” _

4" -

5" 6.81d(8.2)
6" 6.99ddd (8.2-2.1)
7" 7.65d (15.9)
8" 6.36d (15.9)
9” _

La comparaison des déplacements chimiques de PPg avec celles rapportées dans
la littérature (Pauli et al., 1998) nous a permis d’attribuer les signaux des protons enregistrés

dans le tableau 29 et donc la structure finale de ce compose :

———

-

9. Elucidation structurale du composé PP, :

» La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone

ou d’un flavonol substitué en 3.
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>

Le spectre UV (figure 59, tableau 29) enregistré dans le méthanol donne deux bandes
d’absorption, une bande I a 348 nm et une autre bande II a 266 nm, indiquant un
squelette de type flavone pour le composé PPg.

L’apparition d’un épaulement au niveau de la bande II indique que le cycle B est
bisubstitué.

L’effet bathochromique (AL = + 42 nm) observé apres ’addition de NaOH avec
augmentation de son intensité lumineuse indique la présence d’un OH libre en position
4'. L’absence d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm suggere 1’absence d’un
OH libre en position 7.

L’ajout de NaOAc a la solution méthanolique n’induit pas de déplacement
bathochrome de la bande 11, ce qui signifie que le groupement hydroxyle, en position
7, est substitué.

L’addition de H3BOs3 a la solution (MeOH+NaOAc) provoque un effet bathochrome de
labande I (AA =+ 28 nm) indiquant la présence d’un systeme 3',4'-dihydroxy sur
le cycle B, ceci est confirmée par le déplacement hypsochrome de la bande I
(AL = -53 nm), observé sur le spectre enregistré dans (MeOH+AICl;+HCI),
comparativement a celui enregistré dans la solution (MeOH+AICl5).

Apres I’ajout de HCI a la solution de (AICI;+MeOH), on observe un
déplacement bathochromique de la bande I de (AL =+ 27 nm) par rapport a celle
observé dans le spectre enregistré dans MeOH, indiquant la présence d’un

groupement OH libre en position 5.

Tableau 29 : Données spectrales UV du composé PPy.

Amax (mm)
Réactifs Bande 1 Autres Bande 11 Interprétation
Bandes
MeOH 348 - 266 Flavone
NaOH 390 - 266 OH libre en position 4'
NaOAc 412 - 266 OR en position 7
NaOAc+H;BO; 376 - 261 ortho di-OH sur le cycle B
AICl3 428 - 274 OH libre en position 5
AlCl:+HCl1 375 - 275 ortho di-OH sur le cycle B

Le spectre de NaOH est stable Apres Smin
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Figure 59 : Série spectrale UV du composé PPy.

Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

RO

OH

e - - ————
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L’analyse du spectre RMN 'H (figure 60) et son étalement (figure 61) montre:

» Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 6,44 ppm avec une constante de
couplage J =1.8 Hz attribuable a H-6.

» Un autre signal sous forme de doublet et également d’intégration 1H a 6.79 ppm
avec la méme constante de couplage (J = 1.8 Hz) attribuable a H-8.

» Un singulet d’intégration 1H a 6.75 ppm, correspondant au proton H-3.

» Par ailleurs, le signal sous forme de doublet (/ = 8.4 Hz) qui apparait a 6,90 ppm,
avec une intégration de 1H est attribuable a H-5'".

» Un signal a 7.45 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet dédoublé, (/= 8.4 Hz et
J = 1.8 Hz) attribuable a H-6'.

» Un signal a 7,76 ppm, d’intégration 1H sous forme d’un doublet (/ = 1.8 Hz)
correspondant au proton H-2'.

» Un doublet d’intégration 1H a 5.08 ppm avec une constante de couplage (J/ = 7.8 Hz)

caractéristique d’un proton anomérique d’un sucre H;".

T
7.5 T.0 6.5 6.0 5.5 5.0

1 |1
\-.—( 1eaf -.—'a[ o| Yeuf

Figure 60 : Spectre RMN 'H du composé PPy (DMSO, 600 MHz).
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Figure 61 : Spectre RMN 'H étalé du composé PPy (DMSO, 600 MHz).

Tableau 30 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PPy dans DMSO.

Proton oy m (J Hz)
H-3 6.75s
H-6 6.44 d (1.8)
H-8 6.79 d (1.8)
H-2' 7.42d (1.8)
H-5' 6.90d (8.4)
H-6' 7.45dd (8.4, 1.8)
H-1" 5.08 d (7.8)

L’hydrolyse acide du composé PPy a libéré le glucose comme sucre identifié par

cochromatographie en présence d’oses standards (figure 52).

La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN 'H, la série spectrale UV et

I’hydrolyse acide menent a la structure suivante :
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P el e e e

OH OH

OH

OH (6]

e - —————

\ Lutéoline7-0-f-D- glucopyranoside (Cynaroside) ,

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = =

10. Elucidation structurale du composé PPy :

Le spectre de masse haute résolution obtenu par HR-MS-ESI (figure 62) montre
un ion pseudo-moléculaire 2 m/z 338,9549 [M+Na]" (calculé 338,9549) qui correspond a la
formule brute CoHgKOgS.

4.76e+002
100 -& 338.9548 [M+Na]*
%
333.1808
3211394
328.1467
3229874 337.12% 40,0507 . "
;19.1284 | | o 327_1132‘329_1373 - 1%&.;122 3364144 ‘ 43,2256 3451306 349.134%350_1250 353,2022354.0981
| ST A A0 Bl A0 8 Al B 25 Y A B (MR AT A i bl R A A B 3 AR D Bl DA Bl ) BB W B0 Rl il RERAA
3200 320 340 3260 3280 3300 3320 340 360 33|00 MO0 M20 M40 MEO  MBO 3500 /20 W40
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Maximum: 5.0 Bl 50.0
lass Cale. Mass nba BEM DEE =FIT Formula
338,954%  338.9553 - 2 5 4 C9 H9 08B Na § 39K

Figure 62 : Spectre de masse HR-ESI-MS du composé PPj.

Le spectre RMN 'H du composé PPy, suggere un composé phénolique tétrasubstitué.
Ce spectre (figure 63) révele la présence de deux protons aromatiques a oy = 7.42 ppm (d, J =
2 Hz); 0u =7.76 ppm (d, J =2 Hz). La valeur de la constante de couplage indique que ces
deux protons sont en position méta attribuable aux protons H-2 H-6 respectivement. Le
spectre RMN 'H montre aussi deux singules d’intégration 3H 4 3.86 ppm et 2 3.89 ppm

sont assignés a deux groupements méthoxyles.
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Figure 63 : Spectre RMN 'H du composé PP, (DMSO, 600 MHz).

Le spectre RMN Bc (figure 64) indique la présence de 9 carbones dont 2 methoxy, 6

carbones aromatique dont 2 éthyléniques résonnent a 110.7 ppm et a 118.7 ppm

respectivement et 4 carbones quaternaires dont trois oxygénés et une fonction carbonyle

résonant a 6 168.2 ppm.

z e “E - geazadany
1 1 TF T TEIIIPSIS
Cc=0 C-5C-3C4 c-1

1 1
i i L A

| |
2 OCH.
c6  C2 OCH, .
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Figure 64 : Spectre RMN "°C du composé PPy, (DMSO, 150 MHz).
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L’analyse du spectre HSQC (figure 65) permet de corréler chaque proton a son

carbone : C-2 (110.7 ppm), C-6 (118.7 ppm) et les deux méthoxyles (56.7 ppm et 52.3 ppm).

J J A ..LLL 1, FEC— L J.A_

HMOGR Ml opd fioprmpn sl 57 _

== E 20CH, ®

] H-2/C-2 ~118

[ ¥ He/C6

Figure 65 : Spectre HSQC du composé PPj.

Les données relatives aux spectres RMN 'H et RMN "*C indiquent :

Ry

2 OCH, )J\

Le spectre HMBC (figure 66) a montré une corrélation entre le methoxy (dy = 3,86
ppm) et le carbone du carbonyle (8. = 168.2 ppm). Ce dernier a montré aussi des corrélations
avec les protons H-2 et H-6 indique que la fonction ester est attaché au cycle aromatique en

position 1.
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Le spectre HMBC a montré aussi des corrélations entre le groupe méthoxy (6y = 3,89

ppm) et le C-3 (3. = 150.0 ppm), ce qui a permis l'attribution de OCHj3 en position C-3.

E 3 ) e 8 OCHy/C-3 "

H-6/C=0 ! ¢ H-2/C=0 § ocCHyC=0

Figure 67 : Corrélation observées sur le spectre HMBC du composé PP,

Le spectre de masse (figure 62) montre la présence d’un groupe sulfate, ceci a été

confirmée par précipitation avec BaCl,, apres hydrolyse acide de PP;( (Xiao et al., 2002).
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Les déplacements chimiques des signaux observés en RMN du 'H et du "°C sont dressés dans

le tableau 31.

Tableau 31 : Déplacements chimiques en RMN '"H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé PPy, dans DMSO.

Position og m (J Hz) O
1 - 121.2
2 7.42d(1.9) 110.7
3 - 145.5
4 - 141.5
5 - 150.0
6 7.76 d (1.9) 118.7
CO - 168.2
7-OCH3 3.86s 52.3
3-OCH; 3.89s 56.7

L’ensemble des données précédentes nous permet ainsi d’établir la structure du composé
PPy comme étant le Potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate. Cette

molécule isolé déja de Tamarix balansae J. Gay (Benmerache et al., 2017).

Potassium 4-hydroxy-3-
methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate

— - ———————

~

e e e e e e = -
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11. Conclusion :

L’étude phytochimique portée sur les extraits acétate d’éthyle et butanolique des parties

aériennes de Phagnalon saxatile a conduit a 1’isolement et 1’identification de :

- 6 flavonoides : Chrysoériol, Apigénine, Apigétrine, Lutéoline 4'-O-f-D-glucopyranoside,
Cynaroside, Lutéoline, dont le Chrysoériol est isolé pour la premiere fois du genre

Phagnalon.

- un acide -3,5-Di-O- Caffeoylquinique méthyl ester et un Potassium 4-hydroxy-3-
methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate, ce dernier composé est isolé pour la premiere fois de la

famille.

- 2 hydroquinone glucoside il s’agit de 1-O-f-glucopyranosyl-2(3’,3’-diméthylallyl)
hydroquinone et du 1-O-f-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl) benzene.
A notre connaissance, cette derniere molécule est isolée pour la premiere fois, par voie

naturelle.
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Les structures des produits isolés ont été élucidées principalement par 1’utilisation des
techniques de résonance magnétique nucléaire (RMN) du proton 'H et du carbone BC a une
dimension, et a séquences multi-impulsionnelles a deux dimensions homonucléaires 'H-'H
COSY et hétéronuclaires 'H-">C HSQC, 'H- *C HMBC ainsi que sur la comparaison avec les

données de la littérature.

1. Elucidation structurale du composé PC; :

Le spectre de RMN '"H (figure 68) de cette molécule montre deux doublets

d’intégration d’un proton pour chacun a dy= 6,14 ppm (J = 2.6 Hz) et dy= 5,60 ppm (J = 2.6
Hz).

Sur le spectre HSQC (figure 69) ces deux protons montrant des taches de corrélations

avec le méme carbone qui apparait a 6c = 118,7 ppm, cette observation indique que
ces deux protons sont portés par le méme carbone éthylénique. A partir du spectre
COSY, ces signaux montrent un couplage caractéristique d’une y-lactone a, B- insaturé. Ce

couplage est attribué aux interactions H-13a/H-7 et H-13b/H-7.
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Figure 68 : Spectre RMN 'H du composé PC; (CD;0D, 600 MHz).
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sri8 ¥ CH,-15/C-15 ' CH;-14/d-14
H-8b/C-8 * *H-8a/C-8
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! * H.7/C-7 i
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".6/C-6

H-13b/C-13! I H-13a/C-13

Figure 69 : Spectre HSQC du composé PC;.

L’étude du spectre HSQC (figure 69) et HMBC (figure 70) montrent la présence des

groupements suivants :

» cinq carbones quaternaires dont :
- Un carbonyle a 6c = 171.1ppm.
- Troisa oc =140.0 ppm; 6c = 134,4 ppm et 6c = 127,6 ppm attribuables a des
carbones éthyléniques.

- Unadc=44.0 ppm.

» Quatre CH dont:
- Un a dc =839 ppm (oxygéné) caractéristique d’'un CH de fermeture d’une y-
lactone sesquiterpénique.
- deux autres CH oxygénés a 6c = 72.0 ppm et 6c = 73,4 ppm.
- Unnon oxygénés a oc = 49.9 ppm.

» Quatre CH, dont :
- Un éthylénique a 6c = 118.7 ppm.
- Trois non oxygénés a oc = 24.1 ppm, oc = 35.6 ppm et d¢ = 38.3 ppm.
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» Deux CHjz a 6¢c = 16.6 ppm et dc = 17.0 ppm.
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Figure 70 : Spectre HMBC du composé PC;.

Tous ces éléments convergent vers un squelette de type sesquiterpene lactone
comportant une double liaison exocyclique et substitué par deux méthyles et deux

groupements hydroxyles.

Sur le spectre COSY (figure 71), les deux protons H-13a et H-13b montrent une
tache de corrélation avec le proton apparaissant sous forme d’un multiplet qui ne peut
étre attribué qu’a H-7. Ce dernier montre des taches de corrélations avec les protons
apparaissant a oy = 4,69 ppm (d, J = 11,5 Hz), 6y = 1.68 ppm (m) et oy = 2.17 ppm (m), ces
trois protons ne peuvent €tre attribué qu’a H-6, H-8a et H-8b respectivement. Les deux
protons montrant des corrélations avec ces 2 derniers sont attribués a H-9a et H-9b. Sachant
que les lactones sesquiterpéniques sont fermées soit en C-6 soit en C-8, nous avons examiné
le spectre HSQC (figure 69) de ce composé. En effet, sur ce spectre, le carbone du
groupement CH a  Oc = 83.9 ppm, caractéristique par la valeur de son déplacement
chimique d’un CH de fermeture d’une y-lactone, montre une tache de corrélation avec
H-7. Par ailleurs, les deux protons résonnant a g = 1.84 ppm et éy = 1.90 ppm montrant des

taches de corrélations avec deux protons 1’'un a oy = 3.79 ppm et I’autre a dy = 3.95 ppm
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ne peuvent étre attribué qu’a H-2a et H-2b. Cette analyse confirme bien la nature

eudesmanolide de ce squelette sesquiterpénique.
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Figure 71 : Spectre COSY du composé PC;.

Retournant au spectre HMBC (figure 70), le méthyle a 6y = 1.07 ppm montre des
taches de corrélation avec les carbones C-10 (8¢ = 44.0 ppm), C-1 (8¢ = 72.0 ppm) et C-5 (d¢
= 134.4 ppm) ce qui indique que le méthyle est porté par le C-10. A I’'inverse, le méthyle
résonnant a oy = 2.03 ppm, montrant des taches de corrélations avec les carbones C-3 (d¢
= 73.4 ppm), C-4 (6c = 127.6 ppm) et C-5 (6c = 134.4 ppm) indiquant que ce méthyle est

porté par le carbone C-4.

Tableau 32 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Be (150 MHz) du
composé PC; dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) Oc¢
1 3.95d 72.0
2 1.84 m 35.6
1.90 m
3 3.79d (12.9) 73.4
4 - 127.6
5 - 1344
6 4.69d (11.5) 83.9
7 2.69 m 49.9
8 1.68 m 24.1
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2.17m
9 1.42m 38.3
2.16 m
10 - 44.0
11 - 139.7
12 - 171.1
13 5.60d (2.6) 118.7
6.14d (2.6)
14 1.01s 17.0
15 2.03s 16.6

L’analyse des spectres de RMN 'H, HSQC, COSY et HMBC permet d’identifier le
composé PC; comme étant I’Arméfoline. Ce sesquiterpene a été isolé antérieurement a

partir des parties aériennes d’Artemisia mexicana var. angustifolia (Mata et al., 1984).

- -

2. Elucidation structurale du composé PC,:

Une grande similitude est observée entre le spectres RMN 'H (figure 72) de ce
composé et le composé PC;. On note également comparativement au spectre proton du
composé PCy, la disparition de signal correspondant au proton H-3 & 3.79 ppm, ainsi que
le déblindage du signal a 199.0 ppm pour le carbone oxygéné (C-3) suggere cette fois la
présence d’une fonction carbonyle en position 3. Cette hypotheése est confirmée par les
corrélations observée sur le spectre HMBC (figure 73) entre les protons H-2a, H-2b et CHs-15
et le C-3.
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Figure 72 : Spectre RMN 'H du composé PC, (CDs;0OD, 600 MHz).
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Figure 73 : Spectre HMBC du composé PC,.




Chapitre II Identification des produits isolés de Phagnalon sordidum

Tableau 33 : Déplacements chimiques en RMN '"H (600 MHz) et RMN "C (150 MHz) du
composé PC, dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) O

1 3.82d 74.3

2 2.58 m 42.7
2.62m

3 - 199.0

4 - 130.0

5 - 155.0

6 495dd (11.8, 1.4) 83.4

7 2.90 m 49.9

8 1.80 m 23.7
2.26 m

9 1.60 m 38.8
2.24m

10 - 40.0

11 - 138.0

12 - 170.0

13 5.64d @3.1) 118.2

6.15d (3.1)
14 1.27 s 17.0
15 2.01s 13.0

Le composé PC; est donc identifié comme Arméxifoline, isolée a partir des parties

aériennes d’Artemisia mexicana var. Angustifolia (Mata et al., 1984).

-

- e e o e = e = e
e - —

N e -




Chapitre II Identification des produits isolés de Phagnalon sordidum

3. Elucidation structurale du composé PBs:

L’examen du spectre RMN 'H (figure 74), enregistré dans CD;OD, montre la
présence de :
- Deux doublet a éy = 5.26 ppm (J = 59 Hz) etdy = 533 ppm (J/ = 59 Hz)
d’intégration 1H chacun attribuable a H-3 et H-4 respectivement.
- Un singulet a 6y = 2.60 ppm d’intégration 3H attribuable a un CHs.
- 3 signaux d’intégrations 1H chacun a 6y =7.01 ppm (d, J = 8.5 Hz), dg =8.03 ppm (dd,
J =1.7Hz,J =8.5Hz) etdy =8.15 ppm (d,J = 1.7 Hz) attribuables aux trois protons
aromatiques (H-3', H-4' et H-6").
- Une partie osidique caractérisée par le proton anomérique d’un sucre oy = 4.40 ppm (J = 8.0
Hz) ainsi que les autres signaux de ce sucre résonnent entre oy = 3,27 ppm et oy = 4,00 ppm.
- Des signaux oléfiniques a 6y = 5.47 ppm ((1H, br s, Hj,), g =5.49 ppm ((1H, br s, Hyp),
Oy =4.39 ppm ((1H, d, J=12.4 Hz, Hs,) et 6y =4.57 ppm ((1H, d, J = 12.4 Hz, Hsp).
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Figure 74 : Spectre RMN '"H du composé PB5 (CD;0D, 600 MHz).
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L’analyse des spectres COSY (figure 75) et HSQC (figure 76) permet d’identifier
le sucre comme étant f-D-glucopyranoside a partir de I’anomere a 4.40 ppm (J = 8.0 Hz),

caractérisé par les protons H-2", H-3", H-4" H-5", H-6" (Agrawal et al., 1992).

Dans le spectre COSY homonucléaires (figure 75) de ce composé, on observe aussi
le couplage H-H entre les protons du cycle aromatique résonnant a 6y = 8.03 ppm, oy = 8.15
ppm et &y = 7.01 ppm, entre les protons oléfiniques résonnant a oy = 5.26 ppm et a oy = 5.33

ppm ainsi que entre les protons H-5a (6= 4.39 ppm) et H-5b (6 =4.57 ppm).
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Figure 75 : Spectre COSY du composé PBs.

L’analyse du spectre HSQC (figure 76) permet de corréler chaque carbone a son

proton correspondant.
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Figure 76 : Spectre HSQC du composé PBs.

Le spectre HMBC (figure 77) montre une corrélation H-C entre le groupement
méthyle a 2,60 ppm et le carbonyle a 197.9 ppm ce qui indique que le méthyle est porté par le
carbonyle (C-7). Des taches de corrélation entre les protons H-4', H-6' et le carbone C-7
indiquant que ce carbonyle est li€é au carbone C-5'. Ce méme spectre montre une
corrélation entre le proton anomerique oy = 4.40 ppm et le carbone C-5 (¢ = 71.8 ppm)
de la génine indiquant que le glucose est fixé sur la génine en position 5. Une autre
corrélation est observée entre le proton H-4 (8y = 5.33 ppm) et le carbone C-1' (8¢ = 130.3
ppm) du cycle aromatique indiquant que cette substitution est réalisée au niveau du C-1' de

cycle.
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Figure 77 : Spectre HMBC du composé PBs.

Tableau 34 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN B (150 MHz) du
composé PBs dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) dc
1 5.47brs 114.7
5.49 br s
2 - 139.1
3 5.26d(5.9) 89.5
4 5.33d(5.9) 71.7
5 4.39d(12.4) 71.8
4.57d(12.4)
6 2.60 s 26.0
7 - 197.9
I - 130.3
2' - 164.5
3 7.01d (8.5) 110.6
4 8.03dd (8.5,1.7) 132.8
5 - 1324
6' 8.15d (1.7) 128.4
1" 4.40d (8.0) 103.2
2" 3.27m 75.0
3" 327 m 77.1
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4" 329 m 71.3

5" 3.39m 77.4

6" 3.70 m 62.5
3.90 brd (11.5)

Le composé PBs est donc identifié comme: 3,4-dihydroxy-4-(2-hydroxy-4-

acetylphenyl)-2-[(-O-glucopyranosyl)methyl]-but-1-ene (nauplathizine), qui est le méme

composé isolé de Nauplius aquaticus (L) (Chaari et al., 2005).

3,4-dihydroxy-4-(2-hydroxy-5-acetylphenyl)-
2-[(-0-p-D- glucopyranoside)methyl]-but-1-ene
\ (nauplathizine) /

-

N e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

4. Elucidation structurale du composé PB:
Le spectre RMN 'H (figure 78) du composé PB¢ montre :

Deux signaux de protons de cycle aromatique apparaissent dans les champs faibles
sous forme de doublet d’intégration 2H chacun a 7.18 ppm et a 7.98 ppm avec une
constante de couplage J= 8.6 Hz caractéristique d’un couplage ortho. Ces deux signaux
montrent la disubstitution du cycle aromatique en position 1 et 4.

Un singulet intégrant pour 3H a 2.59 ppm caractéristique d’un groupement méthyle.

La présence d’une partie osidique est clairement notée, confirmée notamment avec le
proton anomérique a 5,07 ppm (J = 6.7 Hz), plusieurs autres signaux sont observés entre

3 et 4 ppm correspondant sans doute aux protons de la partie osidique.
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Figure 78 : Spectre RMN '"H du composé PB¢ (CDs;0D, 600 MHz).

On observe dans le spectre COSY (figure 79) les sept protons du sucre qui couplent

entre eux avec de grandes valeurs de constante de couplage. Leurs déplacements chimiques

ainsi que

les déplacements de leurs carbones (tableau 35) sont caractéristiques d’un f-

D-glucopyranoside (Agrawal et al., 1992).
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Figure 79 : Spectre COSY du composé PBg.

L’examen du spectre HMBC (figure 80) confirme toutes ces suggestions, on observe :
- Une tache de corrélation entre le proton anomérique H-1" et le carbone C-1 qui résonne a
162.0 ppm, ce qui permet de le placer en position 1.
- Une tache de corrélation entre le carbonyle résonnant a 199.2 ppm et les protons du
méthyle qui résonne a 2,59 ppm, ce carbonyle correle également avec les protons du cycle

aromatique résonnant a 7.98 ppm indique que le carbonyle est attaché au cycle en position 4.
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Figure 80 : Spectre HMBC du composé PBg.

Tableau 35 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Be (150 MHz) du
composé PB¢ dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) Oc
1 - 162.0
2,6 7.18 d (8.6) 116.7
3,5 7.98 d (8.6) 131.0
4 - 130.5
CH; 2.59s 26.0
CcO - 199.2
1" 5.07d (6.7) 100.8
2" 349 m 73.0
3" 349 m 77.0
4" 341 m 71.0
5" 3.49m 77.4
6" 371 m 61.4
3.90 brd (11.5)
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L’analyse des spectres de RMN 'H, COSY et HMBC permet d’identifier le composé PBg

comme étant 1’Ameliaroside. Cette molécule a isolée déja de Salicaceae (Dommisse et al.,

1986).

- e ===
N o ———————

5. Elucidation structurale du composé PB;:

L’examen du spectre RMN 'H enregistré dans CD;0D (figure 81) permet d’identifier

le composé PB; comme étant : 1-O-f-glucopyranosyl-2(3',3'-diméthylallyl) hydroquinone,

qui est le méme composé PPgisolé de Phagnalon saxatile (L) Cass. et a été déja bien

détaillé dans la premiere partie.
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Figure 81 : Spectre RMN 'H du composé PB; (CD;0D, 600 MHz).
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Le composé PB;est donc identifi€é comme :

_______________________________

HO O OH

OH

Vi

1-0-p-glucopyranosyl-2(3’,3’-diméthylallyl)
! hydroquinone 1

— e o — — —————— —————————

N e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

6. Elucidation structurale du composé PAg:

L’étude du spectre RMN 'H (figure 82) montre la présence des signaux

caractéristiques d’un acide caféique :

- Un systeme ABX lors de l'apparition d'un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a
6.80 ppm (J = 8.2 Hz caractéristique d’un couplage ortho) attribuable a H-5, un signal sous
forme d’un doublet dédoublé d’intégration 1H a 6.96 ppm (J = 8.2-2.0 Hz caractéristique de
deux couplages ortho et méta) attribuable a H-6 et un doublet d’intégration 1H a 7.05 ppm
(/ = 2.0 Hz caractéristique d’un couplage méta) attribuable a H-2.

- Deux doublets d’intégration 1H chacun a dy = 6,24 ppm et a dy = 7,55 ppm avec une
constante de couplage (J = 15.9 Hz) caractéristique d’un couplage frans attribuables aux H-8

et H-7 respectivement.
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Figure 82 : Spectre RMN 'H du composé PBg (CD;0D, 600 MHz).

Tableau 36 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PBg dans

CD;0D.

Position oy m (J Hz)
1 _
2 7.05d (2.0)
3 ;
4 B}
5 6.80d (8.2)
6 6.96 dd (8.2, 2.0)
7 7.75d (15.9)
8 6.24 d (15.9)
9 ;

La comparaison des déplacements chimiques de PBg avec celles

rapportées dans la

littérature (Pauli et al., 1998) nous a permis de déterminer les valeurs de tous les protons

enregistrés dans le tableau 39 et donc la structure finale de ce compose est la suivante :
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7. Elucidation structurale du composé PBy :

L’allure de spectre RMN 'H (figure 83) du composé PBy suggére la présence d’un

acide caféique et un acide quinique.
» Les signaux caractéristiques de ’acide caféique apparaissent comme suivants :

- Doublet d’intégration 1H a 6.82 ppm (J= 8.2 Hz) caractéristique d’un couplage ortho
attribuable a H-5'.

- Doublet d’intégration 1H a 7.10 ppm (J= 1.6 Hz) caractéristique d’un couplage méta
attribuable a H-2'".

- Doublet dédoublé d’intégration 1H a 6.98 ppm (J= 8.2 ; 1.6 Hz) caractéristique de deux

couplages ortho et méta attribuable a H-6'.

- Deux signaux sous forme d’un doublet d’intégration 1H chacun a 6.30 ppm et 7.60 ppm
avec une constante de couplage (J = 15.9 Hz) caractéristique d’un couplage trans attribuables

aux protons H-8'et H-7' respectivement.

» Les signaux caractéristiques de 1’acide quinique apparaissent sous forme de trois signaux
d’intégration 1H chacun a 4.21 ppm (dd, J= 8.7 ; 2.9 Hz), 3.76 ppm (m) et 5.37 ppm (m)

attribuables aux protons H-4, H-3 et H-5 respectivement.

- Des multiplets entre 6y = 2.08 ppm et 8y = 2.30 ppm attribuables aux protons H-2,, H-2,,
H-6, et H-6q.
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Figure 83 : Spectre RMN '"H du composé PBo (CDs;0D, 600 MHz).

Cette attribution est confirmée d’une part, par le spectre RMN Be (figure 84) qui montre 16
carbones dont 9 sont attribués a 1’acide caféique et 7 au acide quinique, et d’autre part par le
spectre COSY (figure 85) qui montre des corrélations entre les protons de I’acide caféique (H-
2' et H-6', H-6' et H-5', H-7' et H-8') et de I’acide quinique (H-2,/H-2¢4 et H-3, H-3 et H-4, H-
4 et H-5, H-5 et H-6,/H-6,).
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Figure 84 : Spectre RMN ~C du composé PBy (CD;0D, 150 MHz).
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Figure 85 : Spectre COSY du composé PBy.
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On remarque sur le spectre HMBC (figure 86) que le carbone quaternaire C-9' qui résonne a
dc = 168.8 ppm correle avec le proton H-5 ce qui permet d’attacher 1’acide caféique en

position 5 de 1’acide quinique.
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Figure 86 : Spectre HMBC du composé PBo.

Tableau 37 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé PBy dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) Oc

1 - 76.5

2 ax 2.09 m 38.2
eq2.18 m

3 421 m 71.9

4 3.76 dd (8.7, 2.9) 73.7

5 537m 71.6

6 ax 2.09 m 39.0
eq2.25 m

7 - 177.5

1' - 127.8

2' 7.10d (1.6) 115.2

3 - 147.1

4' - 149.6

5 6.82d (8.2) 116.8
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6' 6.98 dd (8.2, 1.6) 123.0
7 7.60d (15.9) 146.8
g 6.30d (15.9) 115.3
9 - 168.8

L’analyse des spectres de RMN lH, 13C, COSY et HMBC permet d’identifier le
composé PBy comme étant 1’acide chlorogénique (acide 5-O-caféoylquinique) (Pauli et al.,

1998).

— e o ————

Acide 5-O-caféoylquinique (Acide chlorogénique) /

4

____________________________________

8. Elucidation structurale du composé PA:

Une grande similitude est observée entre le spectre RMN 'H (figure 87) du composé
PAp et celui du composé PBg. On retrouve tous les signaux caractéristiques du composé
PBy. La différence réside en 1’apparition d’un méthoxy sur le spectre du composé PAjj a

3.74 ppm, indique que le méthoxy est porté par le carbonyle (C-7).
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Figure 87 : Spectre RMN '"H du composé PAy (CDs;0D, 600 MHz).

Tableau 38 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN B (150 MHz) du
composé PA;y dans CD;OD.

Position oy m (J Hz)
1 -
2 ax 2.14 m

eq2.17m
3 4.13 m
4 3.70dd (7.3, 2.0)
5 5.37 m
6 ax 2.03 m
eq2.23 m
7 -
OCHj; 3.74s

I' -
2' 7.07 d (2.0)
3 -
4" -
5 6.79d (8.2)
6' 6.97 dd (8.2, 2.0)
7 7.61d (15.9)
8' 6.32d (15.9)
o] -
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Le composé PA o est donc identifié comme : Methyl 5-O-caffeoylquinate.

9. Elucidation structurale du composé PA; :

Le spectres de RMN 'H (figure 88) du composé PA;; montrent de grandes
ressemblances avec le composé PAjy décrit précédemment. Ils permettent d’observer
tous les signaux de ’acide caféique, I’acide quinique et le groupement méthoxyle, la seule
différence notable réside au déblindage du signal a 5.30 ppm pour le proton H-3 avec le
blindage du proton H-5 a 4.16 ppm suggere cette fois I’attachement de I’acide caféique en

position 3 de I’acide quinique.
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Figure 88 : Spectre RMN 'H du composé PA;; (CD;0D, 600 MHz).

Tableau 39 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Bc (150 MHz) du
composé PA|; dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) dc
1 - 76.4
2 ax 2.14 m 36.6
eq2.17m
3 5.30 m 70.4
4 3.76 dd (10.1, 2.7) 70.7
5 4.16td (6.7, 3.3) 68.9
6 ax 2.03 m 36.6
eq2.23 m

7 - 174.0

OCH; 3.72s 51.6
I' - 126.2
2' 7.07d(1.7) 113.6
3 - 145.8
4 - 148.3
5 6.97 d (8.0) 115.1
6' 6.86 dd (8.0, 1.7) 121.6
7' 7.57d(15.9) 145.5
8' 6.24d (15.9) 113.7
9 - 166.9
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Ces données permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé PA;; la structure

connue de : Methyl 3-O-caffeoylquinate.

e = e e e e e
R

10.Elucidation structurale du composé PB,, :

L’analyse du spectre de RMN 'H (figure 89) du composé PB;, montre la présence de
deux groupements de 1’acide caféique et un acide quinique.

Premierement, il y’a une superposition des protons des deux cafféoyles, on a observé
deux doublets a oy = 7.65 ppm (J = 15.9 Hz) et a 6y = 7.57 ppm (J = 15.9 Hz) correspondant
respectivement aux protons H-7" et H-7'. Ces derniers révelent des couplages avec les protons
H-8" et H-8' a 6y = 6.36 ppm et a oy = 6.24 ppm des chaines latérales des deux groupements
caffeoyles indiquant des trans-conjugaisons (Pauli et al., 1998). Un systeme de type ABX
lors de I’apparition d’un signal (J = 2.1 Hz) apparait a oy = 7.09 ppm attribuable a H-2' et H-
2",

e Un doublet dédoublé résonant a oy = 6.97 ppm attribuable a H-6' et H-6".
e Undoublet (/=8.2 Hz), a 6y = 6.81 ppm est attribué a H-5' et H-5".

Deuxiémement, sur le spectre RMN 'H, les signaux des protons H-5 (8 = 5.42 ppm)
et H-3 (dy = 5.33 ppm) apparaissent déblindés par rapport a leurs positions dans 1’acide
quinique non substitué indiquant que les groupements cafféoyles sont rattachés aux
hydroxyles des positions 5 et 3 (Pauli et al., 1998). Par contre, le signal blindé du proton H-4
(0g = 4.00 ppm) montre que 1’hydroxyle lié au carbone correspondant est libre. D’autre part,
le proton H-4 est observé ayant un couplage axiale-axiale (J/ = 6.4 Hz). Ceci nous a permis

d’établir la conformation structurale du cycle quinique. En effet, le premier groupe O-
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cafféoyle est en position équatoriale et le second en position axiale dans les positions

respectivement 5 et 3.
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Figure 89 : Spectre RMN 'H du composé PB;, (CD;0D, 600 MHz).

Tableau 40 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PBj, dans

CD;0D.
Position oy m (J Hz)

1 R

2 ax 2.2l m
eq2.34 m

3 5.33m

4 4.00 dd (6.4-3.1)

5 5.42 td (8.8, 4.0)

6 ax 2.36 m
eq2.17m

7 -

1!

2 7.09d (2.1)

3’ -

4'

5' 6.81d(8.2)

6' 6.97 dd (8.2-2.1)

7' 7.57d (15.9)
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8’ 6.26 d (15.9)
9 -

1/! _

2" 7.09d (2.1)
3/! _

4” _

5" 6.82d (8.2)
6" 6.97 dd (8.2-2.1)
7" 7.65d (15.9)
8" 6.36 d (15.9)
9” _

Ces données permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé PBj,la structure connue

d’acide 3,5-di-O-Caffeoylquinique (Pauli et al., 1998).

11.Elucidation structurale du composé PB;:

Le spectre RMN 'H enregistré dans le méthanol (figure 90, tableau 41) montre que
le produit PB3 c’est un flavonoide de type di-hydro flavone, ce ci confirme par les signaux

qui résonnent comme suit :

- Deux multiplets d’intégration 1H chacun a dy = 2.78 ppm et a oy = 3.14 attribuables

respectivement a H-3a et H-3b.
- Un triplet intégrant pour 1H a 8y = 5.35 ppm attribuable a H-2.

- Deux singulets large, intégrant chacun pour un proton a 6.22 ppm (H-6) et 6.24 ppm (H-8)
indiquant ainsi la substitution du cycle A en positions 5 et 7.
- Un doublet avec un couplage méta résonne a oy = 6.93 ppm et un doublet de doublet a oy =

6.81 ppm avec un couplage ortho et méta respectivement dues aux protons H-2' et H-6', un
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doublet avec un couplage ortho due a H-5' apparaissant a oy = 6.80 ppm indiquant ainsi une

substitution du cycle B en position 4' et 3'.

- La présence d’une partie osidique est clairement notée, confirmée notamment avec le proton
anomérique a oy = 5.00 ppm (J = 6.6 Hz), plusieurs autres signaux sont observés entre 3 et 4

ppm correspondant sans doute aux protons de la partie osidique.
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Figure 90 : Spectre RMN 'H du composé PB,3 (CD;0D, 600 MHz).

L’analyse de spectre COSY (figure 91) permet d’identifier le sucre comme étant /S-D-
glucopyranoside (Agrawal et al., 1992). Ce spectre montre aussi les corrélations entre les

trois protons du cycle C (H-3a-H-3b/H-2).
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Identification des produits isolés de Phagnalon sordidum
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Figure 91 : Spectre COSY du composé PB3.

La corrélation observée sur le spectre HMBC entre le carbone anomérique C-1" et les

protons H-6 et H-8 confirme que le glucose est attaché a la génine en position 7 (figure 92).

S
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HMBCGP
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4 3.2 3.0

Figure 92 : Spectre HMBC du composé PB;s.
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Tableau 41 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) du composé PB;; dans
CD;OD.

Position oy m (J Hz)

2 5.35t

3 2.78 m
3.14m

4 i,

5 -

6 6.22d

7 -

8 6.24d

9 -

10 -

1 i

2' 6.93d

3 i

4 -

5 6.80d

6' 6.81dd

1" 5.00d (6.6)

2" 349 m

3" 349 m

4" 341 m

5" 349 m

6" 371 m

3.90 brd (11.5)

Ces données permettent d’attribuer sans ambigiiité au composé PB;; la structure

connue de :

__________________________________

]
=)

Eriodictyol 7-0O-f-D-glucopyranoside !

__________________________________
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12. Elucidation structurale du composé PB,,:

Le spectre de RMN 'H (figure 93) montre que le composé PB4 est le méme composé PP,

isolé de Phagnalon saxatile (L) Cass. et a été déja bien détaillé dans la premiere partie.

SOP_2_18{ACQ)

H-8 OCH;

H-2/H-6'

SERSVE 7 (RNSS

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 78 78 74 72z 7.0 65 B85 6.4 6.2 6.0 5.5 55 5.4 52 50 48 46 44 42 4.0 38 35 34 332 3.0 2.8 2.5

Figure 93 : Spectre RMN 'H du composé PB4 (CD;0D, 600 MHz).

Le composé PB4est donc identifié comme :
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13.Elucidation structurale du composé PBs:

Le spectre de RMN 'H (figure 94) de ce composé est identique avec celui du composé PPy

isolé de Phagnalon saxatile (L) Cass. et a été déja bien détaillé dans la premiere partie.

H-3

Partie osidique

\ ; l' |
s 1 \
HSI l H-1" q((% \ ;‘

10| —

H-2'

H-8

H-6'

| “I

1 1.0 .5

as
I (gpm)

Figure 94 : Spectre RMN '"H du composé PB;5 (DMSO, 600 MHz).

Le composé PBjsest donc identifié comme :

P e e e e

OH OH

OH o

o
T

' Lutéoline7-0-f-p- glucopyranoside (Cynaroside)

~

_________________________________________
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14. Elucidation structurale du composé PA ;¢ :

Le spectre de RMN du 'H enregistré dans le méthanol (figure 95) du composé PA 4
indique la présence d’un systtme ABX : les signaux dy= 6.85 ppm (d, J= 8.2 Hz), dy= 7.42
ppm (d, J= 1.7 Hz) et oy= 7.47 ppm (dd, J= 8.2 -1.7 Hz) correspondant aux trois protons

aromatiques.

Sur le méme spectre, on constate la présence d’un singulet d’intégration 3H a dy=

2.52 ppm caractéristique d’un groupement méthyle.

!wJ_‘P o= 2 4 5
i £ :
Sl W |
|I f
JII. | 0
CH;

H-6/H-2 H-5

b |

L v
E]

1K
[T

Figure 95: Spectre RMN 'H du composé PA 4 (CD;0D, 600 MHz).

Le spectre de HSQC (figure 96) montre des taches de corrélations entre chaque proton et

le carbone qui le porte.
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Figure 96 : Spectre HSQC du composé PA 6.

Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’étude du spectre
de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC enregistrés dans le méthanol
(figure 97) qui montre une corrélation entre le groupement méthyle et le carbonyle (dc=
199.1 ppm) indique que le méthyle est liée avec CO, et la corrélation entre le CH; et le

carbone a 0c= 130.1 ppm ce qui permet de placer le carbonyle en position 1.

La présence de deux carbones oxygénés a dc= 147.0 ppm et dc= 153.1 ppm indique

que le cycle aromatique est substitué par deux groupements hydroxyles.
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CH,/C-1

CHy/CO i 200

Figure 97 : Spectre HMBC du composé PA .

Tableau 42 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Be (150 MHz) du
composé PA ¢ dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) dc
1 - 130.1
2 7.42d (1.7) 115.5
3 - 147.0
4 - 153.1
5 6.85d (8.2) 115.8
6 7.47 dd (8.2-1.7) 123.4
CO - 199.1
CHj3; 2.52s 56.4
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N

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

composé, la structure suivante :

_____________________

N e -

/

_____________________

15. Elucidation structurale du composé PA ;7 :

Les spectres de RMN 'H (figure 98) et de HMBC (figure 99) du composé PA;; est
tres proche de celui du composé PAjs, la seule différence se réside au niveau de 1’acétyle
et cela par la disparition de groupement méthyle et 1’apparition d’un singulet d’intégration

1H a 6y=9.72 ppm caractéristique d’un groupement aldéhyde.

= -

= gggs =4

1 bt aa
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Figure 98 : Spectre RMN 'H du composé PA ;7 (CD;0D, 600 MHz).
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Figure 99 : Spectre HMBC du composé PA 5.

Tableau 43 : Déplacements chimiques en RMN 'H (600 MHz) et RMN Be (150 MHz) du
composé PA 7 dans CD;OD.

Position oy m (J Hz) dc
1 - 130.1
2 7.35d (1.7) 115.0
3 - 147.2
4 - 153.2
5 6.93d(7.9) 1154
6 7.32.dd (8.2-1.7) 126.0
COH 9.71 s 192.4

Le composé PAj;est donc identifié comme :

— e ——————

3,4-dihydroxybenzaldehyde |

I
[}
1
[}
1
1
L}
[}
1
[}
1
1
L}
[}
1
[}
1
1
\
\

_____________________
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16. Conclusion :

L’étude phytochimique réalisée sur les parties aériennes de 1’espece Phagnalon
sordidum a conduit a I’isolement et a la caractérisation de 21 composés purs dont 15 ont été

identifiés, les autres sont en cours d’identification.
Deux sesquiterpenes lactoniques

e Arméfoline
e Arméxifoline

Trois flavonoides

e Chrysoériol
e Cynaroside
e Eriodictyol 7-O-f-D-glucopyranoside.

Un hydroquinone glucoside

e 1-O-f-glucopyranosyl-2(3’°,3’-diméthylallyl) hydroquinone
Un acide phénolique

e Acide caféique.

Quatre dérivés de l'acide chlorogénique

e acide 5-O- caféoylquinique (Acide chlorogénique)
e Methyl 5-O-caffeoylquinate

e Methyl 3-O-caffeoylquinate

e acide 3,5-di- O-Caffeoylquinique.

Un dérivé d’ O-hétéroside
e 3.4-dihydroxy-4-(2-hydroxy-4-acetylphenyl)-2-[(-O-f-D- glucopyranoside)methyl]-
but-1-ene (nauplathizine)

Trois composés phénoliques

e Ameliaroside
e 3,4-Dihydroxyacetophenone
e 3.4-dihydroxybenzaldehyde
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Chapitre II1 Activités biologiques, dosage des polyphénols et flavonoides

1. Dosage des composés phénoliques :

La détermination de la teneur en phénols totaux des extraits bruts de P. saxatile et P.
sordidum a été faite en utilisant la méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteux). La teneur en
polyphénols des extraits : chloroformique (ECPA), acétate d’éthyle (EAPA) et butanolique
(EBPA) de la plante P. saxatile, chloroformique (ECPO), acétate d’éthyle (EAPO) et
butanolique (EBPO) de I’espece P. sordidum varie entre 60.6+1,98 et 402.4+5.37 mg/g de

matiere seche (tableau 44).

Les résultats montrent que les extraits acétate d’éthyle et butanolique des deux plantes
sont riches en polyphénols, en comparant avec les extraits chloroformique. En effet, les
extraits EAPA et EAPO sont les plus riches en polyphénols (402.44+5.37mg/g,
394.8+0.00mg/g respectivement).

Tableau 44 : Teneur en phénols totaux des plantes P. saxatile et P. sordidum.

Extraits Teneur en phénols totaux (mg/g)
Plantes
ECPA 78.4+1.41
Phagnalon saxatile EAPA 402.4+5.37
EBPA 374.9+4.38
ECPO 60.6£1,98
Phagnalon sordidum EAPO 394.8+0.00
EBPO 327.6+1.13

L’extrait acétate d’éthyle de Phagnalon graecum semble étre le plus riche en
polyphénols (219.08 £+ 6.96 mg/g) en comparant avec les extraits MeOH et CHCl; (150.74 +
4.95 mg/g, 47.07 £ 4.33 mg/g, respectivement) (Erdogan et al., 2013). D’apres les valeurs de
ce dosage les plantes étudiée P. saxatile et P. sordidum sont plus riches en polyphénols que

Phagnalon graecum.
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2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides des extraits bruts de P. saxatile et P. sordidum a été réalisé
selon la méthode de nitrate d’aluminium en utilisant comme standard la quercétine, les teneurs

en flavonoides sont exprimées en mg EQ/g d’extrait (tableau 45).

Tableau 45 : Teneur en flavonoides des plantes P. saxatile et P. sordidum.

Extraits Teneur en flavonoides (mg/g)
Plantes

ECPA 62.06+2.21
Phagnalon saxatile EAPA 136.25+6.54

EBPA 148.00£0.71

ECPO 29.25+0,18
Phagnalon sordidum EAPO 179.00+5.66

EBPO 122.0045.66

Les résultats, présentés dans le tableau 45, montrent que les teneurs en flavonoides
varient entre les différents extraits. On remarque que les extraits acétate d’éthyle et
butanolique des deux plantes sont riches en flavonoides en comparant avec les extraits
chloroformiques. L’extrait EAPO de P. sordidum enregistre un maximum de flavonoides
(179.00+5.66 mg/g) tandis que les extraits EBPO et ECPO renferment des teneurs de 1.64 a
6.11 fois plus faibles (122.00+5.66 et 29.25+0,18 mg/g, respectivement).

En ce qui concerne les extraits de P. saxatile, ’EBPA a montré une meilleure

richesse en flavonoides (148.00+0.71 mg/g), par rapport a I’extrait EAPA et ’ECPA.

Cependant ces valeurs sont nettement inférieures a celles des extraits chloroforme,
acétate d’éthyle et méthanol de 1’espece Phagnalon graecum qui a montré une meilleure
richesse en flavonoides (711.46+8.71, 380.45+6.14 et 285.61+£6.25 mg/g, respectivement)
(Erdogan et al., 2013).
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3. Activité antioxydante :

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer I’activité antioxydante. Dans cette étude
les propriétés antioxydantes des extraits d’éther de pétrole, de chloroforme, d’acétate
d’éthyle et de n-butanol des especes Phagnalon saxatile et Phagnalon sordidum ont été
testées par quatre méthodes : radical libre DPPH’, ABTS™*, CUPRAC et DMSO alcalin. Les
résultats, sauf pour le dosage CUPRAC, ont été enregistrés a la concentration 50%

d’inhibition (Clsp).

3.1. Activité anti-radicalaire DPPH :

Les pourcentages d’inhibition de 1’activité anti-radicalaire révelent que tous les
extraits étudiés des deux plantes sauf les extraits EEPO et ECPO de la plante P. sordidum ont

des propriétés antioxydantes intéressantes (tableau 46).

Tableau 46 : Pouvoir anti-radicalaire (DPPH’) des extraits étudiés.

Plantes Extraits Clso (ng/mL) Cl5o du BHA Cl5o du BHT
(ng/mL) (ng/mL)
EEPA 35.54+2.17
Phagnalon ECPA 16.97+£0.96
saxatile EAPA 15.58+0.10
EBPA 10.37x0.94 5.7320.41 22.32+1.19
EEPO >200
Phagnalon ECPO 77.83+£2.58
sordidum EAPO 13.19+1.51
EBPO 24.19+3.04

D’apres le tableau 46, les extraits ECPA, EAPA et EBPA du P. saxatile ont présenté
une meilleure activité antiradicalaire avec une Clsp=16.97+0.96 pug/mL, Cl5=15.58+0.10
pug/mL et Clsp=10.37£0.94 pg/mL respectivement, méme supérieure a celle du standard le
BHT (Cls50=22.32+1.19 pg/mL). L’extrait EEPA a aussi manifesté une bonne activité en

comparant avec le BHT. Par contre, I’extrait EEPO de P. sordidum n’a montré aucune activité
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anti-radicalaire, alors que [Iactivité antioxydante manifestée par Dextrait ECPO

(IC50=77.83+2.58ug/mL) est 3 fois inférieure a celle du standard BHT.

En comparaison avec 1’antioxydant standard, 1’extrait EAPO, avec une
Clsp=13.19£1.51 pg/mL, est deux fois plus grande que celle du BHT alors que I’extrait
EBPO, avec une Clsp=24.19+£3.04 pg/mL est tres proche de la valeur du BHT.

En se basant sur ces résultats obtenus, on peut conclure que la variation de
capacité antioxydante de ces extraits comparativement a celle du témoin BHT pourrait
étre principalement due a la présence des flavonoides, des acides caffeoylquinique et d’autre

composés phénoliques, et a leur taux dans ces extraits (tableau 44).
3.2.Essai de décoloration du radical cation ABTS " :

Les résultats de ce test montrent que les extraits testés ont une activité
antioxydante, mais aucun d’entre eux n’a montré une meilleure activité que les

standards BHA (Cl50=1.81£0.10 pg/mL) et BHT (ClI50=1.29+0.30 pg/mL) (tableau 47).

Tableau 47 : Pouvoir d’inhibition de I’ABTS™ par les extraits étudiés.

Plantes Extraits ClIso (ng/mL) CIso du BHA Clso du BHT
(ng/mL) (ng/mL)
EEPA 34.21+0.57
Phagnalon ECPA 5.53+1.14
saxatile EAPA 3.73+0.25
EBPA 3.600.24 1.810.10 1.2940.30
EEPO 55.99+0.59
Phagnalon ECPO 13.62+0.56
sordidum EAPO 3.02+0.25
EBPO 5.31£0.50

Pour P. saxatile, les extraits ECPA, EAPA et EBPA ont montré une meilleure activité
antioxydante par rapport au extrait EEPA, avec des Clsy de 5.53+1.14 pg/mL, 3.73+0.25
ug/mL et 3.60+0.24 ug/mL, respectivement, dues a une richesse en flavonoides tels que les
dérivés de la Lutéoline et Apigénine mais elle reste inférieure a celles des standards BHA

(Clsp=1.81£0.10 pg/mL) et BHT (Clso= 1.2940.30 pg/mL).
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Les résultats obtenus montrent que les deux extraits EAPO et EBPO de la plante P.
sordidum, sont plus actifs que les autres extraits EEPO et ECPO, ils montrent aussi que
I’extrait EAPO est le plus actif (Cls50=3.02+0.25 pg/mL), cela est due a la présence des
flavonoides (Chrysoériol, Cynaroside et Taxifoline 7-O-f-D-glucopyranoside) dans cet

extrait.
3.3.La réduction cuprique (CUPRAC) :

En comparant les résultats de la réduction cuprique de nos extraits avec celle des

standards, on constate qu’aucun extrait n’a montré une meilleure activité que le BHA.
Le classement des extraits par ordre d’efficacité est le suivant :

BHA (3.64 ug/mL)>EAPO (5.59 pg/mL)>EAPA (5.63 ug/mL)>EBPA (7.39 ug/mL)> EBPO
(8.62 ug/mL)>BHT (9.62 pg/mL)>ECPA (15.01 pg/mL)>ECPO(24.38 pg/mL)>EEPA
(64.70pg/mL)> EEPO (89.75ug/mL) (tableau 48).

Tableau 48 : Réduction du CUPRAC par les extraits étudiés.

Plantes Extraits Ays (ug/mL) Ays du BHA Ayps du BHT
(ng/mL) (ng/mL)
EEPA 64.70+4.67
Phagnalon ECPA 15.01+0.31
saxatile EAPA 5.63+0.11
EBPA 7.39£0.07 3.64+0.19 9.62+0.87
EEPO 89.75+0.00
Phagnalon ECPO 24.38+0.56
sordidum EAPO 5.59+0.08
EBPO 8.62+0.15

D’apres ce classement, on remarque que les extraits EAPO, EAPA, EBPA et EBPO
ont manifest¢ une forte activité inhibitrice du CUPRAC qui est meilleure que celle de
standard BHT. Les extraits polaires sont tres riches en polyphénols. Les polyphénols
présents dans P. saxatile et P. sordidum sont probablement responsables de I’inhibition du

CUPRAC.
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3.4.Test d’effet scavenger du superoxyde produit par DMSO
alcalin :

Les résultats obtenus montrent que tous les extraits présentent 1’effet scavenger d’une

maniere dose dépendante (tableau 49).

Tableau 49 : Pouvoir d’inhibition Clsy des extraits étudiés par DMSO alcalin.

Plantes Extraits ClIso (ug/mL) CIs( de I’acide Cl5p de l’a-
ascorbique tocophérol
(ng/mL) (ng/mL)
EEPA 37.15+0.77
Phagnalon ECPA 5.24+0.89
saxatile EAPA 2.26+0.21
EBPA 2.200.18 7.59+1.16 31.5242.22
EEPO 26.53%£2.16
Phagnalon ECPO 14.02+0.73
sordidum EAPO 8.59+1.54
EBPO 5.48+0.32

Les résultants des Clsq (tableau 49) de P. saxatile montre que les extraits EAPA et
EBPA présentent 1’effet scavenger le plus puissant (2.26+0.21 pg/mL, 2.20+0.18 pug/mL
respectivement) suivi par ’extrait ECPA (5.24+0.89 pg/mL). L’extrait le moins actif parmi
les extraits de P. saxatile c’est1’extrait EEPA avec une Clsy de 37.15£0.77 pg/mL et il est
15 fois moins actif que I’ EBPA. Ces résultats sont tres significatifs en comparant avec
Clso de I’acide ascorbique (7.59+1.16 pg/mL). Les extraits polaires de P. saxatile EAPA et
EBPA ont été¢ trouvé les plus riches en polyphénols qui sont probablement responsables du

taux élevé d’effet scavenger.

L’extrait le plus actif, parmi les extraits de P. sordidum, c’est ’EBPO avec une Cls, de
5.48+0.32 pg/mL I’EAPO, DI’ECPO (8.59+1.54 et 14.02+0.73 pg/mL,
respectivement) et ’EEPO 26.53+2.16 pg/mL. Concernant 1’extrait EBPO est le plus actif

suivi par

que les autres. Cette différence est due a la présence des flavonoides et des acides phénoliques

dans cet extrait qui influe sur leur activité.
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De ces résultats d’études de I’activité antioxydante, par 4 méthodes complémentaires,
il apparait que les deux especes montrent une bonne activité qui peut é&tre expliqué par la
nature des composés phénoliques isolés qui sont des acides phénoliques tel que 1’acide

caféique et ses dérivés; les flavonoides comme la Lutéoline et I’ Apigénine glycosylée.
4. Activité antibactérienne :

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a évaluer l'activité antibactérienne
des deux extraits de P. saxatile (EEPA et ECPA) par la méthode de diffusion sur disque. Les
extraits a tester vis-a-vis de 10 germes pathogenes, dont 3 souches de références et 7 souches
hospitalieres. L’extrait EEPA a permis d’obtenir des valeurs importantes de diametre
d’inhibition pour les souches: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec une zone
d’inhibition de 18 mm et Klebsiella pneumoniae SH avec une inhibition modérée de 15 mm
(tableau 50) et un effet inhibiteur prometteur vis-a-vis des autres souches. Cependant,
I’ECPA était plus actif contre Escherichia coli ATCC 25922 (15 mm) et Escherichia coli SH
(15 mm).

Tableau 50 : Activité antibactérienne (zone d’inhibition) des extraits étudiés.

Zone d’inhibition (mm)
Microorganisme EEPA ECPA Ampicilline
Escherichia coli ATCC 25922 10 15 18
Escherichia coli SH 10 15 -
Staphylococcus aureus ATCC 43300 9 11 30
Staphylococcus aureus SH 11 11 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 18 13 -
Pseudomonas aeruginosa SH 11 13 -
Klebsiella pneumoniae SH 15 14 14
Enterobacter aerogenes SH 10 13 20
Salmonella heidelberg SH 14 10 -
Shigella sonnei SH 12 12 -

Ces valeurs des zones d’inhibition nous ont encouragées a procéder a la

détermination de la CMI dont les valeurs ont varié entre 1280 et 20 pg/mL (tableau 54). La
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meilleure CMI a été constatée pour I’extrait chloroformique vis-a-vis des trois souches testées

a une concentration de 20 ug/mL (tableau 51).

Tableau 51 : Résultats des CMI de ’activité antibactérienne des extraits étudiés.

CMI (pg/mL)
Microorganisme EEPA ECPA Ampicilline
Escherichia coli ATCC 25922 80 20 10
Escherichia coli SH 80 80 -
Staphylococcus aureus ATCC 43300 80 80 5
Staphylococcus aureus SH 80 80 -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 80 20 -
Pseudomonas aeruginosa SH 80 20 -
Klebsiella pneumoniae SH 80 80 10
Enterobacter aerogenes SH 80 80 -
Salmonella heidelberg SH 80 1280 -
Shigella sonnei SH 80 80 -

Par ailleurs, il a été rapporté que les extraits éthanol et eau de 1’espece P. rupestre
possedent une activité antibactérienne vis-a-vis de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa and K.

pneumoniae (Ali-Shtayeh et al., 1998).

Ces résultats bibliographiques viennent conforter nos résultats d’effet antibactérien des

extraits EEPA er ECPA vis-a-vis des souches testées.

5. Activité cytotoxique des produits purs de I’espece Phagnalon
saxatile :
L’activité cytotoxique des produits purs (PP3;, PP4 et PPjy) de 1’espece Phagnalon

saxatile a été réalisée contre les cellules HT1080, A549 et MCF7. Les composés concernés

par I’évaluation de leur activité cytotoxique sont reportés dans le tableau 52.
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Tableau 52 : L’activité cytotoxique des produits de 1’espece Phagnalon saxatile.

Composé Structure Cls¢/ (u1M)
HT1080 AS549 MCF7
48 + 1.1 - -
PP;
33.2+0.5 77.0+£09 | 37.0 £ 0.7
PP,
44.0+0.8 - -
1
PPy 6 2
5 3
KO3SO! A OCHg
OH

On constate, a partir de ce tableau, que les trois composés ont montré des
activités cytotoxiques avec des valeurs de Clsy comprises entre 33.2 et 48 uM vis-a-vis les
lignées cellulaires HT1080. Le composé Pp4 étant le plus actif avec des Clso de 33.2, 37.0 et
77.0 vis-a-vis des lignées cellulaires fibrosarcomes (HT1080), les lignées de cellules
tumorales mammaires (MCF7) et les lignées cellulaires cancéreuses du poumon (A549)
respectivement. En revanche, les composés Pps et Ppjo se sont révélés étre totalement inactifs

vis-a-vis des lignées cellulaires MCF7 et A549.
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Conclusion Générale

Dans le cadre de recherche de substances naturelles biologiquement actives,
deux especes du genre Phagnalon de la famille des Asteraceae : Phagnalon saxatile (L)
Cass., Phagnalon sordidum L. ont fait 1’objet de I’étude phytochimique et biologique

(Activités antioxydante, antibactérienne et cytotoxique).

En ce qui concerne Phagnalon saxatile, les travaux d’extraction, séparation et de
purifications de la phase acétate d’éthyle et butanolique nous ont permis d’isoler et
d’identifier, par D’analyse spectroscopique (UV-Visible, la RMN et ses séquences,
bidimensionnelle : COSY, HSQC, HMBC, I’hydrolyse acide ainsi que la spectrométrie de
masse) et par comparaison avec la littérature, dix produits :

e Chrysoériol

e Apigénine

e Apigénine 7-O-f-D- glucopyranoside (Apigétrine)

e Lutéoline

e Lutéoline 4'-O-f-D-glucopyranoside

e Lutéoline7-0-f-D- glucopyranoside (Cynaroside)

e Potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate

e acide 3,5-Di-O- Caffeoylquinique méthyl ester

e 1-O-f-glucopyranosyl-2(3’°,3’-diméthylallyl) hydroquinone

e 1-O-f-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-[(E) 2-oxo-3-butenyl)|benzene

A notre connaissance, le dernier composé est isolé pour la premiere fois dans le regne végétal.

L’investigation phytochimique des parties aériennes de 1’espece Phagnalon sordidum a

conduit a I’isolement de 21 composés dont 15 ont été identifiés.
2 composés ont été isolés de la phase chloroformique:

e Arméfoline

e Arméxifoline
8 composés obtenus a partir de la phase butanolique dont 3 flavonoides, deux acides
caffeoylquinique, une hydroquinone glucoside, un O-hétéroside et un composés phénolique

glucoside.

e Chrysoériol
e Cynaroside
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e Eriodictyol 7-O-f-D-glucopyranoside

e acide 3,5-di- O-Caffeoylquinique.

e acide 5-0- acide caféoylquinique (Acide chlorogénique)

e 1-O-f-glucopyranosyl-2(3’,3’-diméthylallyl) hydroquinone

e 3.,4-dihydroxy-4-(2-hydroxy-4-acetylphenyl)-2-[(-O-f-D- glucopyranoside)methyl]-
but-1-ene (nauplathizine)

e Ameliaroside

Et 5 composés isolés de la phase acétate d’éthyle :

e Acide caféique.

e Methyl 3-O-caffeoylquinate
e Methyl 5-O-caffeoylquinate
e 3.4-Dihydroxyacetophenone
e 3.4-dihydroxybenzaldehyde

Le potentiel antioxydant de Phagnalon saxatile (L.) Cass. et Phagnalon sordidum L. a
été déterminé par 4 méthodes différentes : DPPH, ABTS, CUPRAC et la méthode d’effet
scavenger du superoxyde. Les résultats ont montré que les extraits testés possedent une
bonne activité antioxydante grace a sa composition riche en flavonoides et polyphénols,

révélée par le dosage des flavonoides et des polyphénols totaux.

L’activité antibactérienne des extraits éther de pétrole et chloroformique de 1’espece
Phagnalon saxatile a été testée vis-a-vis de dix souches bactériennes (ATCC et SH) par la
méthode de diffusion sur disque et de détermination de la CMI. L’extrait éther de pétrole a
présenté la meilleure antibactérienne contre Pseudomonas aeruginosa ATCC et Klebsiella
pneumoniae SH, tandis que Escherichia coli ATCC et Escherichia coli SH étaient les souches

les plus inhibées par 1’extrait chloroforme.

Les produits (1-O-B-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E)  2-oxo0-3-butenyl)
benzene, 1-O-f-glucopyranosyl-2(3’,3’-diméthylallyl) hydroquinone et le Potassium 4-
hydroxy-3-methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate) isolés de Phagnalon saxatile, ont

manifesté une activité cytotoxique modérée, par la méthode du MTT.
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Résume

Nos travaux phytochimiques et biologiques concernent les parties aériennes de deux
especes appartenant a la famille des Asteraceae : Phagnalon saxatile (L) Cass. et Phagnalon
sordidum L. Différentes méthodes chromatographiques de séparation ont permis
I’isolement de dix composés des extraits acétate d’éthyle et butanolique de Phagnalon

saxatile dont un nouveau, et vingt un composés de Phagnalon sordidum.

La détermination structurale a été réalisée par les différentes méthodes
d’analyses spectroscopiques : résonance magnétique nucléaire et ses différentes applications
(RMN-lH, RMN-BC, COSY, HSQC et HMBC), la spectrometrie de masse, [’ultra-violet,

I’hydrolyse acide ainsi que par la comparaison des résultats avec les données de la littérature.

4 méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante de Phagnalon
sordidum et Phagnalon saxatile. Cette derniere a montré une bonne activité avec les 4
méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC et la méthode d’effet scavenger du superoxyde alors que

Phagnalon sordidum a manifesté une activité modérée avec les tests du DPPH et CUPRAC.

Par ailleurs, les extraits éther de pétrole et chloroformique de 1’espece Phagnalon
saxatile ont montré une activité antibactérienne modérée vis-a-vis de dix souches testées. Les
produits (1-O-p-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl) benzene, 1-O-f-
glucopyranosyl-2(3°,3’-diméthylallyl) hydroquinone et le Potassium 4-hydroxy-3-
methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate) isolés de Phagnalon saxatile, ont manifesté une

activité cytotoxique modérée, par la méthode du MTT.

Mots clés : Asteraceae, Phagnalon saxatile, Phagnalon sordidum, activité antioxydante,

activité antibactérienne, cytotoxicité.



Abstract

Our phytochemical and biological works concerned the aerial parts of two species
belonging to Asteraeae family : Phagnalon saxatile (L) Cass. and Phagnalon sordidum L.
Several chromatographic methods allowed us to isolate ten products from the n-butanol and
ethyl acetate extracts of Phagnalon saxatile from which one is new, and twenty one products

from Phagnalon sordidum.

Structures were determined by different spectral methods: nuclear magnetic
resonance with different applications (NMR 'H, NMR °C, COSY, HSQC and HMBC), the

mass spectrometry, UV, acid hydrolysis as well as comparison with literature data.

4 methods were used to evaluate the antioxidant activity of Phagnalon sordidum and
Phagnalon saxatile. The latter showed a good activity by the use of 4 methods: DPPH, ABTS,
CUPRAC and superoxide radical scavenging activity by alkaline DMSO whereas Phagnalon
sordidum exhibited a moderate activity with DPPH and CUPRAC tests.

Furthermore, petroleum ether and chloroform extracts from Phagnalon saxatile
showed moderate antibacterial activity against the tested strains. The isolated products (1-O-
S-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl) benzene, 1-O-f-glucopyranosyl-
2(3’,3’-diméthylallyl) hydroquinone and Potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoique acide
methyl ester-5-sulfate) from Phagnalon saxatile showed a moderate cytotoxic activity by the

use of MTT method.

Keywords : Asteraceae, Phagnalon saxatile, Phagnalon sordidum, antioxidant activity,

antibacterial activity, cytotoxicity.
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1. Introduction

Phagnalon is one of the Euro-Mediterranean genuses, which is represented by about 36
species distributed throughout Northeastern tropical Africa, the Macaronesian region, the
Mediterranean basin, the Irano-Turanian and the Saharo-Arabian regions, but its greatest
diversity is found in the Arabian Peninsula (Abid and Qaiser 2008). Phagnalon species are
used in folk medicine as antiallergic, antioxidant, anti-inflammatory and in the treatment of
asthma and headache (Ali-Shtayeh and Yaghmour 1998; Conforti et al. 2010; Haddouchi
et al. 2014). Many reports have shown that Phagnalon species possess biological properties
e.g. hypertensive, anticholinesterase, antimicrobial, antibacterial, antiproliferative and cyto-
toxic activities (Hausen and Schulz 1977; Conforti et al. 2010; Wamidh and Mahasneh 20103,
2010b). The phytochemistry of the genus Phagnalon is not well-known, only four of the 36
recorded Phagnalon species have been subjected to phytochemical examination. It appears
that flavones glycosides (apigenin and its derivative and luteolin and its derivatives), pre-
nylhydroquinone glycosides and dicaffeoylquinic acid derivatives are characteristics to this
genus (Dolci and Tira 1982; Gongora et al. 2001; 2002; Conforti et al. 2010). In addition,
terpenoids were reported from Phagnalon species (Bicchi et al. 1979; Epifano et al. 2002).
Phagnalon saxatile (L.) Cass. growing in Algeria is a fairly common Mediterranean plant,
which grows on walls and rocks, but also in rocky lawns. The leaves, very narrow, are green
on the upper side and cottony underneath. The heads are solitary at the extremity of the
branches. The external bracts are bent outwards (Quezel and Santa 1963). The essential oil
of the aerial parts of the plant was found to contain sesquiterpenes, fatty acids and waxes
(Conforti et al. 2010). In addition, 3,3-dimethylallyl-p-benzoquinone and flavonoids such as
apigenin, apigenin-7-glucoside and luteolin were reported from this plant but phytochemical
data are incomplete and pharmacological information on the plant and its metabolites are
lacking (Conforti et al. 2010). In the present work, a new 2-alkylhydroquinone glucoside (1),
along with nine known compounds (2-10), was isolated from the air-dried extracts of P.
saxatile. The cytotoxic activity of the three most original compounds (1-3) was tested against
HT1080, A549 and MCF7 cells lines.

2. Results and discussion

The EtOAc and the n-BuOH extracts of the aerial parts of P. saxatile (L) Cass. were subjected
to combined chromatographic methods to obtain a new 2-alkylhydroquinone glucoside (1)
(Figure 1), in addition to nine known compounds (2-10) (see Figure S1). They include potas-
sium 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid methyl ester-5-sulphate (2) (Benmerache et al. 2017),
hydroquinone glucoside, 1-O-3-p-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-(3',3'-dimethyl-allyl)ben-
zene (3) (Gongora et al. 2001), six flavonoids, apigenin 7-O-3-p-glucopyranoside (4), luteo-
lin-4'-O-B-p-glucopyranoside (5), luteolin-7-O-B-p-glucopyranoside (6), 3'-methoxyluteolin
(7), apigenin (8) and luteolin (9) (Dommisse et al. 1986; Agrawal and Bansal 1989; Nacer
et al. 2006; Touafek et al. 2011), and dicaffeoylquinic acid derivative, 3,5-di-O-caffeoylquinic
acid methyl ester (10) (Timmermann and Hoffmann 1983). The isolated compounds were
identified by analysis of 'H and '>*C NMR spectra along with 2D experiments (COSY, HMBC,
HSQC, NOESY and HMBC) and by comparison with those reported in the literature.
Compound 1 displayed a pseudo-molecular ion peak at m/z 363.1053 [M + Na]* (Calcd
for C. .H, O Na, 363.1056) indicating its molecular formula to be C,_.H  O.. The '"H NMR

16° 2078 16° 208"
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Figure 1. Chemical structure of compound 1 isolated from P. saxatile (L.) Cass.

spectrum displayed the signal pattern typical of an alkylhydroquinone (David et al. 1998;
Géngora et al. 2001): three aromatic protons (H-3, H-5 and H-6) exhibited an ABX system (&,
7.04,6.81 and 7.11, respectively), two olefinic protons conjugate to a carbonyl group at 9,
6.61 and 7.99, and one methyl group at 8, 2.33 arising from a prenyl residue. This was con-
firmed by analysis of the '*C NMR spectrum, which showed six aromatic signals, two of them
were oxygenated (6. 149.7 and 153.2), two olefinic carbons (5. 128.1 and 138.1), one methyl
(6 27.4) and one carbonyl carbon (6. 199.1). The analysis of COSY spectrum showed corre-
lation between the two olefinic protons with the coupling constant of 16.6 Hz, indicating a
trans configuration of the double bond. In the HMBC spectrum, the carbon of a ketone group
at 6. 199.1 showed correlations with the two olefinic protons H-3" at 6, 6.61 and H-4" at o,
7.99 and the methyl H,-1 "at 6H 2.33.These latter were correlated to the carbon C-3' (6C1 28.0),
indicating the presence of a 3-buten-2-one moiety as in a phenyl butanoid glucoside, isolated
from Hypochoeris radicata (Ohmura et al. 1989). In addition, an anomeric proton at 6, 4.66
and six methine protons, appearing between 3.17 and 3.65 ppm, were attributed using the
COSY spectrum. Their corresponding carbons identified by the HSQC spectrum are charac-
teristic of a glucopyranose moiety (Ohmura et al. 1989; Géngora et al. 2001) (see Table S1).
The HMBC spectrum indicated that the glucose was attached to the hydroxylated carbon
C-1at 6. 149.7 which correlated to the anomeric proton H-1" at §,, 4.66. This was confirmed
by the ROESY correlation between the aromatic proton H-6 and H-1". The olefinic proton
H-4"at 6, 7.99 showed HMBC correlations with carbons C-1, C-2 and C-3, indicating that the
butanone moiety was attached to the C-2 position. This was confirmed by the HMBC corre-
lation between the quaternary carbon C-2 at & 125.6 to the olefinic proton H-3". The remain-
ing oxygenated carbon C-4 (6. 153.2) exhibited a *J_, correlation with the aromatic proton
H-6 (6. 7.11). All these results led us to identify compound 1 as 1-O-B-p-glucopyranosyl-1,4-
dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl)benzene.

The cytotoxic activity of methyl 3,5-dicaffeoylquinate (10) was previously described. It
inhibited cell proliferation of HT-29 (Hu et al. 2011) and Hela cells (Hu et al. 2014), but was
inactive on MCF7 and KB cells (Watchara et al. 2016). As flavonoids 4-9 are well-known
compounds found in most plant species, we have evaluated only the cytotoxic activity of
the three most original compounds from this species. The new alkylhydroquinone glucoside
1 and its derivative 3, and the potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid methyl ester-
5-sulphate (2), previously isolated in our laboratory for the first time (Benmerache et al.
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2017), were tested for their cytotoxic activity against HT1080, MCF7 and A549 cell lines (Table
S2). Compound 3, showed moderate cytotoxic activity against HT1080, MCF7 and K562 cells
with IC, values of 33.2, 37.0 and 77.0 uM, respectively. Compounds 1 and 2 showed also
moderate cytotoxicity on HT1080 cells only with IC, values of 48.0 and 44.0 uM, respectively.
The butanone side chain in compound 1 seems to be unfavourable to the cytotoxic activity
compared to the isoprenyl side chain in compound 3.

3. Experimental
3.1. General experimental procedures

NMR spectra were carried in MeOH-d, and DMSO on Bruker Avance DRX Il 500 instruments.
HR-ESI-MS experiment was performed using a Micromass Q-TOF micro instrument.
Compounds were observed under UV light at 254 and 365 nm or visualised by spraying the
dried plates with 50% H,SO,, followed by heating. CC was carried out on Kieselgel 60 (63~
200 mesh) or polyamid SC6 Merck.

3.2. Plant material

The aerial parts of P. saxatile (L.) Cass. were collected in April 2013 from Constantine (Eastern
Algerian). The plant was authenticated by Mr. Kamel Kabouche. A voucher specimen (LOST
Phs04/13) was deposited at the herbarium of the Laboratory of Therapeutic Substances
(LOST), faculty of Sciences, University of Constantine, Algeria.

3.3. Extraction and isolation

Air-dried aerial part of P. saxatile (L.) Cass. (1200 g) were extracted with the mixture of ethanol
and water (8:2) for 48 h, at room temperature. The solvent was removed under reduced
pressure. The 80% EtOH extract was suspended in water and fractionated with solvents of
increasing polarity to obtain petroleum ether (1.05 g), CHCI3 (1.86 g), EtOAC (11.32 g) and
n-BuOH (25.31 g) fractions. The n-BuOH and EtOAc fractions were combined (20 g) and col-
umn chromatographed on polyamid SC6 eluting with a gradient of toluene-MeOH with
increasing polarity to yield 20 fractions (F1-F20, respectively). Compounds 7 (20 mg), 4
(16 mg), 5 (12.5 mg) and 2 (15 mg) were precipitated from fractions F10, F14, F15 and F17,
respectively. Fraction F12 (673 mg) was separated on silica gel column chromatography
eluted with CHCI3—MeOH with increasing polarity to afford compounds 1 (7 mg), 3 (9 mg)
and 8 (10 mq). Fraction F16 (915 mg) was further subjected to silica gel column chromatog-
raphy eluted with CHCl,-MeOH with increasing polarity to give compounds 6 (4.5 mg), 9
(4 mg) and 10 (6 mg).

3.3.1. 1-O-B-p-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl)benzene(1)

Was obtained as a white amorphous solid, [«]3’ + 48° (c 0.58, MeOH), "H NMR (600 MHz,
DMSO): 6H 7.04 (d, J= 2.8 Hz, H-3),6.81 (dd, J= 8.9, 2.8 Hz, H-5), 7.11 (d, J = 8.9 Hz, H-6), 6.6
(d, J=16.6 Hz, H-3"), 7.99 (d, J= 16.6 Hz, H-4'), 2.33 (s, 3H-1), 4.66 (d, J=7.5 Hz, H-1"), 3.29
(m, H-2"),3.25 (t,J= 8.3 Hz, H-3"), 3.17 (t,J = 8.9 Hz, H-4"), 3.24 (m, H-5), 3.48 (m, H-6"a), 3.69
(brd, J=11.6 Hz, H-6"b), "*C NMR (150 MHz, DMSO): dc 149.7 (C-1), 125.6 (C-2), 112.8 (C-3),
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153.2 (C-4), 119.3 (C-5), 119.6 (C-6), 27.4 (C-1"), 199.1 (C-2'), 128.0 (C-3), 138.7 (C-4'), 102.9
(C-1"), 73.9 (C-2"), 77.0 (C-3"), 70.2 (C-4"), 77.5 (C-5"), 61.3 (C-6"). HR-ESI-MS [M + Na]*m/z
363.1053 (Calcd for C, .H, O.Na, 363.1056).

16° 2078

3.4. Cell proliferation assay

The fibrosarcoma cells HT1080 were cultured in Minimum Essential Media (MEM), while
human lung cancer cells A549 and MCF7 were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM), supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS) and 1% Penicillin
Streptomycin (PS) at 37 °C with 5% CO, and harvested every three days for maintenance.
Compounds 1-3 were dissolved in DMSO to be tested.

HT1080, A549 and MCF7 cells were plated at a density of 10* cells/mL in 24-well plates,
in fully humidified incubator (5% Co,,37°Q). After 24 h, the culture medium was discarded
and cells were treated with the compounds in a fresh culture medium at various concentra-
tions for 72 h. Therefore, the cells were washed once with 1 mL of D-PBS and then detached
with 0.2% Trypsin/EDTA. Cell counting was carried out on a KOVA® slide and with a phase
contrast microscope as indicated by the manufacturer’s. Camptothecin and doxorubicin
were used as positive control. The results of these assays were used to determine the IC, as
the concentration of each compound which induced 50% inhibition of cell growth.

4. Conclusions

In summary, one new 2-alkylhydroquinone glucoside, together with nine known compounds,
including six flavonoids, were isolated from the aerial parts of P. saxatile (L.) Cass. Four from
the six known flavonoids: apigenin (8), apigenin 7-O-3-b-glucopyranoside (4), luteolin (9)
and luteolin-4-O-B-p-glucopyranoside (5) were previously isolated from P. saxatile (L.) Cass.
(Conforti et al. 2010). Luteolin-7-O-B-p-glucopyranoside (6) was previously reported from
P. rupestre (Géngora et al. 2002), and 3'-methoxyluteolin (7) was isolated for the first time
from the Phagnalon genus. The prenylhydroquinone 1-O--pD-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-
2-(3',3'-dimethylallyl)benzene (3) was isolated from P. rupestre (Géngora et al. 2001), and
3,5-di-O-caffeoylquinic acid methyl ester (10) was reported from P. rupestre (Géngora et al.
2002) and P. saxatile (L.) Cass. (Conforti et al. 2010). Potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoic
acid methyl ester-5-sulphate was isolated for the first time from the Phagnalon genus.
Compound 3, showed a moderate cytotoxic activity against HT1080, MCF7 and K562
whereas compounds 1 and 2 showed also moderate cytotoxicity on HT1080 cell line only.

Supporting information

Cytotoxic activity of compounds 1-3, Figure S1 and HR-ESI-MS, "H and "*C NMR, COSY, HMBC,
HSQC and NOESY spectra for compound 1.
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Résume

Nos travaux phytochimiques et biologiques concernent les parties aériennes de deux
especes appartenant a la famille des Asteraceae : Phagnalon saxatile (L) Cass. et Phagnalon
sordidum L. Différentes méthodes chromatographiques de séparation ont permis
I’isolement de dix composés des extraits acétate d’éthyle et butanolique de Phagnalon
saxatile dont un nouveau, et vingt un composés de Phagnalon sordidum.

La détermination structurale a été réalisée par les différentes méthodes
d’analyses spectroscopiques : résonance magnétique nucléaire et ses différentes applications
(RMN-'H, RMN-"C, COSY, HSQC et HMBC), la spectrometrie de masse, I’ultra-violet,
I’hydrolyse acide ainsi que par la comparaison des résultats avec les données de la littérature.

4 méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante de Phagnalon
sordidum et Phagnalon saxatile. Cette derniere a montré une bonne activité avec les 4
méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC et la méthode d’effet scavenger du superoxyde alors que
Phagnalon sordidum a manifesté une activité modérée avec les tests du DPPH et CUPRAC.

Par ailleurs, les extraits éther de pétrole et chloroformique de 1’espece Phagnalon
saxatile ont montré une activité antibactérienne modérée vis-a-vis de dix souches testées. Les
produits (1-O-f-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl) benzene, 1-O-f-
glucopyranosyl-2(3°,3’-diméthylallyl) hydroquinone et le Potassium 4-hydroxy-3-
methoxybenzoate de méthyl-5-sulfate) isolés de Phagnalon saxatile, ont manifesté une
activité cytotoxique modérée, par la méthode du MTT.

Mots clés : Asteraceae, Phagnalon saxatile, Phagnalon sordidum, activité antioxydante,
activité antibactérienne, cytotoxicité.

Abstract

Our phytochemical and biological works concerned the aerial parts of two species
belonging to Asteracae family : Phagnalon saxatile (L) Cass. and Phagnalon sordidum L.
Several chromatographic methods allowed us to isolate ten products from the n-butanol and
ethyl acetate extracts of Phagnalon saxatile from which one is new, and twenty one products
from Phagnalon sordidum.

Structures were determined by different spectral methods: nuclear magnetic
resonance with different applications (NMR ]H, NMR ]3C, COSY, HSQC and HMBC), the
mass spectrometry, UV, acid hydrolysis as well as comparison with literature data.

4 methods were used to evaluate the antioxidant activity of Phagnalon sordidum and
Phagnalon saxatile. The latter showed a good activity by the use of 4 methods: DPPH, ABTS,
CUPRAC and superoxide radical scavenging activity by alkaline DMSO whereas Phagnalon
sordidum exhibited a moderate activity with DPPH and CUPRAC tests.

Furthermore, petroleum ether and chloroform extracts from Phagnalon saxatile
showed moderate antibacterial activity against the tested strains. The isolated products (1-O-
S-D-glucopyranosyl-1,4-dihydroxy-2-((E) 2-oxo-3-butenyl) benzene, 1-O-f-glucopyranosyl-
2(3’,3’-diméthylallyl) hydroquinone and Potassium 4-hydroxy-3-methoxybenzoique acide
methyl ester-5-sulfate) from Phagnalon saxatile showed a moderate cytotoxic activity by the
use of MTT method.

Keywords : Asteraceae, Phagnalon saxatile, Phagnalon sordidum, antioxidant activity,
antibacterial activity, cytotoxicity.
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