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Abréviation :

DPPH : 2,2’-DiPhenyl-1-PicrylHydrazyle

ABTS : Acide 2,2’-Azinobis-(3-éthylBenzoThiazoline-6-Sulfonique)
CUPRAC: CUPric Reducing Antioxidant Capacity

FCR: Réactif du Folin Ciocalteu

AChE : Acetyle Choline Estérase

BChE : Butyryle Choline Estérase

NA : Non Absorbé

NT : Non Testé

BHA : Butyl Hydroxyanisole

BHT : Butyl Hydroxy toluéne

DACQ : Di-O-Acide Caféoyle Quinique

ACQ : Acide Caféoyle Quinique

CC : Chromatographie sur Colonne

CCM: Chromatographie sur Couche Mince

HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation

COSY: COrrelated SpectroscopY

GC-MS: Gas Chromatography- Mass Spectrometry

LC-ESI/MS: Liquid Chromatography Electrospray lonization/ Mass Spectrometry
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Introduction Générale

Les plantes médicinales ont toujours joué un réle clé dans de nombreuse culture pour
maintenir, prévenir et guérir les maladies. Elles sont I’une des principales sources de
découverte de médicaments. La littérature arabe ancienne a rapporté que nos ancétres
connaissaient le pouvoir de guérison des plantes de maniére empirique. Par conséquent, les
remeédes naturels a base de plantes ont été longtemps les principaux agents de traitement et

de lutte contre les maladies (Leduc et al., 2006).

Par ailleurs, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 65% de la
population mondiale dépend principalement des médicaments traditionnels. Dans une
enquéte réalisée sur les composés purs dérivés de plantes utilisés comme étant des
médicaments, ’OMS a déclaré que sur 122 composés identifiés provenaient de seulement
94 especes végétales, 80% se sont avéres étre utilisés a des fins ethno-médicales identiques
ou connexes a celles utiliser en médecine traditionnelle (Cragg et al., 2012).

En 2020, Covid-19 a influencé le monde entier, et la population mondiale a toujours
appelé les plantes a renforcer son systéme immunitaire pour prévenir les virus en attendant que
les chercheurs explorent des vaccins efficaces pour lutter contre ce virus. Jusqu’a présent, la
médecine moderne et traditionnelle est pratiquée en particulier dans les pays en voie de
développement.

En Algérie, le traitement par les plantes médicinales fait partie de la culture locale, il
constitue la plus importante et parfois la seule source thérapeutique. De part sa situation
géographique et sa diversité climatique, 1’Algérie est 'un des plus riches pays africain avec
3000 espéces vegétales appartenant a plusieurs familles botaniques dont 15% sont endémiques
(Quezel et Santa. 1963, Ozenda. 2004). Ce potentiel floristique, reste trés peu exploité du

point de vue phytochimique bien que pharmacologique.

L’endémicité et I'utilisation possible en médecine traditionnelle demeurent nos critéres
principaux de sélection des plantes pour la recherche chimique. L’objectif de ces recherches est

d’approfondir les connaissances en phytochimie et en biologie.

Dans le cadre d’un programme de recherche initié par notre unité de recherche
VARENBIOMOL, visant a valoriser des ressources naturelles, en se basant sur 1’isolement et
I’identification des molécules bioactives issus des plantes algériennes. Nous nous sommes

intéressées a 1’étude phytochimique et biologique de trois especes médicinales : Inula conyza

1
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DC, Centaurea incana Desf appartenant a la famille Asteraceae, et Lathyrus latifolius L.qui

appartient a la famille Fabaceae.
Notre travail sera présenté en trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a 1I’é¢tude bibliographique qui résume la description
botanique, les études phytochimiques antérieurs realisées sur les especes ciblées ainsi

que leur utilisation traditionnelle et leurs activités biologiques.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel utilisé, I’extraction du matériel végétal suivi par
les différentes méthodes chromatographiques utilisées pour la séparation et la

purification des composés et également les procédures des activités biologiques testées.

Le troisieme chapitre regroupe les déterminations structurales des composés isolés de
chacune des espéces étudiées par les méethodes spectroscopiques RMN 1D et RMN 2D
et par la comparaison avec les données de la littérature ainsi que les discussions des
résultats de LC-MS et GC-MS et les résultats des tests biologiques réalisés sur les

extraits des plantes.

Enfin une conclusion résumera les travaux réalises ainsi que les perspectives envisagées

a réalisés.
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I.1. Généralités sur le genre Inula :

Le genre Inula appartenant a la famille des Asteraceae (Compositae), largement distribué
en Asie, en Europe, en Afrique et prédominant dans la région méditerranéenne, comprennent
plus de 100 espéces (Asraoui et al., 2021). Plusieurs especes de ce genre possédent une valeur
médicinale réputée. Elles sont utilisées en médecine traditionnelle & travers le monde,

particulierement en Chine (Seca et al., 2014).

Il a été démontré que les plantes appartenant a ce genre possédent diverses activités
biologiques : anti-inflammatoires, antitumorales, antibactériennes, antitussifs, antiprolifératifs,
antioxydants, antidiabétiques et hépatoprotecteurs. De ce fait, les espéces d’Inules deviennent
la cible de diverses investigations, visant a trouver leurs principes actifs, de nouvelles
applications pharmacologiques et de nouveaux produits naturels. Les composés les plus étudiés
sont les terpénoides (lactones sesquiterpéniques), les composés phénoliques (acides
phénoliques) et les flavonoides auxquels I'activité biologique des espéces Inula est
principalement attribuée (Trendafilova et al., 2020a ; 2020b).

|.2. Description botanique de I’espece Inula conyza DC :

Inula conyza DC ou également appelée : I. squarrosa (L.) Bernh, herbes aux mouches
(inule conyze : nom francais) (Quezel et Santa. 1963) ou encore |. conyza (Griess.)
(Wollenweber et al., 2005).

Inula conyza est une herbe indigéne, présente en abondance dans les communautés
végétales envahies (Rezacova et al., 2020), c’est une plante vivace de 50-100 cm de longueur,
sa tige est dressée, pubescente et rameuse au sommet avec des feuilles elliptiques-lancéolées
ou oblongues-lancéolées, entieres ou denticulées, d'involucre a bractées internes lancéolées-
aigués et ciliées, se termine par des akenes velus. Les feuilles inférieures et moyennes sont
atténuees en pétiole, cependant, les feuilles supérieures sont sessiles, pubescentes et atténuées
a la base. Les fleurs sont jaunatres ou rougeatres dont les capitules sont subcylindriques, petites
(environ 1cm de diametre), agglomérées au sommet des rameaux en grappes compactes et

corymbiformes (Quezel et Santa. 1963). (Figure 1.1).
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Figure I. 1 : L’espéce Inula conyza. (Site 1)

1.3. Travaux antérieurs :

L’espéce Inula conyza a fait I’objet de quelques études dans lesquelles ils ont pu séparer
deux types de métabolites secondaires : des composés phénoligues tels que les flavonoides et
les acides phénoliques (Péter et Désa. 2002, Wollenweber et al., 2005, Trendafilova et al.,
2020a, Sorokopudov et al., 2021) ainsi que des terpénoides sous forme de stérols, acides
diterpéniques et également des triterpénoides : alcools, acétates et palmitates (Trendafilova et
al., 2021).

1.3.1. Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques représentent une vaste classe de métabolites secondaires
jouant plusieurs réles pour la défense et la survie des plantes. La variation dans leur structure
donne lieu a leur classification en groupes selon le squelette de base (Tsimogiannis et
Oreopoulou. 2019). Parmi ces groupes, on cite les flavonoides et les acides phénoliques. Les
plus abondants dans notre espéce, se présente sous forme de flavonols, flavonol-3-OR et de

dérivés de ’acide chlorogénique respectivement (Tableau 1.1, Figure 1.2).
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Tableau I. 1: Les composés phénoliques isolés de I'espece l.conyza.

Composés Phénoliques Structures Références
Flavonoides
Kaempféride 1
Bétulétol 2
- Wollenweber et al.,
Tanetine 3 2005
Mikanine 4
3-Méthyle mikanine 5
Quercétine 6 Péter et Dosa. 2002
Quercétagétine 7 Sorokopudov et al.,
2021
Acides phénoliques
Acide caféique 8 Péter et Dosa. 2002
Acide chlorogénique (5-acide caféoyle 9 Péter et Dosa. 2002
quinique) Trendafilova et al.,
2020a
3,4-diacide cafeoyle quinique (DACQ) 10
3,5-DACQ 11 Trendafilova et al.,
15-DACQ 12 20202
4,5-DACQ 13

R, R, Ry
H H H
H OMe H
Me OH Me
H OMe Me
Me OMe Me

N K W N -

Figure 1. 2 : Structures des composés phénoliques et flavonique isolées a partir d’l. conyza.
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HO
0 R ¢
HO N R, R, R; R
1 2 3 4 caf
OH 9 H H H caf HO
10 H caf caf H
HO 11 H caf H caf
12 caf H H caf
8 13 H H caf caf

Figure 1. 2 (Suite) : Structures des composés phénoliques et flavonique isolées a partir d’l.

conyza.

1.3.2. Les terpénoides :
Les terpénes sont constitués d'un groupe de 30 000 produits chimiques signalés (Kiyama.
2017). Un certain nombre de terpénoides comprennent les stérols, les acides diterpéniques et

les triterpénoides (alcools, acétates, palmitates) ont été isolés a partir d’l. conyza par
Trendafilova et al. (2021) (Tableau 1.2, Figure 1.3).

Tableau 1. 2 : Terpénoides isolés a partir de I’espéce I. conyza.

Terpénoides Structures

Triterpénes alcools

S-Amyrine 14
a-Amyrine 15
Taraxastérol 16
w-Taraxastérol 17

Triterpénes acétates

Acétate- f-amyrine 18
Acétate-a-amyrine 19
Acetate de taraxastérol 20
Acétate-y-taraxastérol 21
Acétate de lupéol 22
Triterpenes palmitates
Palmitate-s-amyrine 23
Palmitate-a-amyrine 24
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Tableau I. 2 (Suite) : Terpénoides isolés a partir de I’espéce 1. conyza.

Triterpenes palmitates
Palmitate de taraxastérol 25
Palmitate-y-taraxastérol 26
Acides diterpéniques
Acide kaurénoique 27
Acide ent-150-(3- 28
méthylpentanoyloxy)-kaur -16-en-
19-oique
Acide ent-150-(3- 29
méthylbutanoyloxy)-kaur-16-en-19-
oique
Stérols
B-sitostérol 30

$%  14Rr=n S ¥ 15R=H
18 R=COCH; 19 R=COCH;

RO

16 R=H $ 17 R=H
20 R=COCH, 21 R=COCH,
25 R=CO(CH2)14CH3 26 R:CO(CH2)14CH3

Figure 1. 3 : Les terpénoides isolés a partir de I’espece |. conyza.
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27 R=H
28 R=0COCH,CH(CH;)CH,CH,
29 R=0COCH(CH;)CH,CH,

//’/,,

HO

30
Figure 1. 3 (Suite) : Les terpénoides isolés a partir de ’espéce |. conyza.

1.4. Utilisation traditionnelle et activités biologiques :

Les especes du genre Inula sont bien connues pour leurs valeurs thérapeutiques, mais

Inula conyza est peu citée dans la médecine traditionnelle.

La population marocaine utilise la décoction de 1’ensemble des feuilles et des fleurs

d’Inula conyza avec I. viscosa et I. helenium pour le traitement du diabete (Belayachi. 2015).

Une étude réalisée par Trendafilova sur I’extrait méthanolique des fleurs et des feuilles
de I’espece |. conyza a montré des potentiels modérés de D’activité antioxydante ainsi
qu’enzymatique. Il a été observé également qu'il y avait une bonne corrélation entre la teneur
en composés phénoliques totaux, les acides mono- et di-caféoylquiniques (ACQ et DACQ) et
les activités antioxydantes (DPPH et ABTS), ainsi que les activités inhibitrices des enzymes

tyrosinase et acétylcholinestérase (Trendafilova et al., 2020a).
1.5. Généralités sur le genre Centaurea :

Centaurea est le quatrieme plus grand genre de la famille des Astéracées. Il comprend

plus de 700 espéces de plantes vivaces herbacées. Ces especes sont réparties dans le monde
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entier, particulierement dans les régions méditerranéennes dont 45 poussent spontanément en
Algérie, avec 7 espéces localisées dans la région du Sahara (Lahneche et al., 2019, Reda et al.,
2021, Sharonova et al., 2021).

De nombreuses espéces du genre Centaurea ont été largement consommeées en médecine
traditionnelle pour le traitement de diverses infections notamment : rhume, fievre, constipation,
diarrhée, hémorroide, ulcéres gastro-duodénaux et augmentation de I'appétit (Abad et al., 2013,
Lahneche et al., 2019, Sharonova et al., 2021).

La composition chimique des plantes du genre Centaurea est riche en composés bioactifs
(Reda et al., 2021, Sharonova et al., 2021). Les plus caractéristiques sont les lactones
sesquiterpéniques (Bicha et al., 2013a, Kebbi et al., 2021), les flavonoides (Bentamene et al.,
2010, Bicha et al., 2011), les lignanes (Shoeb et al., 2004, Milosevi¢ Ifantis et al., 2013).

Les extraits ainsi que les métabolites secondaires isolés de ces espéces ont montré des
effets antidiabétiques, antimicrobiens, antioxydants, anti-inflammatoires et cytotoxiques
(Bicha et al., 2013a, Ayad et Akkal. 2019).

|.6. Description botanique de I’espéce Centaurea incana Desf :

Centaurea incana Desf., C. amourensis Pomel ou C. pubescens Willd est une espéce
endémique du Sahara septentrional. C’est une plante cendrée, canescente, un peu laineuse ou
parfois glabre. Ses bractées sont moyennes, tres étroit et spiniforme, longueur de 1,5-2 cm et
portant a la base des laciniures sur les deux cétés. Ses feuilles radicales 1-2 pennatipartites, les
caulinaires sont décroissantes et non décurrentes sur la tige et des gros capitules ovoides-
coniques. Les akenes sont a hile poilu et a aigrette nettement plus longue que le corps (Quezel
et Santa. 1963, Garcia Jacas et Susanna. 1993, Ozenda. 2004). (Figure 1.4).
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Figure 1.4 : L'espece Centaurea incana. (Site 2)

1.7. Travaux antérieurs :

Des études antérieures realisées sur I’espece C. incana ont permis la séparation et

I’identification de quelques flavonoides et sesquiterpénes lactones.
1.7.1. Les flavonoides :

Les flavonoides se présentent dans les tissus végétaux comme étant des agents protecteurs
contre le stress biotique tels que les agents pathogenes et insectes et abiotique tels que les rayons
UV (Gutiérrez-Grijalva et al., 2018). Quatorze flavonoides reportés dans le tableau I. 3 ont
été isolé par Akkal et al. (1997) dont six sont glycosylés (Figure 1.5).

Tableau 1. 3 : Flavonoides isolés a partir de 1’espéce C. incana.

Flavonoides Structures
7,3',4' 5'-tetraméthyltricétine 31
7,3',5'-triméthyltricétine 32
3,5'-diméthylmyricétine-7-O-glucoside 33
Apigeénine-7-(6’’-méthylgalacturonide) 34
3'-methylmyricétine-7-O-glucoside 35
Méloside A 36
Hispiduline-7-O-glucoside 37

10
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Tableau I. 3 (Suite) : Flavonoides isolés a partir de I’espece C. incana.

Flavonoides Structures
Patulitrine 38
Rutine 39
Violantine 40
Hispiduline 41
Népétine 42
6-méthoxykaempfeérol 43
Patulétine 44

R, R, R, R, R

36 H Glu-O-Gu OH H H R, R,
37 H OMe O-Glu H H 41 H H
33 OH OMe O-Glu H OH 42 H OH
39  O-Rut H OH H OH 43 OH H
40 H Glu OH Glu H 44 OH OH

Figure 1. 5 : Structures des flavonoides isolés a partir de C. incana.
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1.7.2. Les sesquiterpénes lactones :

Les sesquiterpenes lactones représentent un groupe diversifié de terpénoides avec plus de
5000 différentes structures élucidées. La diversité structurale et le large spectre d'activités
biologiques ont suscité un intérét significatif dans les applications pharmacologiques de

sesquiterpénes lactones (Salazar-Gémez et al., 2020).

Deux études realisées par Massiot et al. (1986) et Barrero et al. (2000) ont permis la
séparation des sesquiterpénes lactones de type guaianolide et germacranolide (Tableau 1.4),
alors que Cossy a pu isoler un seul alcéne : aplotaxene 52 (Cossy et Aclinou. 1990) (Figure
1.6).

Tableau 1. 4 : Sesquiterpénes lactones isolés de 1’espéece C. incana.

Sesquiterpenes lactones Structures Références
Guaianolides
Reépdiolide triole 45
Repine monochlorhydrine 46
Desoxyrepine 17 Massiot et al., 1986
Janerine 48
Repine ou Sublutéolide 49
Acroptiline 50

Germacranolide

(+)-Onopordopicrine 51 Barrero et al., 2000

45 OH CH;C=CH, 47 R=Me
46 Cl  CHy< 48 R=CH,0H

Figure 1.6 : Structures des lactones et isolées a partir de C. incana.

12
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0 OH
Cl
\\O\HLOH
0
= 7
0 / = = = =
HO 0 51 52

Figure 1. 6 (Suite) : Structures des lactones et d’alcéne isolées a partir de C. incana.

1.8. Utilisation traditionnelle et activites biologiques :

Les racines de C. incana sont utilisées traditionnellement en Algérie pour traiter les

maladies du foie dans la région des Aures (Lahneche et al., 2019).

Selon la récente étude effectuée par Boubelloutaa et al. (2021), 1’extrait méthanolique
des parties aériennes du C. incana posseéde des propriétés antioxydantes, ainsi qu’un effet
hépatoprotecteur contre les Iésions hépatiques. Le germacranolide identifié par Barrero : (+)-

onopordopicrine a également montré une activité antifongique (Barrero et al., 2000).
1.9. Généralités sur le genre Lathyrus :

Le genre Lathyrus est un membre de la famille des légumineuses (Fabaceae), il se
compose d'environ 160 especes répartis dans tout I'hémisphere Nord avec une disjonction en
Amérique du Sud. Le fief du genre est I'Eurasie occidentale, en particulier autour de la
méditerranée orientale, avec plus d'un tiers des especes originaires de la Turquie (Kenicer et
al., 2005, Kenicer. 2008).

De nombreuses espéces du genre Lathyrus contiennent une quantité considérable de

protéines, et sont utilisées comme fourrage, aliment de famine ou des suppléments nutritionnels.

13
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Certaines d’entre eux sont également utilisées comme agents de nitrifications des sols, comme
plante ornementale, dans la médecine traditionnelle et dans la recherche génétique (Chavan et
al., 2001, Prenner. 2003, Kenicer et al., 2005, Abbas et al., 2012, Llorent-Martinez et al.,
2017b,).

Les études réalisees sur les espéces du genre Lathyrus révélent la richesse de ce dernier
en composants biologiquement actifs tels que les flavonoides (Llorent-Martinez et al., 2017b),
les terpénoides (Bao et al., 2020) et les acides aminés (Wang et al., 2000). Il a été démontré
également que le genre Lathyrus posséde des propriétés antioxydante, antidiabétique et anti-
alzheimer (Haydari et al., 2015, Llorent-Martinez et al., 2017a, Llorent-Martinez et al.,
2017b).

1.10. Description botanique de I’espéce Lathyrus latifolius L :

Lathyrus latifolius L, = L. megalanthus (Titei et al., 2017) = L. ensifolius Bad, = pois
vivace (nom Francais) ou Khoud el fares (nom Arabe). C’est une plante vivace, élevée, a tiges
grimpantes de 1-2 m. elle se trouve sous forme de broussaille dans les foréts, paturages, le Tell
et sur les montagnes. Les pédoncules portent de 4 a 12 fleurs. Ces fleurs sont de couleur rose
tres vif, de grande taille (20-25 mm), tres long et dépassent la feuille correspondante avec des
gousses de 60-90 x 7-9 mm (Quezel et Santa. 1962). (Figure 1.7).

14
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Figure 1.7 : L'espéce Lathyrus latifolius. (Site 3)

1.11. Travaux antérieurs :

Les travaux antérieurs effectués sur 1’espéce Lathyrus latifolius ont permis 1’isolement et
I’identification des acides aminés reportés dans le tableau 1.5 et les figures 1.8 et 1.9. En plus de
vingt-trois acides aminés séparés, 1’ester hétérocyclique 4-chloroindole-3-acétate de méthyle

(77) (Figure 1.9) a été également isolé par Engvild et al. (1980).

Tableau 1.5 : Acides aminés isolés a partir de L. latifolius.

Acides Aminés Structures Références
Acide -L-o,y-diamino- 53 Arthur Bell et al., 1996
butyrique Bell et O’Donovan. 1966

Kriger et al., 2010
Ressler et al., 1961

Acide-L-a-amino-y- 54 Arthur Bell et al., 1996
oxalylaminobutyrique Bell et O’Donovan. 1966
Acide-L-a-oxalylamino- 55 Bell et O’Donovan. 1966
y-aminobutyrique

Acide-L-a-amino-f- 56 Arthur Bell et al., 1996
oxalylaminopropanoique Bell et O’Donovan. 1966

Kriger et al., 2010
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Tableau 1.5 (Suite) : Acides aminés isolés a partir de L. latifolius.

Acides Aminés Structures Références
Acide-L-a-oxalylamino- 57 Bell et O’Donovan. 1966
-aminopropanoique
Argenine 58 Bell et O’Donovan. 1966

Teleuta. 2015
B-cyano-L-alanine 59 Ikegami et al., 1988
Homoserine 60 Arthur Bell et al., 1996
O-oxalylhomoserine 61
Asparagine 62
Thréonine 63
Sérine 64
Glutamine 65
Proline 66
Glycine 67
Alanine 68 Teleuti. 2015
Valine 69
Méthionine 70
Isoleucine 71
Leucine 72
Tyrosine 73
Phénylalanine 74
Histidine 75
Lysine 76
H
Rz/N\/\:/COOH RZ\N/\/COOH
H :
H =
HN
\1{1
R1
53 H R, R,
54 H CO-COOH H CO-COOH
55 CO-COOH 57 CO-COOH H

Figure 1. 8 : Structures des acides aminés isolés a partir de L. latifolius.
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NH
)k COOH COOH o COOH
H,N E/\/Y \/\r
NH
58 NH, 59  Z

60 NH,

oH
H,N cooH
HOOC. O COOH \H/\( COOH
\W/ \V/A\T/ I L
O 61 NH, 62 63 NH,

67

0 H
N
HO coon COOH COOH  H,N___COOH
H,N
64 N2 65  NH, 66

0
S COOH ; COOH
\\T/M\OH COOH //‘\V/A\r/ \\//\\r/
70 NH,

NH, 68 69 NH, 71 NH,

COOH
COOH /J::::F/N\E; N COOH
\\r/\\r/ R 5 <, |
73 R=OH NH
72 N 75

2
74 R=H N
O
Cl
OMe

}bN\\//\\//\\r/COOH ‘\

N
NH

76 i 77 H

Figure 1. 9 : Structures des acides aminés et de I’ester isolés a partir de L. latifolius.
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1.12. Utilisation traditionnelle et activités biologiques :

Les especes du genre Lathyrus ont été utilisées en médecine traditionnelle a plusieurs
fins, telles que 1’analgésie et I’anti-inflammatoire (Llorent-Martinez et al., 2017a). Cependant,
il existe peu de preuves scientifiques a 1’appui de ces utilisations. Aucune utilisation en
médicine traditionnelle n’est spécifiquement enregistrée pour Lathyrus latifolius. La seule étude
biologique effectuée sur cette espece était celle realisee par Pastor-cavada et al. (2009) qui a
montré une faible teneur en polyphénols ainsi qu’une activité antioxydante modéré. Lathyrus

latifolius est cultivée comme étant une plante ornementale (Vaz Patto et Rubiales. 2014).

1.13. Activités Biologiques :

1.13.1. Détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides :

1.13.1.1. Teneur en polyphénols totaux :

La quantification de la teneur en polyphénols totaux est basée sur ’utilisation du réactif
de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi. 1965). La combinaison entre les deux acides :
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (H3PMO12040) permis la production
du réactif Folin-Ciocalteu (FCR). Les composés phénoliques vont étre oxydés en mélange
d’oxydes de tungstene (WgO23) et de molybdene (MogOz23), lors de la réduction du réactif FCR
(Figure 1.10). L apparition de la couleur bleu dans la solution correspond a la teneur en phénols

totaux, dont 1’absorbance est maximale a 765 nm.

Figure 1. 10 : Oxydation des composes phénoliques lors de la réduction de FCR.
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1.13.1.2. Teneur en flavonoides totaux :

Le dosage de la teneur en flavonoides totaux selon Topcu et al. (2007) est basée sur le
suivi du complexe formé entre les flavonoides et les cations Al*3 issus des nitrates d’aluminium
utilisés.

1.13.2. Evaluation du potentiel antioxydant :

De nos jours, la biologie des radicaux libres présente un réle trés important, cela est di a
leur implication dans de nombreuses maladies chroniques telles que le cancer et les maladies
cardiovasculaires. De nombreuses méthodes ont été utilisées pour tester le potentiel

antioxydant : DPPH, ABTS, B-caroténe, GOR, superoxyde DMSO alcalin, CUPRAC, pouvoir

réducteur, phenanthroline.

1.13.2.1. Piégeage du radical libre DPPH :

Le radical DPPH fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation
structure-activité antioxydant des composés phénoliques. 1l posséde un électron non apparié sur

un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment
pas des dimeres, donc le DPPH’ reste dans sa forme monomére relativement stable a
température ambiante. La délocalisation provoque aussi la couleur violet bien caractéristique
de la solution de DPPH’ (Figure 1.11) (Popovici et al., 2009). La mesure de ’efficacité d’un
antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette, due a une recombinaison

des radicaux DPPH’, mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (Blois. 1958).
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Figure I. 11 : La capacité d'inhibition des radicaux DPPH.

1.13.2.2. Activité anti-radicalaire ABTS :

L’ABTS incolore est oxydé par le persulfate de potassium (K2S20g) afin d’obtenir son

: . +, , , . .
radical cation ABTS " de couleur bleu-vert. La présence d’un agent antioxydant en solution va

décolorer cette derniére (Figure 1.12), indiquant la réduction du radical ABTS™ (Re et al.,
1999).

Figure 1.12 : Réduction du radical ABTS " en présence d’un agent antioxydant.
1.13.2.3. Test de blanchiment de f-caroténe :

Le test de blanchiment de B-carotene décrit par Marco. (1968) est basé sur une méthode
colorimétrique. Les radicaux libres formés lors de I’auto-oxydation de 1’acide linoléique en
émulsion aqueuse sont piégés par la B-caroténe, résultant d’une décoloration de cette derniére.

La mesure de I’activité antioxydante suit la diminution de la densité optique en fonction du

temps a 470 nm.
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1.13.2.4. Piégeage du radical Galvinoxyl (GOR) :

D'apres sa structure (Figure 1. 13), le galvinoxyl est une molécule plutot stable, de couleur
jaune a faible concentration, si cette molécule accepte un électron ou un radical hydrogéne, elle

devient stable et diamagnétique, elle peut étre réduit irréversiblement.

En raison de 1’électron impair du galvinoxyl, il présente une forte bande d'absorption a
428 nm, au fur et a mesure que I'électron est apparié, I'absorption s'annule et la décoloration
résultante est proportionnelle au nombre d'électrons acceptés. L'activité peut étre mesurée en
profitant du changement de couleur du galvinoxyl en présence d'un antioxydant (Shi et al.,
2001).

Figure 1.13 : Structure du radical Galvinoxyl.
1.13.2.5. Piégeage du radical superoxyde par la méthode DMSO alcalin :

L'activité de piégeage du radical superoxyde a été déterminée par la méthode DMSO
alcaline décrite par Kunchandy et Rao. (1990) pour tester la capacité des échantillons a
éliminer les anions superoxydes. Le DMSO alcalin est utilisé comme étant un systéme
génerateur du superoxyde. Par sa reaction avec le NBT (chlorure de tétrazolium bleu de nitro)
pour donner du TNBT diformazan coloré, la concentration du superoxyde dans ce systéeme est
proportionnelle a celle d'oxygéne dissous dans le DMSO. Le radical superoxyde est stable plus
de 24 h s’il est gardé a I’abri d’oxygéne atmosphérique, sinon, il va é&tre dégradé
progressivement. La diminution de lI'absorbance a 560 nm avec des antioxydants indique la

consommation du superoxyde généreé (Harput et al., 2011).
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1.13.2.6. La capacité antioxydante de réduire le cuivre (CUPRAC) :

L’activité CUPRAC est decrite par Apak et al. (2004). Elle est essentiellement basée sur
le suivi de I’absorbance a 450 nm, du complexe cuivre | et néocuproine (Nc), résultant de la
réduction du complexe initial [Cu?*-Nc] par arrachement d’un électron a partir de ’antioxydant

présent en solution (Figure 1.14).

Figure I. 14 : Réaction de réduction du réactif CUPRAC.

1.13.2.7. Pouvoir réducteur du Fer :

Le pouvoir réducteur des échantillons est déterminé par ces capacités de réduire le fer
ferrique (Fe*) de couleur jaune, en fer ferreux (Fe?*) de couleur bleue verte en présence de

ferricyanure de potassium KzFe(CN)e (Figure 1.15) (Oyaizu. 1986).

Figure 1.15 : Réduction du fer en présence d’un antioxydant.
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1.13.2.8. Activité de phenanthroline :

Le complexe rouge Fer(ll)-phénanthroline est largement appliqué dans la spectro-
photométrie classique pour la détermination du fer (Figure 1.16). Cependant, une autre méthode
a eté utilisée pour la détermination des capacités antioxydante, basée sur la formation de

complexe ferreux-phénanthroline (Szydlowska-Czerniaka. 2008).

- pheranthoihe - — - 24
Fe** + n ! R —
fl =
- - - -n

Figure 1.16 : Réaction de formation du complexe Fer(I1)-phénanthroline.
1.13.3. Activité anti-cholinestérase :

La maladie d’Alzheimer est une démence neurodégénérative, qui se traduit par une perte
fonctionnelle progressive des cellules nerveuses. Les premiéres lésions apparaissent dans les
zones du cerveau impliquées dans la mémoire, au fur et a mesure de son évolution, la maladie
va affecter de nouvelles régions du cerveau résultant des difficultés du langage, de
raisonnement, des capacités gestuelles et des troubles du comportement (Somboro et al.,
2013).

L’acétylcholine, un neurotransmetteur qui assure plusieurs fonctions cérébrales telles que
la mémorisation et ’apprentissage, par ailleurs, le cholinestérase est une enzyme qui détruit
I’acétylcholine dans le cerveau (Eyer et al., 2020), qui contient de son c6té deux formes
principales de cholinestérases (ChE) : I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) (Ozarowski et al., 2013).

L’inhibiteur de la ChE peut stabiliser les fonctions cognitives ainsi que les capacites
fonctionnelles en moyenne pendant six mois, et ralentir méme au-dela de cette période la

dégradation des facultés mentales (Eyer et al., 2020).

L'inhibition des activités enzymatiques de I'AChE et de la BChE est une approche

thérapeutique moderne de la prise en charge de la maladie d'Alzheimer, entrainant une
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augmentation de communication entre les terminaisons nerveuses ainsi que de I’activité dans
les voies cholinergiques dans le cerveau (Ademosun et al., 2015), ce qui stabilise les fonctions
cognitives ainsi que les capacités fonctionnelles chez les personnes atteintes la maladie
d'Alzheimer (Eyer et al., 2020).
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Chapitre 11. Travaux Personnels

Ce chapitre décrit brievement toutes les techniques d’études phytochimique qui
permettent 1’extraction et l’identification des métabolites secondaires présents dans les

différentes phases organiques issues des parties aériennes des plantes ciblés.

11.1. Etude phytochimique de I’espéce Inula conyza :
I1.1.1. Place dans la systématique :
La classification botanique de I'espéce Inula conyza est présentée dans le tableau I1.1.

Tableau I1. 1 : Classification de I'espece Inula conyza.

Classification
Reégne Plantae
Sous-Régne Viridaeplantae
Classe Equisetopsida
Sous- Classe Magnoiidae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae (Composeae)
Sous-Famille Asteroideae
Tribu Inuleae
Genre Inula L.
Espece Inula conyza (Greiss.) DC

11.1.2. Synonymes :

Inula conyza DC, I. squarrosa (L.) Bernh, herbes aux mouches (inule conyze : nom
francais) (Quezel et Santa. 1963) ou I. conyza (Griess.) (Wollenweber et al., 2005).

11.1.3. Récolte du matériel végétal :

Le matériel végétal de ’espéce Inula conyza a été récolté de la région de Yemma Gouraya
de la ville de Béjaia, en septembre 2017 et identifié par le Professeur Khellaf Rebbas,
département des sciences de la nature et de la vie, faculté des sciences, université Mohamed
Boudiaf, M’sila. Les parties aériennes ont été séchées a 1’abri de la lumiére et I’humidité (Figure

I1.1) puis broyees et pesées (1kg).
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Figure 1. 1 : L’espece Inula conyza apres séchage.

11.1.4. Méthode d’extraction :

Environ 1Kg des parties aériennes séchées de la plante a été soumise a une macération
dans un mélange hydroalcoolique (Méthanol/Eau ; 70/30 ; v/v) a température ambiante, a 1’abri
de la lumiére pendant 24h. Cette macération est répéetée trois fois avec renouvellement du
solvant. Apres filtration et évaporation du solvant sous vide a 37 °C, I’extrait brut est additionné
a 400 mL d’eau distillée (400 mL d’H>0 distillée pour 1Kg de matériel végétal sec) et laissé
reposer pendant une nuit avant filtration pour faire précipiter un maximum de cires et de

chlorophylle.

La solution obtenue a subit des affrontements avec des solvants organiques de polarité
croissante en commencant par le chloroforme, apres I’acétate d'éthyle et enfin le n-butanol. Les
phases organiques obtenues ont été filtrées puis concentrées sous pression réduite a sec puis
pesées, les masses et les rendements sont rapportés dans le tableau I1.2. Le protocole d’extraction

est résumé dans la figure 11.2.

Tableau Il. 2 : Masses et rendements des extraits de I'espece I. conyza.

Materiel végetal Extraits Masse (Q) Rendement(%o)
sec
Chloroforme 8,77 0,88
1Kg Acétate d'éthyle 2,47 0,25
n-butanol 15 15
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Matiere végétale
m= 1Kg

e Macération (MeOH/ H;0 ; 70/30), 24h
e Filtration

Extrait
hydroalcoolique

e Concentration a 37 °C

e Dilution avec H20 distillée
e Filtration

Solution aqueuse

Extrait CHCIs Phase organique o Extraction par CHCl3(x3)
m= 8,77g Evaporation a sec e Décantation

Phase aqueuse

Extrait ACOEt Phase organique o E>ftractio_n par AcOEt(x3)
m= 2,479 Evaporation & sec * Decantation

Phase aqueuse

e Extraction par n-BuOH(x3)

Extrait n-BuOH ) .
¢ Décantation

m= 15¢g

Phase organigue
Evaporation a sec

Phase aqueuse

Figure I1. 2: Organigramme récapitulatif des étapes d'extraction des parties aériennes de

I’espéce Inula conyza.

11.1.5. Fractionnement de I’extrait chloroforme :

Une masse d’environ 6 g de I’extrait chloroforme dissout dans le CHCl3 a été déposée sur
une colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans du chloroforme.

L’élution est réalisée par un gradient de polarité croissante du systeme CHCls/Acétone. Le suivi
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des fractions est realisé par chromatographie sur CCM. Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV (254 et 365 nm) et révélées par la suite avec I’anisaldéhyde et chauffées pendant 3
min & 100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau 11.3.

Tableau I1. 3 : Résultat du fractionnement de ’extrait chloroforme d’l. conyza.

Fractions Lots Systéme d’élution(%o) Poids des fractions
CHCls Acétone (mg)
ICC1 1-3 22,9
ICC2 4-5 100 0 7754
ICC3 6-9 242,6
ICC4 10-15 213,4
ICC5 16-26 308,1
ICC6 27-31 507,73
ICC7 32-33 345,15
ICC8 34-45 95 5 474,02
ICC9 46-47 53,9
ICC10 48-50 124,68
ICC11 51-52 101,06
ICC12 53-55 131,68
ICC13 56 34,6
ICC14 57-62 90 10 169,34
ICC15 63-72 201,32
ICC16 73-83 85 15 2294
ICC17 84-90 56,4
ICC18 91-95 75 25 90,6
ICC19 96-112 184,9
ICC20 113-120 65 35 77,1
ICC21 121-149 55 45 245,78
ICC22 150-166 45 55 142,65
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Tableau I1. 3 (Suite) : Résultat du fractionnement de 1’extrait chloroforme d’l. conyza.

Fractions Lots Systéme d’élution(%o) Poids des fractions

CHCIs Acétone (mg)

ICC23 167-176 45 55 51,98

ICC24 177-190 35 65 97

ICC25 191-212 30 70 98,6

ICC26 213-256 25 75 149,1

1ICC27 257-277 15 85 57,3

ICC28 278 5 95 112,5

ICC29 279-283 0 100 104,6

11.1.5.1.Séparation et purification des fractions :
> Etude de la fraction ICC2:

Une masse d’environ 490 mg de la fraction ICC2 dissoute dans le toluéne a été deposée
sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le toluéne. L’élution
est réalisée par un gradient de polarité croissante du systeme (Toluéne/ acétate d’éthyle ; 98/2-
90/10). Parmi les fractions obtenues (Tableau 11.4), la fraction ICC2-10 se présente sous forme

d’un précipité blanc (1,6 mg), nommé IC1.

Tableau Il. 4 : Résultat de la séparation chromatographique sur colonne de la fraction ICC2.

Sous-fractions Systéme d’élution(%o) Poids des sous-fractions
Toluéene AcOEt (mg)
ICC2-1 15,8
ICC2-2 98 2 9,9
ICC2-3 97,8 2,2 4
ICC2-4 97,6 2,4 1,2
ICC2-5 1
ICC2-6 97,2 2,8 3,4
ICC2-7 2,4
ICC2-8 96,8 3,2 29,6
ICC2-9 6
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Tableau I1. 4 (Suite) : Résultat de la separation chromatographique sur colonne de la fraction

ICC2.
Sous-fractions Systéme d’élution(%o) Poids des sous-fractions

Toluéne AcOEt (mg)
ICC2-10 1,6
ICC2-11 5,6
ICC2-12 90,8 3 26,6
ICC2-13 21,9
ICC2-14 92,6
ICC2-15 96,2 3,8 7,2
ICC2-16 95,2 4,8 1,7
ICC2-17 93,75 6,25 6,1
ICC2-18 90,9 9,1 335
ICC2-19 90 10 31,4

» Etude de la fraction ICC14 :

La fraction ICC14 renferme des cristaux incolores, qui ont subi une purification par
recristallisation avec un mélange de solvant (chloroforme/méthanol ; 3/1). Le produit 1C2 est
alors obtenu (16,74 mg).

» Etude de la fraction ICC21 :

Une masse d’environ 245,78 mg de la fraction ICC21 a été séparée par
chromatographie sur colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck) éluée par le
systeme éther de pétrole/acétate d’éthyle (50/50 a 0/100). Les sous-fractions résultantes de

cette séparation sont présentées dans le tableau 11.5.
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Tableau I1. 5 : Résultat de la séparation chromatographique sur colonne de la fraction ICC21.

Sous-fractions Systéme d’élution(%) | Poids des sous-fractions
Ether de AcOEt (mg)
pétrole
ICC21-1 5,1
ICC21-2 3,2
ICC21-3 8,6
ICC21-4 50 S0 11,7
ICC21-5 17,8
ICC21-6 19,15
ICC21-7 21,5
ICC21-8 4,7
ICC21-9 334 66,6 18,4
ICC21-10 25 75 51,69
ICC21-11 20 80 4,5
ICC21-12 0 100 19,7

La sixieme sous fraction ICC21-6 comporte un précipité blanc, aprés lavage au
chloroforme et quelques gouttes du méthanol, on a pu obtenir le produit ICC21-6-P avec une
masse de 2,75 mg. L’analyse spectroscopique par RMN a montré qu’il s’agit du méme produit
précedemment séparé 1C2.

» Etude de la fraction 1CC27 :

La fraction ICC27 comporte une poudre blanche. Apres plusieurs lavages au méthanol
et séparation du surnageant, on a pu obtenir le produit ICC27-P (8 mg) qui est en cours

d’identification.

Un organigramme récapitulatif des séparations et purifications effectuées sur 1’extrait

chloroformique est présentés dans la figure 11.3.

31



Chapitre 11. Travaux Personnels

29 Fractions

v

CC de silice
CHCIls/Acétone

v

ICC2

CC de silice
Toluéne/AcOEt

'

Figure 11. 3 : Organigramme de la séparation de I’extrait chloroforme de I’espéce I. conyza.
11.1.6. Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle :

Une masse d’environ 2g de I’extrait acétate d’éthyle a été fractionnée (dépdt solide) par
une colonne chromatographique de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck). L’¢lution est
réalisée par un gradient de polarité croissante du systeme (CHCI:/MeOH). Le rassemblage des

lots possédant le méme profile chromatographique sur CCM analytique a conduit a la

ICC14

\
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CHCI3/MeOH ; 3/1

ICC21

/

CC dessilice
Ether de pétrole/AcOEt

v

ICC27
I

Lavage au
MeOH

'

ICC27-P

récupération de 18 fractions. Ces fractions sont présentées dans le tableau I1.6.

Tableau Il. 6 : Résultat du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle d’l. conyza.

Fractions Lots Systeme d’élution(%) | Poids des fractions

CHCI; MeOH (mg)
ICAl 1-2 100 0 24,52
ICA2 3-8 21,78
ICA3 9-14 58,6
ICA4 15-16 95 5 176,6
ICAS5 17-23 260,5
ICAG 24-28 90 10 2244
ICA7 29-31 149,7
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Tableau I1. 6 (Suite) : Résultat du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle d’l. conyza.

Fractions Lots Systéme d’élution(%o) Poids des fractions
CHCIs MeOH (Mg)
ICAS8 32-42 85 15 305,3
ICA9 43-46 90,4
ICA10 47-49 80 20 68,3
ICAll 50-61 97,5
ICA12 62-80 75 25 188,7
ICA13 81-88 65 35 80,78
ICAl4 89-112 50 50 34,1
ICA15 113-126 35 65 31,04
ICA16 127-137 25 75 17,1
ICAL7 138-142 10 90 7,6
ICA18 143-157 0 100 29,6

11.1.6.1.Séparation et purification des fractions :
> Etude de la fraction ICA4 :

La fraction ICA4 a été fractionnée par une colonne de Sephadex LH-20 et éluée par le
méthanol. Le suivi de la colonne a été effectué dans une chambre noire, sous lumiére de la
lampe UV (365 et 254 nm). Le fractionnement a conduit a la récupération de 11 sous-fractions
(Tableau 11.7) dont la septieme révele la présence d’un précipité jaune, il a été rincé par un

mélange de chloroforme et acétate d’éthyle donnant ainsi un produit pur nomme IC3 (1,1 mg).

Tableau 11. 7 : Résultat de la séparation chromatographique sur colonne Sephadex de la
fraction ICA4.

Sous-fractions Poids des sous-fractions
(mg)
ICA4-1 2
ICA4-2 42
ICA4-3 745
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Tableau I1. 7 (Suite) : Résultat de la séparation chromatographique sur colonne de Sephadex
de la fraction ICA4.

Sous-fractions Poids des sous-fractions

(mg)

ICA4-4 15,9

ICA4-5 23,7

ICA4-6 3,9

ICA4-7 4

ICA4-8 2,2

ICA4-9 12,1

ICA4-10 10

ICA4-11 1,5

> Etude de la fraction ICAS :

La fraction ICA8 renferme des cristaux sous forme d’aiguilles de couleur jaune, ils ont
subi un lavage avec le mélange chloroforme / éther de pétrole. Ce qui a permis de récupérer le

composé 1C4 (4,3 mg).

> Etude de la fraction ICA12 :

La fraction ICA12 a révélé la présence d’une poudre jaune, qui est lavée successivement

par le méthanol. Le produit obtenu est nommé IC5 de 5,6 mg.

L’ensemble des séparations et purifications réalisées sur I’extrait acétate d’éthyle ainsi

que les résultats obtenus sont représentés dans 1’organigramme ci-dessous (Figure 11.4).
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Figure I1. 4 : Organigramme de la séparation de I’extrait acétate d’éthyle de I’espéce |. conyza.

11.2. Etude phytochimique de I’espéce Centaurea incana :

11.2.1. Place dans la systématique :

La classification botanique de I'espéce Centaurea incana est rapportée dans le tableau
11.8.

Tableau I1. 8 : Classification de I'espece Centaurea incana.

Classification
Regne Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae (Composeae)
Sous-Famille Tubiflores
Tribu Cynarées
Genre Centaurea L.
Espece Centaurea incana Desf
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11.2.2. Synonymes :

Centaurea incana Desf. ou encore C. amourensis Pomel, C. pubescens Willd (Quezel et
Santa. 1963, Garcia Jacas et Susanna. 1993).

11.2.3. Récolte du matériel végétal :

La plante Centaurea incana a été collectée de la région de Djelfa, au mois de juin de
I’année 2016. La détermination botanique de cette plante a été réalisée par le Professeur Khellaf
Rebbas, professeur au département des sciences de la nature et de la vie, faculté des sciences,
université Mohamed Boudiaf, M’sila. Les parties aériennes de cette plante ont été séchées dans
un endroit sec et a I’abri des rayons solaires (Figure 11.5), puis coupées en petits morceaux et
pesées (2100 g).

Figure 11. 5 : L’espece Centaurea incana apreés séchage.
11.2.4. Méthode d’extraction :

Les parties aériennes séchées (2100g) ont subi une macération dans un mélange
hydroalcoolique (Méthanol/eau ; 7/3) pendant 24 heures. Cette opération est répetée 3 fois avec
renouvellement du solvant. Aprés filtration et concentration sous pression réduite a une
température inférieure a 37°C, la solution hydroalcoolique obtenue est diluée avec de 1’eau
distillée. Aprés décantation, le filtrat subit des extractions liquide-liquide successives en
utilisant des solvants de polarité croissante en commencant par le chloroforme puis I’acétate
d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les trois phases organiques récupérées sont concentrées
sous pression réduite a sec et pesées (Tableau 11.9). Le protocole d’extraction est résumé dans la

figure 11.2.
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Tableau I1. 9 : Masses et rendements des extraits de I'espece C. incana.

Matériel végétal Extraits Masse (g) Rendement(%o)
sec
Chloroforme 3,45 0,16
2,1Kg Acétate d'éthyle 12,26 0,58
n-butanol 50,32 2,40

11.2.5. Fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle :

Une masse de 9 g de I’extrait acétate d’éthyle a été déposée sous forme solide sur une
colonne de gel de silice (type 60, 230-400 mesh, Merck), éluée par un gradient de polarité
dichlorométhane/ méthanol. Le regroupement des lots obtenus selon leurs profiles

chromatographique sur CCM analytiques a donné 29 fractions (Tableau Il. 10).

Tableau I1. 10 : Résultat du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle de C. incana.

Fractions Lots Systéme d’élution(%o) Poids des fractions
CHClz | MeOH (mg)
CIAl 1-28 100 0 157,6
ClIA2 29-35 166,7
CIA3 36-42 98 5 164,1
CIA4 43-48 279,8
CIAS 49-54 144,5
CIAG 55-56 97 3 190,3
CIA7 57-60 156,5
CIA8 61-62 171
CIA9 63-72 399,5
CIAl0 73-79 96 4 338,7
CIAll 80-94 425,2
ClAl12 95-100 95 5) 209,2
CIAl13 101-104 119,3
CIAl4 105-108 144
CIA15 109-114 93 7 269,9
ClAl6 115-121 313,9
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Tableau I1. 10 (Suite) : Résultat du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle de C. incana.

Fractions Lots Systéme d’élution(%o) Poids des fractions
CH:Cl; MeOH (mg)
CIAlY 122-124 93 7 209,3
CIA18 125-128 90 10 240
CIAL19 129-135 445,6
CIA20 136-143 85 15 459,9
CIA21 144-154 821,2
CIA22 155-164 80 20 600,9
CIA23 165-175 70 30 518,1
ClA24 176-181 70 30 264,7
CIA25 182-191 60 40 298
ClA26 192-197 50 50 154,2
CIA27 198-205 40 60 168,5
CIAZ28 206-212 20 80 2228
ClA29 213-224 0 100 297,8

11.2.5.1.Séparation et purification des fractions :
> Etude de la fraction CIA3 :

La fraction CIA3 contient un précipité jaune, il a été lavé avec du méthanol pour donner

un produit pur d’une masse 5,7 mg nommé CIA3-P. Ce composé est en cours d’identification.

Le reste de la fraction a été séparé par une colonne de gel de silice (type 60, 230-400
mesh, Merck), €lué avec le systeme en gradient de polarité dichlorométhane / méthanol. Selon
la similitude des profils chromatographiques, les tubes recueillis sont regroupés donnant ainsi

15 sous-fractions. Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau 11.11.
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Tableau I1. 11 : Résultat de la séparation chromatographique de la fraction CIAS.

Sous-fractions Systéme d’élution(%0) Poids des sous-fractions
CHCl; MeOH (mg)
ClIA3-1 1,7
ClA3-2 100 0 2,3
CIA3-3 15
CIA3-4 2,9
CIA3-5 98 2 59,5
CIA3-6 21,3
CIA3-7 94 6 8,3
CIA3-8 53
CIA3-9 90 10 6,6
CIA3-10 86 14 3,6
CIA3-11 76 24 3,8
CIA3-12 66 34 3,4
CIA3-13 40 60 6,4
CIA3-14 20 80 1,2
ClIA3-15 0 100 12,6

Les deux sous-fractions CIA3-5 et CIA3-6 comportent un précipité jaune. Apres lavage
avec le dichlorométhane et traitement par une chromatographie sur CCM, il s’est avéré qu’il

s’agit du méme produit, aprés regroupement, on a pu obtenir le produit pur CI-1 avec une masse

6,8 mg.

» Etude de la sous-fraction CIA3-5 :

Le reste de la sous-fraction CIA3-5 a été rechromatographié sur une colonne de Sephadex
LH-20 eluée avec du méthanol, des tubes de 5 mL sont recueillis, concentrés et analysés par
CCM. Suivant la similitude des profils chromatographiques, les contenus des tubes sont

regroupés dans le tableau 11.12. La sous fraction CIA3-5-7 comporte un précipité jaune, apres

lavage avec du chloroforme, on a pu obtenir le composé CI2 (1,3 mg).
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Tableau I1. 12 : Résultat de la séparation chromatographique de la sous-fraction CIA3-5.

Sous-fractions Poids des sous-fractions

(mg)

CIA3-5-1 14

CIAS3-5-2 14,5

CIAS3-5-3 15,4

CIA3-5-4 33

CIAS3-5-5 5,2

CIA3-5-6 1,8

CIA3-5-7 1,3

CIA3-5-8 0,8

> Etude de la fraction CIA5 :

Une quantité de la fraction CIA5 a été chromatographiée sur plaque préparative (gel de
silice 60 GF2s4, Merck) éluee deux fois avec le systeme (CHCI3 /AcOEt ; 3/1) et visionnée par
la lumiére de Wood. Ces plaques ont permis la séparation d’une bande qui était la plus intense
par sa fluorescence noire-violette (4,6 mg). Cette derniére a également subi une purification sur

plaque CCM en utilisant le méme systéme d’élution, on a pu obtenir le produit pur CI3 (1,2
mg).

> Etude de la fraction CIAG :
La fraction CIA6 comporte un précipité jaune pale qui a subi plusieurs lavages avec le
méthanol, donnant ainsi le composé pur Cl4 (6,6 mg).
> Etude de la fraction CIA18 :
Une poudre jaune apparait au font du tube de la fraction CIA18, aprés des lavages
successive par le méthanol, on a obtenu le produit nommé CI5 (4 mg).
> Etude de la fraction CIA20 :

La fraction CIA20 a été soumise a une chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20
en utilisant le méthanol comme éluant, donnant ainsi 12 sous-fractions représentées dans le
tableau 11.13.
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Tableau I1. 13 : Résultat de la séparation chromatographique de la fraction CIAZ20.

Sous-fractions Poids des sous-fractions
(mg)
ClA20-1 122,9
ClA20-2 88
CIA20-3 44,7
CIA20-4 38,8
CIA20-5 14,4
CIA20-6 14,2
CIA20-7 15,7
ClA20-8 15,3
ClA20-9 15,2
CIA20-10 12,6
CIA20-11 14
CIA20-12 5,7

Une masse de CIA20-11 (5,4 mg) a subi une séparation sur CCM préparative éluée par le
systeme CHCIz/MeOH (8/2 puis 9/1) afin d’obtenir le produit CIA20-11-2 (1,7 mg) qui est en

cours d’identification.

» Etude de la fraction CIA22 :

La fraction CIA22 renferme un précipité jaune a subi plusieurs lavages avec le méthanol
pour I’obtention de 5,7 mg du produit CIA22-P qui est en cours d’identification. Sa
fluorescence jaune sous lumiére de Wood oriente vers un flavonoide de type flavonol 3-OH.

L’étude phytochimique de I’extrait acétate d’éthyle nous a permis d’isoler huit produits
purs. Le protocole présenté dans la figure 11.6 résume les travaux de fractionnement, séparation

et purification des produits issus de cet extrait.
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Figure Il. 6 : Organigramme de la séparation de 1’extrait acétate d’éthyle de I’espece C. incana.

11.2.6. Analyse chromatographique par GC-MS de I’extrait chloroforme de C. incana :

L'analyse de I’échantillon a été réalisée a l'aide d'un instrument SHIMADZU GC/MS-
QP2020, équipé d'une colonne capillaire fusionnée Rxi®-5ms (Phase : Crossbond® 5%
diphényl/ 95% diméthyl polysiloxane), ses dimensions sont : 30 m X 0,25 mm et 0,25 pm
d'épaisseur de film, cette colonne a une phase similaire aux colonnes suivantes : HP-1ms, HP-
1msUl, DB-1ms, DB-5ms, DB-1msUl, Ultra-1, VF-1ms, ZB-1, ZB-1ms et également considéré
comme équivalent aux phases USP G1, G2, G38.

L'échantillon a été préparé dans le chloroforme a 10% de volume. Un volume de 0,5 ul
de cette solution a été injecté en mode fractionné (80:1). Les températures de I'injecteur et du
détecteur ont été maintenues a 250 °C et 320 °C respectivement. La température de la colonne
a été programmée a 60 °C fixe pendant 3 min, puis augmentée a 320 °C avec un incrément
croissant de 3°C/min, puis maintenue a 320°C pendant 3 min. Le gaz porteur utilisé était
I'nelium (pureté 99,995%) avec un débit de 1 mL/min. Les conditions du spectrometre de masse
étaient les suivantes : tension d'ionisation 70 eV, temperature de la source d'ions 200°C. Les
données des spectres de masse ont été acquises dans le mode de balayage de gamme de 60-500

m/z.
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Les constituants chimique de I'extrait chloroforme ont été identifiés par comparaison de
leurs temps de rétention avec ceux de la littérature, déterminés par apport a une série homologue
de n-alcanes (C7-C33) injectés dans les mémes conditions que celles de 1’extrait. En outre,
I’identification des composants a été faite par comparaison de leurs spectres de masse avec ceux

stockés dans la bibliothéque NIST 17 ou avec les spectres de la littérature (Adams. 2007).

Les pourcentages relatifs des composes ont été calculés par la méthode de normalisation

des aires sans utilisés les facteurs de correction.

11.3. Etude phytochimique de ’espéce Lathyrus latifolius :

11.3.1. Place dans la systématique :

L'espece Lathyrus latifolius appartient au taxon décrit dans le tableau 11-14.

Tableau I1. 14 : Classification de I'espéce Lathyrus latifolius.

Classification
Réegne Plantae
Sous-Régne Tracheobionta
Classe Magnoliopsida
Sous- Classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Sous-Famille Faboideae
Tribu Inuleae
Genre Lathyrus
Espéece Lathyrus latifolius L.

11.3.2. Synonymes :

Lathyrus latifolius L,= L. ensifolius Bad, = pois vivace (nom Francais) ou Khoud el farés
(nom Arabe) (Quezel et Santa. 1962), ou encore Lathyrus megalanthus (Titei et al., 2017).
11.3.3. Récolte du matériel végétal :

L’espéce Lathyrus latifolius a été récoltée a Sétif, Est Algérien, pendant la période de

floraison en juin 2021. L’identification botanique a été réalisée par Professeur Khellaf Rebbas,
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professeur au département des sciences de la nature et de la vie, faculté des sciences, université
Mohamed Boudiaf, M’sila. Les parties aériennes ont été séchées a 1’abri de la lumiére et

I’humidité (Figure 11.7), puis broyées et pesées (200g).

Figure 11. 7 : L’espéce Lathyrus latifolius aprés séchage.

11.3.4. Méthode d’extraction :

Les parties aériennes pesées ont été macérées trois fois dans un mélange hydroalcoolique
(Méthanol-Eau ; 70/30 ; v/v) pendant 24 heures a température ambiante. La solution
hydroalcoolique a été concentrée, en évaporant le solvant sous vide, puis diluée avec I'eau
distillée et laissée au repos. Aprés filtration, la phase aqueuse a été extraite par 1’extraction
liquide-liquide, en utilisant des solvants de polarité croissante, en commencant par le
chloroforme aprés l'acétate d'éthyle et enfin le n-butanol. Les solutions organiques ont été
concentrées jusqu'a 37°C sous vide et pesées. Les masses des extraits obtenus ainsi que leur

rendement sont résumés dans le tableau 11.15.

Tableau I11.15 : Masses et rendements des extraits de I'espece L. latifolius.

Matériel végétal Extraits Masse (Q) Rendement (%)
sec
Chloroforme 0,32 0,16
2009 Acétate d'éthyle 0,54 0,27
n-butanol 6,43 3,21
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11.3.5. Screening phytochimique :

Un criblage phytochimique a été effectué sur les différents extraits organique
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) de 1’espéce de L. latifolius. 1l permet
I’identification des différents constituants chimiques actifs présents dans cette espéce, tels que :
les alcaloides, les terpénoides, les stérols, les flavonoides, les saponines et les tanins, en utilisant

des méthodes phytochimiques standard avec une légére modification comme il est décrit dans

le tableau 11.16.
Tableau I1. 16 : Méthodes du criblage phytochimique.
Composé Test Méthode Observation Référence
phytochimique
2 mL d’extrait + | Coloration de la Yadev et al.,
Stérols Salkowski 2mL CHCI; + phase 2014
2mL H,SO, chloroformique
(conc.) en rouge
1 mL extrait + Précipité rouge- Dhivya et
Alcaloides Wagner 2mL du réactif | brun Manimegalai.
de Wagner 2013 ; Parekh
et al., 2006
2 mL d’extrait + | Mousse Parekh et
Saponines Mousse 2mL H0 persistante Chanda. 2007
distillée et bien
agiter
2 mL d’extrait + | Coloration verte | Kumar et al.,
Tanins Braymer 2 mL H.0 ou bleu foncée 2007 : Parekh
distillee et Chanda.
bouillante + 1mL 2007
FeCls (5%)
2 mL d’extrait+ | Coloration rouge | Kumar et al.,
1mL HCI (conc.) | ou rose 2007 : Parekh
Flavonoides Shinoda + quelques et al., 2006
grains de
copeaux de
magnésium
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Tableau I1. 16 (Suite) : Méthodes du criblage phytochimique.

Composé Test Méthode Observation Référence
phytochimique
2 mL d’extrait + | Anneau brun Aiyegoro et
Terpénoides Liebermann- 0,5mL anhydride | rougeétre a la Okoh. 2010 ;
Burchardt acétique + 0,5mL | jonction Kumar et al.,
CHClz +1mL 2007
H2S04 (conc.)

11.3.6. Analyse chromatographique par LC-ESI-MS/MS :

L’analyse qualitative et quantitative des extraits acétate d’éthyle et n-butanol a été realisée
par un systeme de chromatographie liquide 1260 Infinity Il (technologie Agilent) associé a un
spectrométre de masse Triple Quad 6460 et a une colonne Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x

4,6 mm 1.D., 2,7 um).La phase mobile utilisée est constituée de :

Phase mobile A : 0,1 % d'acide formique et 5 mM de formiate d'ammonium dans I'eau.

Phase mobile B : 0,1 % d'acide formique et 5 mM de formiate d'ammonium dans le méthanol.
Le gradient de solvant appliqué dans la phase mobile B est : 1-12 min 15 %, 12-30 min 50 %,
30-32 min 90 % et 32-35 min 10 %.

Le débit est de 0,4 mL/min, la température de la colonne est maintenue a 40°C et le
volume d'injection est de 4,0 uL. Le mode d'ionisation par électro-pulvérisation (ESI) était
négatif et positif, fonctionnant avec de I'azote gazeux a 300 ° C qui s'écoule avec un débit de
11 mL/min, une tension capillaire a 4000 V et une pression de nébuliseur a 15 psi. Avant
I'analyse LC-ESI-MS/MS, les solutions des extraits (2 mg/mL) ont été filtrées a travers des

filtres de 0,45 um et transférées dans des flacons pour analyse.

11.4. Activites Biologiques :

Les especes ciblées sont connues pour leurs utilisations thérapeutiques en médecine

traditionnelle et I’activité biologique est indispensable pour notre étude.

Cette partie couvre ’activité antioxydante (in vitro) et ’activité anti-Alzheimer pour les trois
extraits (chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique) des trois especes : Inula conyza,

Centaurea incana et Lathyrus latifolius. Un lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire), a
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96 puits de volume 200 ul pour chaque puits a été utilisé pour mesurer 1’absorbance de chaque
activite.
11.4.1. Détermination des teneurs en polyphénols et en flavonoides :

11.4.1.1. Teneur en polyphénols totaux :

Un volume de 20 pL d’échantillon (1 mg/mL), 100 pl de FCR (0,2 M), 75 pL de carbonate
de sodium (Na2;COs ; 7,5%) ont été mélangés. L’absorbance du mélange a été mesurée a 765

nm apres son incubation pendant 2h a 1I’obscurité (Muller et al., 2010).

Une gamme d’étalon et ainsi un blanc échantillon ont été préparés en remplacant
I’échantillon par 1’acide gallique et les réactifs par le méthanol respectivement. La teneur en
polyphénols est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/g d’extrait).

11.4.1.2. Teneur en flavonoides totaux :

Un mélange de 50 pL d’échantillon (1mg/mL), 130 yuL de méthanol, 10 pL d’une solution
d’acétate de potassium (CH3COOK ; 1M) et 10 pL d’une solution de nitrate d’aluminium
(AI(NO3)2; 10%) a été incubé pendant 40 min & température ambiante (Topgu et al., 2007).

Un blanc échantillon et une gamme d’étalonnage de la quercétine ont été également
préparés. L’absorbance a ét¢ mesurée a 415 nm. Un blanc échantillon est ainsi préparé en
remplagant les réactifs par le méthanol. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme

équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

11.4.2. Evaluation du potentiel antioxydant :

11.4.2.1.Piégeage du radical libre DPPH :

Un volume de 40 pL de chaque échantillon a des concentrations croissante (3,125 ; 6,25 ;
12,5; 25; 50, 100 ; 200 pL) a été mis dans une microplaque a 96 puits, suivi par 1’ajout de 160
ML de DPPH (0,1mM) dissout dans le méthanol, 1’absorbance est de 0,5 a 517 nm. Un blanc a
été également soumis sur la méme microplaque en remplagant 1’échantillon par le méthanol.

Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité, 1’absorbance a été mesuré a 517 nm (Blois. 1958).
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Les résultats sont exprimés en Clsg (concentration nécessaire pour inhibé 50% des
radicaux libres), le BHA et le BHT ont été utilisés comme des antioxydants standards. La

capacité de piéger le radical DPPH a été calculée selon 1’équation :

(%) d’inhibition DPPH = [(AContr(‘)Ie - Aéchantillon) / AContrGIe] X100

11.4.2.2.Activité anti-radicalaire ABTS :

Le cation radical ABTS " a été préparé a partir de ’ABTS (7 mM) et du persulfate de

potassium (K2S20sg ; 2,45mM). Les deux produits en solution aqueuse sont melangés et mis a
I’obscurité pendant 12- 16h. Avant 1’utilisation, la solution obtenue a été ajustée par de I’ecau

distillée pour obtenir une absorbance de 0,7 a 734 nm.

Un mélange de 160 pL du radical ABTS™ et de 40 UL de I’échantillon testé est mis en

incubation a I’abri de la lumiére pendant 10 min avant que I’absorbance soit mesurée a la méme
longueur d’onde, le BHA et le BHT ont éteé utilisés comme standards (Re et al., 1999). Les

pourcentages d’inhibitions ont été calculés selon 1’équation suivante :

(%) d’inhibition ABTS = [(AContréle - Aéchantillon) / AContréIe] X100

11.4.2.3.Test de blanchiment de p-caroténe :

0,5 mg de p-caroténe, 200 puL de Tween 40, 25 pL d’acide linoléique et ImL de
chloroforme ont été mélangés ensemble puis mis sous évaporateur rotatif afin d’éliminer le
solvant. Par la suite, 50 mL de H>O (barboter a 1’oxygene pendant 30 min avec un débit de 100
mL/min) ont été ajoutées pour I’obtention de la solution A. L’absorbance de cette derniére doit
étre entre 0,8-0,9 a 470 nm, sinon, elle peut étre ajustée par I’ajout de 1’eau oxygéné H20.. 40
ML d’échantillon et 160 pL de la solution A ont été incubés pendant 120 min a 45°C.
L’absorbance a été mesurée a 0 min et a 120 min a une longueur d’onde égale a 470 nm. Le
BHA et BHT ont été utilisés comme étant des standards (Marco. 1968). Le pourcentage

d’inhibition de 1’activité de blanchiment -carotene a été calculé selon 1’équation :
(%) d’inhibition p-caroténe = [1- (Ano-Ant) / (Aco - Act)] x 100

Ano: L’absorbance de 1’échantillon a t=0
Aco: L'absorbance du controle a t=0

Ant: L’absorbance de 1’échantillon a t=120 min
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Act: L'absorbance du contrdle a t=120 min
11.4.2.4.Piégeage du radical Galvinoxyl (GOR) :

Un volume de 40 pL d’échantillon et 160 pL du radical galvinoxyl (0,1mM) ont été
incubés pendant 120 min a température ambiante avant que 1’absorbance soit mesurée a 428
nm (Shi et al., 2001). Les résultats sont exprimés en Clso, les standards utilises sont : BHA et
BHT.

11.4.2.5.Piégeage du radical superoxyde par la méthode DMSO alcalin :

Un volume de 40 pL d’échantillon, 130 pL du DMSO alcalin (5 mM de NaOH dans le
DMSO) et 30 pL du NBT (1mg/mL de H20) ont été mélangés. L absorbance a été mesurée a
560 nm avec les standards : a-tocophérol et I’acide ascorbique (Kunchandy et Rao. 1990). La
concentration d'inhibition du superoxyde DMSO alcalin a été calculée en utilisant la formule

suivante :

(%) d’inhibition DMSO alcalin = [(Aéchantillon - AContréIe) /Aéchantillon] X 100

11.4.2.6.La capacité antioxydante de réduire le cuivre (CUPRAC) :

Un mélange de 40 pL d’échantillon, 60 pL d’une solution tampon d’acétate d’ammonium
(AcNHgs ; 1M ; pH=7), 50 pL d’une solution de chlorure de cuivre (I1) (CuClz ; 10 mM), 50
ML d’une solution alcoolique de néocuproine (7,5 mM) a été incubé pendant 1h. L absorbance
est mesurée a 450 nm (Apak et al., 2004). Les standards utilisés sont le BHT et le BHA. Les

résultats ont été exprimés en Ao,s0 (concentration correspondante a 0,5 d’absorbance).
11.4.2.7.Pouvoir réducteur du Fer :

10 pL d’échantillon, 60 pL d’un tampon phosphate (0,2M, pH = 6,6) et 50 uL de
ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s ; 1%) ont été incubés 20 min a 50 °C. Par la suite, 50
ML d’acide trichloroacétique (TCA ; 10%), 40 pL d’eau distillée et 10 pL de chlorure ferrique
(FeCls ; 0,1%) ont été ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 700 nm et les résultats ont été
exprimés en Aoso en utilisant le a-tocophérol et I’acide ascorbique comme standards (Oyaizu.
1986).
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11.4.2.8.Activité de phenanthroline :

10 pL d’échantillon, 50 pL de chlorure ferrique FeCls (0,2%), 30 puL de phenanthroline
(0,5%) et 110 pL de méthanol ont été incubés a 1’abri de la lumiere durant 20 min a 30°C. La
mesure de 1’absorbance a été effectuée a 510 nm. Le BHT et le BHA ont été utilisés comme

standards. Les résultats sont exprimes par Ao.so (Szydlowska-Czerniaka. 2008).

11.4.3. Activité anti-cholinestérase :

Un mélange de 150 pL d’un tampon phosphate sodique (100 mM, pH= 8), 10 pL
d'échantillon, 20 pL d’enzyme AChE (5,32 x 10 U) ou BChE (6,85 x 10 U) a été incubé
pendant 15 min a 25°C, puis 10 pL du DTNB (5,5’-dithio-bis (acide-2-nitrobenzoique)) et 10
ML du substrat iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou chlorure de butyrylthiocholine (0,2
mM) ont été ajoutés. La lecture de I’absorbance a été faite a deux reprises : t=0 min et t= 15
min a une longueur d’onde égale 412 nm (Ellman et al., 1961). Les résultats sont exprimeés par
Clso et la Galantamine est utilisée comme référence. Le pourcentage d’inhibition de I’enzyme
(AChE et BChE) est déterminé par la formule :

(%) d’inhibition = [(Acontrole - Aéchantillon) / Acontrole] X 100

> Analyse des résultats de I’activité biologique :

Les tests sont réalisés en triple (n=3), les résultats sont analysés par Excel et exprimés

en valeur moyenne + ET. Les valeurs Aoso et Clso sont calculées par régression linéaire.
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[11.1. Résultats de I’étude phytochimique de I’espéce Inula conyza :

111.1.1. Détermination structurale des composeés isolés de I’extrait chloroforme :

111.1.1.1. Détermination structurale du composé IC1 :

Ce produit a été séparé sous forme d’un précipité blanc, qui a une fluorescence noire sous
lumiére UV a la longueur d’onde 254 nm ainsi qu’une coloration jaune aprés révélation par

I’anisaldéhyde, cette coloration change avec le temps en rose.

L’examen du spectre RMN H (Spectre 1) et HSQC (Spectre 2) montre une corrélation
entre le groupement CHa éthylénique a 6c=119,4 ppm et les deux protons résonants a éx= 6,12
ppm (d ; J =3 Hz) et 61 =5,56 ppm (d ; J = 3 Hz) indiquant un couplage allylique caractéristique
d’un groupement CHz conjugué avec le carbonyle d’une y-lactone sesquiterpénique (Abdel-
Mogib et al., 1990). Cela est confirmé par la corrélation de ces deux protons avec le carbonyle
a 6c =170,4 ppm (HMBC, Spectre 3). Ces deux protons sont par conséquent attribuables a H-
13a et H-13b respectivement de la double liaison exocyclique C-11/C-13. Le carbone du
groupement CHy est attribué au C-13 alors que le carbonyle de I’ester du cycle lactonique est
noté C-12.
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Spectre 3 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (5,35-6,35 ppm) du composé IC1.

L’examen du spectre COSY (Spectre 4, 5 et 6) et la connaissance de H-13a et H-13b
permettent la localisation de H-7 résonant sous forme d’un multiplet a 64= 2,97 ppm. Ce dernier
corréle avec les trois protons résonant sur le spectre RMN *H (Spectre 1 et Spectre 7) a dn=
4,43 ppm (td ; J =9,1; 2,8 Hz), 1= 2,50 ppm (m) et dv= 1,49 ppm (m). Le premier signal
corréle sur le spectre HSQC (Spectre 2) avec un carbone a 6c= 82 ppm et les deux autres
corrélent avec un seul carbone résonant a c= 34,8 ppm. Vu les valeurs de leurs déplacement
chimique, ayant de multiplicité triplet de doublet et multiplets, sont attribuables a H-8, H-6a et

H-6b respectivement.

Ces attributions permettent de tirer deux informations : la corrélation de H-8 sur le spectre
HSQC (Spectre 2) avec le carbone du CH a 8¢ =82 ppm dont la valeur du déplacement chimique
est caractéristique du point de fermeture du y-lactone sesquiterpénique fermée en C-8. Par

ailleurs, la multiplicité du signal de H-8 permet de déduire I’absence de substituants en C-9.

En effet, le méme spectre COSY (Spectre 5 et 6) permet aisement de localiser le proton
H-9a a 6= 2,40 ppm (m) et H-9b a 61 = 1,45 ppm (m). Ces deux protons du carbone C-9 (6c=

45 ppm) permettent de localiser le H-10 résonant sous forme d’un multiplet a 1= 2,01 ppm.
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Ce dernier correle d’une part avec les protons du groupement méthyle résonant sous

forme d’un doublet a 1= 1,12 ppm avec une constante de couplage J = 6,4Hz (6¢c= 20 ppm),

permet son attribution au C-14. D’autre part, le H-10 corréle avec un proton a on= 2,09 ppm

résonant sous forme de multiplet attribuable a H-1.
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Sur le spectre HMBC (Spectre 8) on révéle une tache de corrélation entre le H-1 et le
carbone quaternaire résonant a dc = 49,5 ppm attribuable a C-5, cela indique que la liaison entre

C-1 et C-5 délimite la jonction des deux cycles du squelette sesquiterpénique.

Sur le méme spectre, le C-5 corréle avec des protons du méthyle résonant sous forme d’un
singulet a 6H= 1,06 ppm (dc = 21,7 ppm), cela indique que le C-5 est substitué par le méthyle
qu’on lui confére le numéro 15. La valeur du déplacement chimique du méthyle angulaire
indique qu’il est voisin d’un groupement électroattracteur, qui ne peut étre que le groupement
carbonyle localisé en position C-4. Cette hypotheése est confirmée par la tache de corrélation

sur le spectre HMBC (Spectre 8) entre les protons du méthyle C-15 et le C-4 (dc = 224 ppm).

Suite a cette analyse, c’est-a-dire la jonction C-1 et C-5 ainsi que la localisation des

groupements méthyle, cela oriente vers un squelette de type pseudo-guaianolide.
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Spectre 8 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (0,90-2,70 ppm) du composé IC1.

Revenons au spectre COSY (Spectre 5 et 6) qui permet d’attribuer les protons restants

notamment :
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-Le H-1 (61 = 2,09 ppm, dc = 48,2 ppm) montre une tache de corrélation avec le proton a oH =
1,67 ppm qui correle & son tour avec le proton a 61 = 2,11 ppm attribuables aux protons H-2b
et H-2a respectivement.

-Le H-2b montre deux taches de corrélation, la premiére avec le proton résonant a 6H = 2,52
ppm et la seconde avec le proton a 6+ = 2,22 ppm, attribuables a H-3a et H-3b respectivement

qui correlent entre eux également.

L’ensemble de ces données méne a un hélénanolide reporté dans la figure I11.1.

Figure 111. 1 : Structure plane du composé IC1.

La stéréochimie des centres asymétrique du sesquiterpene lactone isolé est établie comme

suit :

-L’orientation a du proton H-7 est établie par la biogenése des sesquiterpenes lactones.
-L’orientation p du H-8 est déduite de la valeur de son interaction de couplage (J =9,1; 2,8
Hz) qui méne a une interaction 1,2-diaxiales entre H-7 et H-8.

-L’orientation B du groupement méthyle en C-5 est déduite de la valeur du déplacement

chimique.
-Les configurations des centres asymétriques sont : 1S, 5R, 7R, 8S et 10S.

La combinaison de I’ensemble des résultats de cette analyse ainsi que la comparaison avec les
résultats de la littérature (Abdel-Mogib et al., 1990) mene a la structure représentée dans la
figure 111.2 : (1S, 5R, 7R, 8S, 10S) 4-acetoxy-5p-méthyl-7aH-8pH-guaian-11(13)-ene-8-12-
olide, connue sous le nom graveolide. Les résultats spectroscopiques de la RMN H et $3C sont
rassemblés dans le tableau I11.1.
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Figure I11. 2: Graveolide.

Tableau I11. 1 : Données spectroscopiques RMN tH et 2C du composé IC1.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
1 2,09 (1H ; m) 48,2
2a 2,11 (1H ; m) 24,3
2b 1,67 (1H ; m)
3a 2,52 (1H ; m) 35,9
3b 2,22 (1H; m)
4 - 2240
5 - 49,5
6a 2,50 (1H ; m)
6b 1,49 (1H ; m) 34,8
7 2,97 (1H ; m) 45,6
8 4,43 (1H;td;9,1; 2,8 Hz) 82,0
%9a 2,40 (1H ; m) 45,0
9b 1,45 (1H ; m)
10 2,01 (1H ; m) 30,1
11 - 141,4
12 - 170,4
13a 6,12 (1H ; d ; 3 Hz) 119,4
13b 5,56 (1H ; d ; 3 Hz)
14 1,12 (3H;d; 6,4 Hz) 20,0
15 1,06 (3H ; s) 21,7
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111.1.1.2. Détermination structurale du composé I1C2 :

HO\\\ 15

Le composé IC2 se présente sous forme des cristaux incolores. L’examen simultané des
spectres RMN H (Spectre 9), HSQC (Spectre 10) et HMBC (Spectre 11) montre la présence
de deux singulets large d’intégration 1H chacun a 6+ = 6,17 ppm et 5,62 ppm qui corrélent sur
le spectre HSQC avec le méme carbone résonant a oc = 122,3 ppm, ces signaux sont
caractéristiques d’un groupement CH> éthylénique d’une liaison exocyclique caractéristique
d’un squelette sesquiterpénique. Cela est confirmé par la corrélation de ces deux protons sur le
spectre HMBC avec le carbonyle a 6c = 169,3 ppm, noté C-12, le carbone du CH éthylénique

noté C-13 et leurs protons H-13a et H-13b respectivement.
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Spectre 9 : RMN !H (CDs;0OD, 400 MHz, & ppm) du composé IC2.

59



Chapitre I11. Résultats et Discussion

Hi13a H-13b

pc57t/2
0 P

H7-C7(®) A @ pb
th

H-13a\C13
/

¢ ¢ uspen

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 .0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5 3
2 (ppm)

100

r110

r120

r130

140

150

160

r170

180

f1 (ppm)

Spectre 10 : HSQC (CD30D, 400 MHz) du composé IC2.
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Spectre 11 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (2,20-6,20ppm) du composé I1C2.
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L’examen du spectre COSY (Spectre 12) montre une tache de corrélation entre le proton
H-13b et le proton résonant sous forme de triplet a 6+ = 2,52 ppm (J = 12 Hz), ce proton montre
également une tache de corrélation sur le spectre HSQC (Spectre 10) avec le carbone a dc =
41,4 ppm. Ce dernier corréle a son tour avec les protons éthylénique H-13a et H-13b sur le
spectre HMBC (Spectre 11), cela confirme qu’il s’agit bien du H-7. Sur le méme spectre HMBC
apparait deux taches de corrélation entre les protons H-13a, H-7 et le carbone a 6c = 146,3 ppm,
attribuable au deuxiéme carbone formant la liaison exocyclique C-11.
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62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22
2 (ppm)

Spectre 12 : COSY (CD30D, 400MHz), étalé (2,20-6,20 ppm) du composé 1C2.

L’examen du spectre COSY (Spectre 13) et HSQC (Spectre 14) montre quatre taches de

corrélation entre le H-7 et les protons de deux groupements CH, notamment :

-Le premier CH2 a 6¢c = 27,1 ppm, leurs protons résonants sous forme d’un doublet large chacun
aoH=1,98 ppm (J =12 Hz) et a 31 = 1,28 ppm (J = 12 Hz), qui correlent également entre eux

sur le spectre COSY, attribuables a H-6a et H-6b respectivement.

-Le second CHz a ¢ = 28 ppm, leurs protons resonants sous forme d’un multiplet chacun a on

= 1,67 ppm et 61 = 1,50 ppm attribuables aux protons H-8a et H-8b respectivement.
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D’aprés cette analyse, on peut déduire que les positions de part et d’autre du C-7 (C-6 et
C-8) sont libres et non substituées, ce qui implique que notre sesquiterpéne ne contient pas

une partie lactonique.
L’examen du spectre COSY (Spectre 13) montre également :

-Une tache de corrélation entre le H-6a et le proton d’un CH (6c = 56,9 ppm) résonant sous

forme d’un doublet de doublet a 61 = 1,39 ppm (J = 12,6 ; 1,6 Hz) qui ne peut étre que le H-5.

-La corrélation entre les protons H-8a et H-8b et un proton du CH2 (8¢ = 43,3 ppm) résonant
sous forme d’un doublet a 61 = 1,78 ppm (J = 12,5 Hz) attribuable a H-9a, par conséquent, le

proton résonant sous forme d’un multiplet a 61 = 1,47 ppm sera attribué a H-9b.

§ PC57_4

H7-H8b
H7-H8a

H7-Hé6a
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Spectre 13 : COSY (CD30D, 400 MHz), étalé (0,90-2,70 ppm) du compose IC2.
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Spectre 14 : HSQC (CDs0OD, 400MHz), étalé (0,70-2,10 ppm) du composé 1C2.

L’examen du spectre HMBC (Spectre 15) montre une tache de corrélation entre les
protons H-5 et H-9b et le carbone quaternaire résonant a 6c = 33,8 ppm attribuable a C-10, cela
indique que la liaison entre C-5 et C-10 délimite la jonction entre les deux cycles du

sesquiterpene.

Sur le méme spectre, le carbone C-5 correle également avec les protons du groupement
méthyle résonants sous forme d’un singulet a 61 = 0,97 ppm (6c = 18,8 ppm) caractéristique

d’un méthyle angulaire porté par le C-10, noté C-14 d’une structure eudesmanolide.

Toujours sur le spectre HMBC qui révele des taches de corrélation entre les protons du
groupement méthyle angulaire H-14 et les carbones C-5, C-9 et le carbone résonant a 6c = 41,6
ppm attribuable a C-1. Ce dernier montre sur le spectre HSQC (Spectre 14) une tache de

corrélation avec deux protons :

-L’un résonant sous forme d’un multiplet a 31 = 1,43 ppm, le second résonant sous forme d’un
doublet de doublet a 61 = 1,17 pp (J = 13 ; 4 Hz) attribuables a H-1a et H-1b respectivement.
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Spectre 15 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (0,80-2,10ppm) du composé I1C2.

L’examen du spectre COSY (Spectre 13) montre une tache de corrélation entre le H1-b
et les deux protons résonant sous forme d’un multiplet chacun a é+= 1, 64 ppm et 6+ = 1,60
ppm attribuables a H-2a et H-2b respectivement. Ces deux protons corrélent également avec
deux protons : le premier résonant sous forme d’un multiplet & 6+ = 1,49 ppm et le second
résonant sous forme d’un doublet de doublet a 61 = 1,32 ppm (J = 13 ; 4 Hz) attribuables a H-
3a et H-3b respectivement.

Le spectre HSQC (Spectre 14) permet I’attribution des carbones de deux groupements

CH2 notamment :
-Le C-2 a 6c = 20,8 ppm gréace a sa corrélation avec les protons H-2a et H-2b.
-Le C-3 a 6c = 44,3 ppm gréace a sa corrélation avec les protons H-3a et H-3b.

Revenons au spectre HMBC (Spectre 15) qui montre une corrélation entre le H-5 et le

carbone quaternaire & éc = 71,3 ppm attribuable a C-4.
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Le méme spectre montre ainsi une correlation entre le C-4 et les protons du groupement
méthyle résonant sous forme d’un singulet & 6H= 1,12 ppm (6c = 21,9 ppm) qui ne peut étre
que le groupement méthyle C-15 en position C-5, sa multiplicité suppose bien une substitution

en C-4 de ce squelette sesquiterpénique, cette substitution ne peut étre qu’un hydroxyle.

L’absence des corrélations sur spectre HMBC avec le carbonyle C-12 indique qu’il s’agit

d’un acide carboxylique o,  insaturé.

La combinaison de ces données oriente vers un sesquiterpene type eudesmane représenté

dans la figure 111.3.

HO (5

13

Figure I11. 3 : Structure plane du composé 1C2.

La stéréochimie des centres asymétriques est déduite des données des spectres RMN

notamment :

-Le C-14 ne peut avoir qu’une orientation § vu son faible déplacement chimique (61 = 0,97
ppm) conférant une position axiale sur le cycle cyclohexanique.

-Le H-7 ne peut avoir qu’une orientation a.

-Le C-15 étant sous forme de groupement méthyle porté par un carbone quaternaire oxygéné a
un déplacement chimique relativement faible (61 = 1,12 ppm). Cette valeur du déplacement
chimique lui confére une position axiale d’ou une orientation § pour ce groupement.

-La stéréochimie du C-5 découle du signal de son proton dans lequel on révele une constante
de couplage d’environ 12,6 Hz signifiant une interaction 1-2 diaxiales. Cette interaction ne peut
avoir lieu qu’entre le H-6 axial et le H-5, d’ou une orientation o pour ce dernier.

-La configuration des centres asymétriques est établie comme suit : 4R, 5S, 7S et 10S.

L’ensemble de ces résultats et par comparaison avec les données de la littérature (Guilhon
et Muller. 1998) oriente vers la structure de (4R, 5S, 7S, 10S) Acide 4a-hydroxyeudesm-

11(13)-ene-5aH, 7aH-12-oique, connu sous le nom d’acide ilicique (Figure 111.4).
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Figure I11. 4 : L’acide ilicique.

L’ensemble des données spectroscopiques RMN *H et *C sont reportés dans le tableau
1.2

Tableau I11. 2 : Résultats RMN H et *C relatives au composé I1C2.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
la 1,43 (1H, m) 41,6
1b 1,17 (1H ; dd ; 13 ; 4 Hz)
2a 1,64 (1H ; m) 20,8
2b 1,60 (1H ; m)
3a 1,49 (1H ; m) 44,3
3b 1,32 (1H ; dd ; 13 ; 4 Hz)
4 - 71,3
5 1,39 (1H ; dd ; 12,6 ; 1,6 HZz) 55,9
6a 1,98 (1H ; dl ; 12 Hz)
6b 1,28 (1H ; dl ; 12 Hz) 27,1
7 2,52 (1H ; t; 12 Hz) 41,4
8a 1,67 (1H ; m) 28,0
8b 1,50 (1H ; m)
9a 1,78 (1H ;d; 12,5 Hz) 43,3
9b 1,47 (1H ; m)
10 - 33,8
11 - 146,3
12 - 169,3
13a 6,17 (1H ; sl) 122,3
13b 5,62 (1H ; sl)
14 0,97 (3H ; s) 18,8
15 1,12 (3H ; s) 21,9

111.1.2. Détermination structurale des composes isolés de I’extrait acétate d’éthyle :

111.1.2.1. Détermination structurale du composé IC3 :
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Le produit IC3 se présente sous forme d’un précipité jaune. Sa fluorescence noire-violette
sous la lumiére de Wood indique une structure de type flavone ou flavonol substitué en position
C-3.

L’examen simultané des spectres RMN H (Spectre 16 et 17), COSY (Spectre 18) et
HSQC (Spectre 19 et 20) montre la présence des signaux caractéristiques d’une flavone

flavonol et permet les attributions suivantes :

-Un doublet d’intégration 1H a én= 7,64 ppm (J = 2,2 Hz), indicateur d’un couplage méta,

corrélant sur le spectre HSQC avec son carbone a ¢ = 115 ppm, attribuable a H-2".

-Le proton H-2’ correéle sur le spectre COSY avec le proton résonant sous forme d’un doublet
de doublet d’intégration 1H a é6n= 7,56 ppm (J = 8,5 ; 2,2 Hz), indicateur d’un couplage ortho
et méta, ce dernier correle sur le spectre HSQC avec son carbone a 6c = 120,9 ppm, qui permet

son attribution au proton H-6’.

-Le H-6" montre également sur le spectre COSY une tache de corrélation avec le proton qui
résonne sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 61 = 6,92 ppm (J = 8,5 Hz), indicateur d’un
couplage ortho, que 1’on peut attribuer a H-5. Ce dernier corréle sur le spectre HSQC avec son

carbone a oc = 115,3 ppm.

-Un signal d’intégration 1H apparait sur le spectre RMN *H sous forme d’un singulet a 8y =
6,52 ppm, qui sera attribuer soit a H-3, H-6 ou H-8. Sur le spectre HSQC, ce proton correle
avec son carbone a dc = 93,5 ppm, selon la valeur du déplacement chimique et par comparaison
avec les données de la littérature, ce carbone ne peut étre attribu¢ qu’au carbone C-8 (Liu et
Marby. 1982 ; Al-Yahya et al., 1988 et), de ce fait, le proton a 61 = 6,52 ppm est attribuable a
H-8.

-L’apparition de deux singulets d’intégration 3H chacun a 61 = 3,81 ppm (¢ = 59,1 ppm) et on

= 3,90 ppm (8¢ = 59,5 ppm) indique la présence de deux groupements méthoxyles.
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L’étalement du spectre HMBC (Spectre 21) montre une tache de corrélation entre les

protons du groupement méthoxyle qui résonnent a 61 = 3,81 ppm et le carbone a éc = 137,8

ppm attribuable a C-3. L’autre méthoxyle a én = 3,90 ppm correle avec le carbone a 6c = 131,3

ppm qui ne peut étre que le C-6, permettant ainsi de localiser ces groupements méthoxyles en

position C-3 et C-6.
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Spectre 16: RMN “H (CD30D, 400 MHz, 6 ppm) du composé IC3.
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Spectre 17: RMN H (CD30D, 400 MHz, § ppm) étalé (6,40-7,80ppm) du composé IC3.
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Spectre 18: COSY (CDs0D, 400 MHz), étalé (6,30-7,90 ppm) du composé IC3.
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Spectre 19 : HSQC (CDs0D, 400 MHz), etalé (6,50-7,70 ppm) du composé IC3.
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Spectre 21: HMBC (CDs0D, 400 MHz), étalé (3,71-3,97ppm) du composé IC3.
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L’expérience HMBC (Spectre 22 et 23) a permis é¢galement ’attribution des carbones

quaternaires :

-Une tache de corrélation entre le H-8 et chacun des carbones a : dc = 105,2 ppm, 6c = 131,3
ppm, 6c= 151,7 ppm, dc = 152,4 ppm, éc = 157,3 ppm et 6c = 178,6 ppm attribuables a : C-10,
C-6, C-5, C-9, C-7 et C-4 respectivement.

-Le H-5’ correle avec les carbones résonants a 6c = 121,3 ppm, 6c = 145,1 ppm et 6c = 148,4
ppm attribuables aux atomes de carbones quaternaires du cycle B : C1°, C-3* et C-4’

respectivement.

-La corrélation entre le H-2’ et le carbone a 6c = 145,1 ppm confirme le C-3’.
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Spectre 22: HMBC (CDs0D, 400 MHz), étalé (6,15-6,80 ppm) du composé IC3.
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Spectre 23 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (6,70-7,80 ppm) du composé IC3.

L’étude du spectre RMN 13C (Spectre 24 et 25) permet la confirmation de tous les

carbones identifiés précédemment par 1’étude des expériences bidimensionnelles HSQC et

HMBC, en addition du carbone qui apparait a 6c = 156,4 ppm, qui ne peut étre que le C-2.

72



Chapitre I11. Résultats et Discussion

DOUDACH IBTR 5

105.27
93.56

600

121
™-120
_~115.32
™-115.03
—~59.52
™-59.12

550

500

450

400

350

300

250

200

Ccs 6-OCH3 150
cr ce\ c2 C10 a8 \

100

125 120 115 110 105 100 95

90
f1 (ppm)

Spectre 24 : RMN *C (CDsOD, 100 MHz), étalé (55-125 ppm) du composé IC3.
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Spectre 25 : RMN *C (CDsOD, 100 MHz), étalé (130-182 ppm) du composé IC3.

Toutes ces données spectrales ainsi que la comparaison avec la littérature (Liu et Marby.

1982 ; Al-Yahya et al., 1988) nous permettent d’identifier le composé IC3 comme étant le
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3°,4°,5,7-tetrahydroxy-3,6-dimethoxyflavone ou encore le 3,6-diméthoxy lutéoline connu sous
le nom d’axillarine (Figure 111.5). L’ensemble des données spectrales RMN H et 13C sont

représentés dans le tableau I11.3.

Figure 111. 5 : Axillarine.

Tableau I11. 3 : Résultats RMN H et *3C relatives au composé 1C3.

Position on (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
- 156,4
3 - 137,8
4 - 178,6
5 - 151,7
6 - 131,3
7 - 157,3
8 6,52 (1H ; s) 935
9 - 152,4
10 - 105,2
1 - 121,3
2 7,64 (1H ; d ; 2,2 Hz) 115,0
3 - 145,1
4 - 148,4
s 6,92 (1H ;d; 8,5 Hz) 115,3
6’ 7,56 (1H; dd; 8,5; 2,2 Hz) 120,9
3-OCHs 3,81 (3H ;) 59,1
6-OCHs3 3,90 (3H ; s) 59,5

74



Chapitre I11. Résultats et Discussion

111.1.2.2. Détermination structurale du composé 1C4 :

Le produit 1C4 se présente sous forme des cristaux jaune, sa fluorescence noire-violette
sous la lumiére de Wood oriente vers le squelette d’un flavonoide de type flavone ou flavonol

substitué en C-3.

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre 26) confirme la présence d’un flavonoide
glycosylé, cela est caractérisé par la présence de deux types de protons dont le premier type se
trouve dans la zone aromatique située dans I’intervalle [6,93-7,69 ppm] et le second type se

situe dans la zone osidique s’étalant de 3,44 ppm a 5,14 ppm.
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Spectre 26: RMN H (CD30D, 400 MHz, & ppm) du composé IC4.

75



Chapitre I11. Résultats et Discussion

L’étude simultanée des spectres RMN H (Spectre 27), COSY (Spectre 28) et HSQC
(Spectre 29) permet de relever les informations suivantes :

-Un doublet d’intégration 1H (J = 1,8 Hz), résonant a 6n= 7,69 ppm correle sur le spectre HSQC
avec son carbone a 6c= 116,2 ppm que 1’on peut attribuer a H-2’. Ce méme proton montre sur
le spectre COSY une tache de corrélation avec le proton résonant a 64= 7,61 ppm, qui apparait
sur le spectre RMN *H sous forme d’un doublet de doublet d’intégration 1H et montrant ainsi
un couplage ortho (J = 7,5 Hz) et un couplage méta (J = 1,8 Hz) ce qui permet son attribution
au proton H-6’. Ce proton correle sur le spectre HSQC avec son carbone a oc= 122,4 ppm

assignable au carbone C-6’.

-Le proton H-6’ corréle sur le spectre COSY avec le proton résonant a 6= 6,93 ppm, ce dernier
apparait sur le spectre RMN H sous forme de doublet (J = 7,5 Hz) d’intégration 1H, ce qui
permet son attribution au proton H-5°. Ce dernier proton correle sur le spectre HSQC avec son

carbone a 6c=116,1 ppm.

-Un singulet résonant a 1= 6,95 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3, H-6 ou bien H-8. Sur
le spectre HSQC, ce proton montre une tache de corrélation avec son carbone a dc= 95,5 ppm,
vu la valeur du déplacement chimique et par comparaison avec la littérature, ce carbone ne peut
étre que le C-8 (Schmeda-Hirschmann et al., 2004), par conséquent, le proton résonant a 4=
6,95 ppm est le H-8.

-Deux singulets d’intégration 3H chacun a én = 3,84 et 3,92 ppm, attribuables aux deux

groupements méthoxyles.

-Un doublet d’intégration 1H a én= 5,14 ppm (J = 7,5 Hz). D’apres la valeur du déplacement
chimique ainsi que la constante de couplage de ce proton anomérique, le sucre est lié a
I’aglycone par une jonction O-sucre, et cette entité peut étre un glucose ou un galactose avec

configuration [ entre le sucre et la génine (Schmeda-Hirschmann et al., 2004).
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Spectre 27: RMN *H (CD30D, 400 MHz), étalé (5,00-7,90 ppm) du composé 1C4.
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Spectre 29 : HSQC (CD30D, 400 MHz), étalé (5,00-7,80 ppm) du composé IC4.

De méme que précédemment, I’analyse simultanée des spectres RMN *H (Spectre 27 et
30), COSY (Spectre 31) et HSQC (Spectre 29 et 32) permet I’attribution des signaux de la partie

osidigue comme suit :

-Le proton anomérique H-1"’ (d ; 5,14 ppm ; J = 7,5 Hz) montre une tache de corrélation avec
son carbone a 6c=101,5 ppm. Ce proton anomeérique correle sur le spectre COSY avec le proton
résonant sous forme d’un multiplet a 6n= 3,58 ppm (6c= 74,6 ppm), que I’on peut attribuer a
H-2"’. Ce dernier montre sur le méme spectre une tache de corrélation avec le proton résonant
a 0n= 3,54 ppm (dc = 78 ppm) sous forme d’un triplet (J = 9 Hz) attribuable a H-3"’. Ce méme
proton correle avec un signal résonant sous forme d’un triplet (J = 9 Hz) a 1= 3,44 ppm que

1’on peut attribuer a H-4>" (6c= 68,3 ppm).

-La multiplicité de H-3"’ et la valeur de sa constante de couplage supposent des interactions
axiale-axiale entre H-3"°/H-2"" et H-3’/H-4"’, cela indique des orientations axiales pour le H-

3”’ et H-4>" donc le sucre est un glucose.

-Le H-4* montre une tache de corrélation avec le proton résonant a 6= 3,60 ppm (6c = 78,3

ppm) sous forme d’un multiplet, il ne peut étre que le H-5"". Ce dernier proton montre deux
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taches de corrélation avec deux protons : I’un a 61= 3,96 ppm résonant sous forme d’un doublet

large (J = 12 Hz) et I’autre a 0n= 3,74 ppm résonant sous forme d’un doublet de doublet (J =

12 ; 6 Hz) attribuable a H-6’a et H-6"’b respectivement. Ces deux protons corrélent sur le

spectre HSQC avec leur carbone a 64= 62,09 ppm.

Toutes ces informations ainsi que les valeurs des déplacements chimiques des carbones

du sucre confirme que I’entité sucre n’est autre que le glucose.
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Spectre 30: RMN *H (CD30D, 400 MHz), étalé (3,05-4,25 ppm) du composé 1C4.
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Spectre 32 : HSQC (CD30D, 400 MHz), étalé (3,00-4,40 ppm) du composeé IC4.
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L’analyse du spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre 33, 34 et 35) permet de
déduire facilement toutes les valeurs des déplacements chimiques de tous les carbones

quaternaires et aussi de positionner I’entité glucose ainsi que les deux groupements méthoxyle.

Les taches de corrélation sur I’étalement du spectre HMBC (Spectre 33) permettent de

tirer les indications suivantes :
-Le proton H-8 montre des taches de corrélations avec :

e Le carbone a 6c = 177,7 ppm, vu la valeur de son déplacement chimique, il ne peut
étre que le groupement carbonyle C-4.

e Decux carbones résonants a 6c = 152,1 et 151,2 ppm correspondants aux C-9 et C-5
respectivement.

e [’atome de carbone quaternaire a 6c = 107,7 ppm, attribuable au carbone C-10.
-Le C-1" a dc=121,1 ppm, grace a sa corrélation avec le H-2’ et H-5".
-Le C-3” a 8¢ =145,1 ppm, grace a sa corrélation avec le H-5".
-Le C-4’ a 8¢ =148,9 ppm, grace a sa corrélation avec les protons H-2’ et H-6".

-Le proton H-6" montre une tache de corrélation avec le carbone a 6c = 157,6 ppm, attribuable
acC-2.

En effet, le spectre 34 (Spectre HMBC étalé) montre une tache de corrélation entre le
proton anomérique H-1"" (dn = 5,14 ppm) et le signal a dc = 155,7 ppm qui ne peut étre attribué

qu’au carbone C-7.

Une tache de corrélation est remarquée sur 1’étalement du spectre HMBC (Spectre 35)
entre le groupement méthoxyle a 61 = 3,84 ppm et le carbone a éc = 137,7 ppm attribuable au
carbone C-3. Les protons du méthoxyle a 61 = 3,92 ppm correlent avec le carbone résonant a

dc =132,1 ppm qui ne peut étre que le C-6.
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Spectre 33 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (6,60-7,70 ppm) du composé IC4.
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Spectre 34 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (4,65-5,40 ppm) du compose IC4.
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Spectre 35 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (3,50-4,20 ppm) du composé IC4.

Toutes les données de la série spectrale et la comparaison avec la littérature (Schmeda-
Hirschmann et al., 2004) permettent d’identifier le composé IC4 comme étant le 3°,4°,5-
trihydroxy-3,6-dimethoxyflavone-7-O-B-glucopyranoside ou axillarine7-O-p-glucopyranoside

connu sous le nom axillaroside (Figure 111.6).

HO'1o

Figure I11. 6 : Axillaroside.
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Les données relatives a la spectroscopie RMN *H et RMN 3C de ce composé sont

reportées dans le tableau I11.4.

Tableau I11. 4 : Données spectroscopiques RMN H et RMN 3C du composé IC4.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
2 - 157,6
3 - 137,7
4 - 177,7
5 - 151,2
6 - 132,1
7 - 155,7
8 6,95 (1H ; s) 95,5
9 - 152,1
10 - 107,7
r - 121,1
2’ 7,69 (1H ;d; 1,8 Hz) 116,2
3 - 145,1
4 - 148,9
5 6,93 (1H ;d; 7,5 Hz) 116,1
6’ 7,61 (1H ;dd;7,5; 1,8 Hz) 122,4
1” 514 (1H ;d; 7,5 Hz) 101,5
2”7 3,58 (1H ; m) 74,6
3” 3,54 (1H; t; 9 Hz) 78,0
4” 3,44 (1H ;t; 9 Hz) 68,3
5% 3,60 (1H ; m) 78,3
6’a 3,96 (1H ; dl ; 12 Hz) 62,0
6”b | 3,74(1H;dd;12;6 Hz)
3-OCHs 3,84 (3H;s) 59,7
6-OCHs3 3,92 (3H;s) 60,8
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111.1.2.3. Détermination structurale du composé IC5 :

Ce composé a été isolé sous forme d’une poudre jaune. L’examen de son spectre RMN
'H (Spectre 36 et 37) enregistré dans le DMSO-ds indique la présence des signaux des protons

d’un noyau aromatique et d’autres éthyléniques qui peuvent étre réparti comme sulit :

-Deux doublets d’intégration 1H chacun avec une constante de couplage J = 1,5 Hz, résonants
adn=7,07 ppm et 7,02 ppm.

-Deux doublets de doublets d’intégration 1H chacun (J=28,2 et 1,5 Hz) a 1= 6,95 et 6,90
ppm.

-Un signal sous forme d’un doublet (J = 8,2 Hz) d’intégration 2H a 6= 6,74 ppm.

La somme de ces informations indique la présence de six protons dans la zone aromatique
ainsi que les constantes de couplages orientent vers la présence de deux types de couplage, J =
1,5 Hz un couplage méta tandis que J = 8,2 Hz un couplage ortho. Cela indique la présence de
deux noyaux aromatiques trisubstitué dans les positions 1°,3’et 4’ pour le premier noyau et dans

les positions 177, 3°” et 4”” pour le second.
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Par consequent, on peut attribuer les protons H-2" (6w = 7,07 ppm), H-2’ (61 = 7,02 ppm),
H-6"" (61 = 6,95 ppm), H-6 (61 = 6,90 ppm), H-5""et H-5" (61 = 6,74 ppm). Cela est confirmé
par la présence des taches de corrélations sur le spectre COSY (Spectre 37) entre H-2’ et H-6”,

H-6" et H-5" du premier cycle et entre H-2*" et H-6"’, H-6"" et H-5" du second cycle.

Par ailleurs, sur le méme spectre RMN *H (Spectre 36 et 37), les protons éthyléniques

sont réparti comme suit : quatre signaux sous forme de doublet d’intégration 1H chacun (J=

15,9 Hz) a 64= 7,45 ppm ; 7,38 ppm ; 6,24 ppm et 6,16 ppm.

Le spectre COSY (Spectre 38) montre également des taches de corrélations entre les

protons résonants a én= 7,45 ppm et o1 = 6,24 ppm et entre les protons résonants a dn= 7,38

ppm et o= 6,16 ppm. Ce qui confirme la présence de deux groupements éthyléniques. Selon

la valeur de la constante de couplage (J= 15,9 Hz), la configuration de la double liaison est

trans, ces protons sont conférés aux H-7"" (6n = 7,45 ppm), H-7" (61 = 7,38 ppm), H-8"’ (dx =

6,24 ppm) et H-8” (61 = 6,16 ppm).
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Spectre 36 : RMN H (DMSO-ds, 400 MHz, § ppm) du composé IC5.
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Spectre 37 : RMN ‘H (DMSO-ds, 400 MHz), étalé (5,80-7,70 ppm) du composé IC5.
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Spectre 38 : COSY (DMSO-ds, 400 MHz), etalé (5,80-7,60 ppm) du composé IC5.
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Par ailleur, I’examen du spectre RMN *C (Spectre 39 et 40 ) révéle la présence de 25
carbones dont un carbonyle d’un acide carboxylique a dc = 173,5 ppm, noté C-7 et deux
carbonyles d’esters conjugués a oc = 166,5 ppm et 165,2 ppm, notés C-9 et C-9’

respectivement.
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Spectre 39 : RMN *C (DMSO-dg, 100 MHz) du composé IC5.
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Spectre 40 : RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz), étalé (138-176 ppm) du composé IC5
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Le spectre HSQC (Spectre 41) méne a D’attribution des carbones apparaissant sur le
spectre RMN 3C (Spectre 42) correspondants a leurs protons notamment : C-2° (5c = 114,8
ppm), C-2"" (6¢ = 114,8 ppm), C-5" (6¢c = 116 ppm), C-5"’ (d¢c = 115,9 ppm), C-6’ (6¢ = 120,5
ppm), C-6" (6c = 121,5 ppm), C-7’ (6¢c = 143,5 ppm), C-7"’ (d¢c = 144,9 ppm), C-8’ (6¢c = 116,4
ppm), C-8*’ (dc = 114,6 ppm).
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Spectre 41 : HSQC (DMSO-ds, 400 MHz), étalé (6,10-7,50 ppm) du composé IC5.
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Spectre 42 : RMN *C (DMSO-dg, 100 MHz), étalé (113-128 ppm) du composé IC5.

L’étude de spectre HMBC (Spectre 43) montre une tache de corrélation entre les protons
H-7°, H-8’ et les carbones a 6c = 126 ppm et a dc = 165,2 ppm attribuables a C-1" et C-9’
respectivement. Par ailleurs, les protons H-7’, H-8” corrélent avec les carbones a 6c = 125,6
ppm et 166,5 ppm attribuables a C-1" et C-9°’ respectivement, confirmant que les groupements
éthyléniques sont liés d’une part aux noyaux aromatiques et d’une autre part aux groupements

carbonyles.
Ce méme spectre permet également de localiser les carbones quaternaires ainsi :
-Le C-3” a 6c = 145,9 ppm, grace a sa corrélation avec H-2’ et H-5".
-Le C-4’ a 6c = 148,8 ppm grace a sa corrélation avec H-2’ et H-6’.
-Le H-5"" corréle avec le carbone a éc = 145,9 ppm correspond a C-3.

-Les protons H-2’" et H-6"’ montrent une tache de corrélation avec le méme carbone a dc =

148,1 ppm, attribuable a C-4°".

Les valeurs des déplacements chimiques des carbones C-3°, C-3"’, C-4’ et C-4”’ indiquent

qu’ils sont porteurs des groupements hydroxyle.
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Spectre 43 : HMBC (DMSO-ds, 400 MHz), étalé (5,80-7,60 ppm) du composé IC5.

L’analyse spectrale fait jusqu’a présent nous permet de proposer la premiére entité du

compose IC5 figurant au-dessous (Figure 111.7).

Figure I11. 7 : Structure partielle du composé IC5.

Revenons au spectre RMN *H (Spectre 36) qui montre des signaux dans I’intervalle [1,5-
5,5 ppm], caractérisé par un triplet de doublet d’intégration 1H a 6= 5,24 ppm (J =9,8 ; 4,3
Hz) correspond a H-5 de 1’acide quinique (Chan et al., 2009 ; Danino et al., 2009).

Le spectre COSY (Spectre 44) montre que le proton H-5 corréle avec les protons

résonants a :
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-0 = 3,51 ppm, attribuable a H-4.
-0H= 2,33 ppm, sous forme d’un doublet large (J = 9,6 Hz), attribuable a H-6ax.

-01= 1,79 ppm, sous forme d’un doublet de doublet (J = 12 Hz), attribuable & H-6eq, ces deux

protons (H-6ax et H-6eq) correlent également entre eux.

Le H-4 corréle a son tour avec le proton a 6+ = 4,00 ppm résonant sous forme d’un doublet (J

= 3,1 Hz), qui ne peut étre que H-3.

Le H-3 montre deux taches de corrélation avec un proton a én = 2,49 ppm (son signal dissimulé
sous le pic du DMSO-ds), et un autre résonant a dy = 2,17 ppm, sous forme d’un doublet large
(J = 12 Hz), attribuables a H-2ax et H-2eq respectivement, ces deux derniers protons corrélent

ainsi entre eux.

Par conséquent, on peut attribuer les protons de I’acide quinique comme le montre

I’étalement du spectre RMN *H (Spectre 45).
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Spectre 44 : COSY (DMSO-ds, 400 MHz), etalé (1,40-5,60 ppm) du composé IC5.
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Spectre 45 : RMN ‘H (DMSO-ds, 400 MHz), étalé (1,40-5,40 ppm) du composé IC5.

L’étude de spectre HSQC (Spectre 46) permet de positionner le C-2 (6c = 35 ppm), C-3
(6c=169,1 ppm), C-4 (6c = 72,6 ppm), C-5 (6c = 70,6 ppm) et C-6 (6c = 37,7 ppm).
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Spectre 46 : HSQC (DMSO-ds, 400 MHz), etalé (1,50-5,50 ppm) du composé IC5.
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L’examen du spectre HMBC (Spectre 47) permet de localiser le C-1 a 6c = 82,4 ppm
grace a sa corrélation avec les protons H-3 et H-5. Par ailleurs, la corrélation entre le H-5 et le
C-9”” impose de mettre un groupement caféoyle en position C-5. Une tache de corrélation
également apparait entre H-6ax et C-9°. L’étalement du spectre RMN *3C (Spectre 48) montre

I’ensemble des carbones de 1’acide quinique.
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Spectre 47 : HMBC (DMSO-ds, 400 MHz), étalé (1,60-5,40 ppm) du composé I1C5.
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Spectre 48 : RMN *C (DMSO-dg, 100 MHz), étalé (34-84 ppm) du composé IC5.
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Les valeurs des déplacements chimiques des H-3, H-4 et C-1, I’absence de corrélation
entre H-3 ou H-4 et C -9’ et par comparaison avec la littérature (Danino et al., 2009 ; Xiao-
Wei et al., 2015), les groupements caféoyles sont en position C-1 et C-5, par conséquent, la

structure du composeé IC5 est I’acide-1,5-di-O-cafeoylquinique (Figure 111.8).

Ce composé est précédemment isolé par Trendafilova de la méme espéce Inula conyza
(Trendafilova et al., 2020a).

Figure I11. 8: Acide-1,5-di-O-caféoylquinique.
Les données des résultats RMN *H et C sont réunis dans le tableau 111.5.

Tableau I11. 5 : Données de la spectroscopie RMN H et $3C du composé IC5.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)

1 - 82,4
2ax 2,49 (1H ; m) 35,0
2eq 2,17 (1H ; dl ; 12 Hz)

3 4,00 (1H ;d; 3,1 Hz) 69,1

4 3,51 (1H ; m) 72,6

5 524 (1H ;td ; 8,9 ; 4,3 Hz) 70,6
6ax 2,33 (1H ; dl; 9,6 Hz) 37,7
6eq 1,79 (1H ; dd ; 12 Hz)

7 - 173,5
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Tableau I11. 5 (Suite) : Données de la spectroscopie RMN *H et *C du composé IC5.

Position on (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
1 - 126,0
2 7,02 (1H ;d; 1,5 Hz) 114,8
3 - 145,9
4 - 148,8
5 6,74 (1H ;d; 8,2 Hz) 116,0
6’ 6,90 (1H ;dd; 8,2 ;1,5 Hz) 120,5
k 7,38 (1H ; d; 15,9 Hz) 143,5
8’ 6,16 (1H ; d ; 15,9 Hz) 116,4
9 - 165,2
1” - 125,6
2” 7,07 (1H;d; 1,5Hz) 114,8
3 - 145,9
4” - 148,1
57 6,74 (1H ; d ; 8,2 Hz) 1159
6’ 6,95 (1H ; dd ; 8,2 ; 1,5 Hz) 1215
7’ 7,45 (1H ; d; 15,9 Hz) 1449
8” 6,24 (1H ; d ; 15,9 Hz) 114,6
9> - 166,5

I11.2. Résultats des activités biologiques de I’espéce Inula conyza :

111.2.1. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

La teneur en polyphénols ainsi qu’en flavonoides totaux des extraits de 1’espéce Inula
conyza a éte évaluée en basant sur les équations obtenues a partir des courbes d’étalonnage de

I’acide gallique et de la quercétine (Figure I11.9 et 111.10).

Les résultats sont exprimés par milligramme équivalent d’acide gallique par gramme
d’extrait (mg EAG/g) pour la teneur en polyphénols. La teneur en flavonoides est exprimée par

milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/Qg).
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Figure 111. 9: Courbe d'étalonnage de l'acide gallique.
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Figure 111. 10: Courbe d'étalonnage de la quercetine.

Les résultats collectés dans le tableau I11.6 révélent que I’extrait acétate d’éthyle possede
le taux le plus élevé en composés polyphénoliques (693,29+5,00 mg EAG/g d’extrait) et
également en flavonoides (280,17+3,18 mg EQ/g d’extrait) par rapport I’extrait butanolique
(491,73+10,39 mg EAG/g d’extrait et 174,50+3,03 mg EQ/g d’extrait). Par ailleurs, 1’extrait

CHCl3 ne montre aucune réaction vis-a-vis les réactifs utilisés pour les deux dosages testeés.
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Tableau I11. 6 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits de lI'espece I. conyza.

Extraits Teneur en polyphénols | Teneur en flavonoides
(mg EAG/9) (mg EQ/g)
Chloroforme NA NA
Aceétate d’éthyle 693,29+5,00 280,17+3,18
n-Butanol 491,73+10,39 174,50+3,03

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). NA : non absorbé

111.2.2. Evaluation du potentiel antioxydant :

La détermination des activités biologiques des extraits chloroforme, acétate d’éthyle et n-
butanol a été estimée par cing méthodes : DPPH, ABTS, B-Carotene, CUPRAC et le pouvoir

réducteur, dont les résultats sont représentés dans le tableau I11.7.

Parmi les trois extraits testes, I'extrait acétate d'éthyle a montré une excellente activité
lors des essais anti-radicalaire utilisés (DPPH, ABTS et p-Caroténe) avec des Cls50=19,74+0,39 ;
5,94+0,03 et 1,17+0,01 pg/mL respectivement. L’extrait butanolique a également montré des
valeurs considérables avec les mémes essais (Cls0=34,50+0,28 ; 10,55+0,25 et 2,45+0,08
ug/mL respectivement), par contre, I’extrait chloroformique posséde une activité beaucoup

moins importante que celles des deux autres extraits.

Les deux extraits AcOEt et n-BuOH ont également montré une bonne capacité de
réduction vis-a-vis des cations ferriques (pouvoir réducteur) ainsi que cuivriques (CUPRAC)
avec une légere supériorité pour 1’extrait AcOEt par rapport aux standards utilisés (Tableau
[11.7) alors que I’extrait chloroformique montre des concentrations Agso Supérieures a 200

ug/mL pour les deux activites.

L’extrait AcOEt possede une activité presque identique a celle du standard BHT utilisé
dans les tests B-Carotene (Clso= 1,05+0,01ug/mL) et CUPRAC (Ao.so = 8,97£3,94ug/mL), et
une activité deux fois plus importante que celle du a-tocophérol (Ao.so = 34,93£2,38ug/mL)
dans le test du pouvoir réducteur. Il est a noté également que 1’extrait n-BuOH montre une

capacité antioxydante remarquable par rapport aux standards cités.

Les puissants résultats obtenus de 1’extrait AcOEt ne peuvent étre expliqués que par sa

richesse en composes phénoliques et flavoniques comme les dosages réalisés 1’apparient. Cette
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forte activité est probablement due aux flavonoides et I’acide phénolique isolés de cet extrait :
axilarine, axillaroside et I’acide-1,5-di-O-caféoylquinique qui ont montré des activités
antioxydantes puissantes (Schmeda-Hirschmann et al., 2004 ; Hu et al., 2017 ; Trendalifova

et al., 2020a).

Tableau I11. 7 : Résultats des activités antioxydantes testés des extraits d’l. conyza.

Extraits DPPH ABTS B-Caroténe Pouvoir CUPRAC
Réducteur
Clso (ng/mL) Aoso (ug/mL)
Chloroforme >200 180,53+0,82 10,06+0,72 >200 >200
Acétate d’¢thyle | 19,74+0,39 5,94+0,03 1,17+0,01 11,20+0,69 8,59+0,17
n-Butanol 34,50+0,28 10,55+0,25 2,45+0,08 20,48+0,61 12,14+0,46
BHA 6,14+0,41 1,81+0,10 0,90+0,02 NT 6,62+0,05
BHT 12,99+0,41 1,29+0,30 1,05+0,01 NT 8,97+3,94
a-Tocophérol NT NT NT 34,93+2,38 NT
Acide ascorbique NT NT NT 6,37+0,42 NT

Les valeurs sont exprimées en moyenne =+ écart type (n=3). NT : non testé.

111.2.3. Activité anti-cholinestérase :

L’activité anti-cholinestérase a servi de déterminer la capacité des extraits CHCls, AcOEt
et n-BuOH a inhiber les enzymes AChE et BChE (Tableau I11.8).

L’extrait chloroforme montre une capacité d’inhibition contre la BChE a une
concentration Clso= 140,20+1,11pug/mL cependant, 1’extrait acétate d’éthyle montre une
activité negligeable dont la concentration est supérieure a 200 pg/mL, alors que I’extrait n-
butanol est inactif.

L’extrait chloroformique montre également une tres faible activité contre I’enzyme AChE
dont la concentration dépasse 200 pug/mL, par ailleurs, aucun des extraits acétate d’éthyle et

butanolique n’est actif.
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Tableau 111. 8 : Les valeurs des Clso de I'activité anti-cholinestérase des extraits d’/. conyza.

AChE BChE
Extraits Clso (ng/mL)
Chloroforme >200 140,20+1,11
Acetate d’éthyle NA >200
n-Butanol NA NA
Galantamine 6,27+1,15 34,75+1,99

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3)
NA : non absorbé.

Une étude biologique ultérieure réalisée par Trendafilova et al. (2020a) a également
présenté des activités biologiques modérées de 1’extrait méthanolique des fleurs et des feuilles
de I’espéce I. conyza. La teneur en polyphénols de notre extrait acétate d’éthyle est sept fois
plus importante que celle trouvée par I’étude citée (96,87+0,85 mg EAG/g d’extrait MeOH des

fleurs).

Notre extrait ACOEt posséde presque la méme activité DPPH que leur extrait MeOH des
feuilles (21,89+0,32 pg/mL), alors que notre extrait n-BuOH posséde une double capacité
antioxydante de D’activit¢t DPPH que celle de leur extrait MeOH des fleurs (68,58+0,52

ug/mL).Nos extraits ainsi que les siens montrent une faible activité contre 1’enzyme AChE.

Le taux des composés bioactifs dans les plantes varie en fonction de plusieurs facteurs
notamment : la période de récolte, les conditions de stockage, génétiques, environnementales
ou climatiques, la méthode d’extraction, le type d'espéces réactives ainsi que le protocole des
méthodes utilisées. Tous ces facteurs affectent la composition phytochimique des plantes
(Aires. 2015).
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[11.3. Résultats de I’étude phytochimique de I’espéce Centaurea incana :

111.3.1. Détermination structurale des composés isolés de I’extrait acétate d’éthyle :

111.3.1.1. Détermination structurale du composé CI-1 :

Le composé CI-1 a été isolé sous forme d’un précipité jaune, sa fluorescence violette sous

lumiére de Wood oriente vers une flavone ou un flavonol substitué en position C-3.

L’examen simultané des spectres RMN H (Spectre 49 et 50), COSY (Spectre 51) et

HSQC (Spectre 52) confirme qu’il s’agit d’un flavonoide caractérisé par :

-Un doublet (J = 8 Hz) d’intégration 2H a dn= 7,90 ppm, ce proton corréle sur le spectre HSQC
avec son carbone résonant a dc = 129,4 ppm, attribuable aux protons H-2’et H-6.

-Un doublet (J = 8 Hz) d’intégration 2H a 61 = 6,98 ppm, ce dernier montre une tache de

corrélation avec son carbone a 6c= 117 ppm, qu’on peut attribuer aux protons H-3’, H-5".

-Ces deux signaux corrélent entre eux également sur le spectre COSY, confirmant ainsi la para-

substitution du noyau B.

-Deux singulets d’intégration 1H chacun a d1= 6,65 ppm et 6,62 ppm, attribuables a H-3 et H-
6 ou alors a H-3 et H-8. On remarque sur le spectre HSQC des taches de corrélation entre ces
protons et leurs carbones correspondants a 6c = 103 ppm et 95,3 ppm. Vu les valeurs des
déplacements chimique de ces carbones ainsi que la comparaison avec la littérature permet
I’attribution de ces carbone aux C-3 et C-8 respectivement (Salama et al., 2011 ; Bicha et al.,
2013b ; Aly. 2016), par conséquent, les protons a o1 = 6,65 ppm et 6,62 ppm sont attribuables
aux H-3 et H-8 respectivement.

-Un signal sous forme d’un singulet, intégrant de 3H, a én = 3,93 ppm (éc = 60,9 ppm)

caractéristique d’un groupement méthoxyle qui montre sur 1’étalement du spectre HMBC
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(Spectre 53), une tache de corrélation avec le carbone a 6c = 132,9 ppm, attribuable a C

qui nous permet de mettre le groupement méthoxyle en position C-6.

-6, ce
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Spectre 49 : RMN 'H (CD3;0D, 400 MHz, ppm) du composé Cl-1.
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Spectre 52 : HSQC (CD30D, 400 MHz), du composé CI-1.
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Spectre 53 : HMBC (CDs0OD, 400 MHz), étalé (3,00-4,50 ppm) du composé CI-1.

L’analyse de spectre HMBC (Spectre 54 et 55) permet D’attribution des carbones

quaternaires comme suit :

-Le carbone C-2 a &c = 166,4 ppm, grace a sa corrélation avec H-3 et H2’, H-6".

-Le C-1’ résonant a dc = 123,3 ppm, grace a sa corrélation avec le H-3, H-3’et H-5".

-Le C-4’ a 6c = 162,7 ppm grace a sa corrélation avec le H2’, H-6’ainsi qu’avec le H-3°, H-5".

-Le groupement carbonyle C-4 a 6c = 184,3 ppm vu la valeur de son déplacement chimique,

ainsi que sa corrélation avec le H-3 et H-8.

-Les protons H-3 et H-8 corrélent avec le carbone a dc = 105,8 ppm, qui ne peut étre que le C-
10.

-L’apparition des taches de corrélations entre le H-8 et les atomes de carbone a dc = 154 ppm,

154,7 ppm et 158,8 ppm, permet 1’attribution de C-5, C-9 et C-7 respectivement.

-Une tache de corrélation confirmative entre H-8 et C-6.
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Spectre 54 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (6,80-7,90 ppm) du composé CI-1.
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Spectre 55 : HMBC (CDs0D, 400 MHz), étale (6,10-6,85 ppm) du composé CI-1.
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Les informations extraites des spectres RMN 2D, HSQC et HMBC, permet de positionner
les atomes de carbones sur le spectre RMN 1*C (Spectre 56).
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Spectre 56 : RMN **C (CDs;0D, 100 MHz) du composé CI-1.

L’ensemble de ces données ainsi que la comparaison avec celles de la littérature (Salama
etal., 2011 ; Bichaetal., 2013b ; Aly. 2016), nous permet d’identifier le composé CI-1 comme
étant le 4°,5,7-trihydroxy-6-méthoxyflavone ou le 6-méthoxyapigénine, connu sous le nom
d’hispiduline (Figure 111.11), antérieurement séparé de la méme espéce par Akkal et al. (1997).

Figure I11. 11: Hispiduline.

L’ensemble des résultats RMN H et RMN 3C sont rassemblés dans le tableau 111.9.
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Tableau I11. 9 : Données spectroscopiques RMN *H et RMN C du composé CI- 1.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
2 - 166,4
3 6,65 (1H ; s) 103,0
4 - 184,3
5 - 154,0
6 - 132,9
7 - 158,8
8 6,62 (1H ; s) 95,3
9 - 154,7
10 - 105,8
r - 123,3
2°.6’ 7.90 (2H ; d ; 8 Hz) 129,4
3,5 6,98 (2H ; d ; 8 Hz) 117,0
4 - 162,7
6-OCHs3 3,93 (3H ;s) 60,9

111.3.1.2. Détermination structurale du composé CI2 :

Le composeé CI2 a été séparé sous forme de précipité jaune. La fluorescence jaune de ce

produit sous lumiére de Wood (A = 365 nm) est caractéristique d’un flavonol (3-OH libre).

L’analyse du spectre RMN *H (Spectre 57) enregistré dans le CD3OD montre la présence

des signaux caractéristiques d’un squelette de type flavonoide reconnaissable par :
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Deux doublets, intégrants 2H chacun a 61= 8,09 ppm et 6,90 ppm (J = 8,9 Hz), attribuables aux
protons H-2°, H-6’ et H-3°, H-5" respectivement.

Le spectre COSY (Spectre 58) montre une tache de corrélation entre ces deux signaux,

ce qui confirme le couplage ortho entre les protons du noyau B.

Revenons au spectre RMN 'H (Spectre 57), on remarque un signal sous forme d’un
singulet a on= 6,50 ppm, d’intégration 1H attribuable a H-6 ou H-8. Toutefois, le spectre HSQC
(Spectre 60) montre que ce proton est corrélé au carbone dont le signal apparait a 6c = 93,3
ppm, selon la valeur du déplacement chimique de ce carbone, il ne peut étre attribué qu’au

carbone C-8 (Umadevi et al., 2005), de ce fait, ce proton sera attribué a H-8.

Sur le méme spectre RMN H (Spectre 57), il apparait un singulet a 5y = 3,88 ppm,
d’intégration 3H indique la présence d’un groupement méthoxyle qui correle a son tour sur le
spectre HMBC (Spectre 59), avec un atome de carbone résonant a éc = 130,8 ppm,

caractéristique du carbone en position C-6.
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Spectre 57 : RMN H (CDsOD, 400 MHz, ppm) du composé CI2.
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Spectre 58 : COSY (CDsOD, 400 MHz) du composé CI2.
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Spectre 59 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (3,40-4,40 ppm) du compose CI2.
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L’¢étude du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre 60) permet d’attribuer les atomes

de carbones a leurs protons correspondants :

-Les protons H-2’, H-6" et H-3’, H-5" corr¢elent avec les carbones résonants a 6c = 129,3 ppm

et 114,9 ppm, qui ne peuvent étre que le C-2°, C-6’ et le C-3°, C-5’ respectivement.

-Les protons du groupement méthoxyle corrélent avec leur carbone a oc = 50,5 ppm.
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Spectre 60 : HSQC (CDs0D, 400 MHz), étalé (3,40-4,40 ppm) du composé CI2.

L’examen du spectre HMBC (Spectre 61) méne a la localisation des carbones

quaternaires ainsi :

-Le H-8 permet I’attribution des signaux a oc = 103,5 ppm, 130,8 ppm, 151,6 ppm, 152,2 ppm,
157,1 ppm et 176,2 ppm, aux carbones C-10, C-6 (précédemment identifié), C-5, C-9, C-7 et
C-4 respectivement.

-Le C-4’ a 6c = 159,2 ppm, grace a sa corrélation avec les protons H-2’, H-6’ et H-3’, H-5".
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-Les protons H-3’, H-5’ corrélent avec 1’atome de carbone a 6c = 122,3 ppm, caractéristique du

C-1°.

-Les protons H-2’, H-6’ montrent une tache de corrélation avec le carbone résonant a éc = 146,9

ppm, qui ne peut étre que le C-2.
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Spectre 61 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (3,60-8,20 ppm) du composé CI2.

Sur le spectre RMN 3C (Spectre 62), figurant un signal en plus des carbones déja
identifié, a 6c = 135,4 ppm, il ne peut étre que le C-3, la valeur de son déplacement chimique
indique qu’il est oxygené, et comme la fluorescence de ce composé est jaune sous lumiere de

Wood, cette oxygénation ne peut étre qu’un groupement hydroxyle (3-OH).
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Spectre 62 : RMN *C (CD3;0D, 100 MHz) du composé CI2.

On peut conclure que le composé CI2 est le 4°,5,7-trihydroxy-6-méthoxyflavonol connu
sous le nom 6-méthoxy kaempférol (Figure 111.12), précédemment isolé de la méme espece par
Akkal et al. (1997), dont les résultats de la spectroscopie RMN *H et RMN 3C sont réunis dans
le tableau 111.10.

Figure I11. 12 : Le 6-méthoxy kaempférol.

112



Chapitre I11. Résultats et Discussion

Tableau I11. 10 : Résultats de la spectroscopie RMN *H et 13C relatives au composé CI2.

Position oH (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)
2 - 146,9
3 - 135,4
4 - 176,2
5 - 151,6
6 - 130,8
7 - 157,1
8 6,50 (1H ; s) 93,3
9 - 152,2
10 - 103,5
r - 122,3
2°,6° 8,09 (2H ; d ; 8,9 Hz) 129,3
3,5 6,90 (2H ; d ; 8,9 Hz) 1149
4 - 159,2
6-OCHs 3,88 (3H ;) 59,5

111.3.1.3. Détermination structurale du composé CI3 :

Le compose CI3 a éte separé sous forme d’une poudre amorphe. L’examen des spectres
RMN *H (Spectre 63 et 64) montre la présence d’un noyau aromatique para substitué. En effet,
I’étude simultanée des spectres RMN *H, HSQC (Spectre 65) et COSY (Spectre 66) permet de

tirer les indications suivantes :

-Un doublet (J = 8,5 Hz) d’intégration 2H a on= 6,92 ppm correle sur le spectre HSQC avec le
signal & 6c=129,4 ppm attribuable a H-3, H-5.
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-Un doublet (J = 8,5 Hz) d’intégration 2H a dn= 6,60 ppm corrélant sur le spectre HSQC avec
le signal a dc= 114,7 ppm attribuable a H-2, H-6.

Ces résultats sont en bon accord avec I’expérience COSY (Spectre 66) qui montre des

taches de corrélation entre ces protons.

-Un triplet (J = 7,2 Hz) d’intégration 2H a dn= 3,58 ppm, ce signal corréle sur le spectre HSQC
avec le signal a dc= 63,1 ppm. Les valeurs des déplacements chimiques des protons et de leur
carbone indiquent clairement qu’il s’agit d’un CH2 oxygéné attribuable a CH> qu’on va noter
8.

-Un autre triplet (J = 7,2 Hz) d’intégration 2H a dn= 2,61 ppm qui corréle avec le carbone a dc
= 38 ppm. Vu les valeurs de ces déplacement chimique, il ne peut étre qu’un CH2 benzylique.

De ce fait, ce CHzest porté par le cycle aromatique, ce qui permet son attribution a CH2 noté 7.

La mesure de I’expérience COSY (Spectre 66) représente des taches de corrélations entre

les protons de ces deux groupements indiquant qu’ils sont voisins.
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Spectre 63: RMN H (CD30D, 400 MHz, § ppm) du composé CI3.
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Spectre 64: RMN H (CD30D, 400 MHz), étalé (2,35-3,70 ppm) du composé CI3.
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Spectre 66 : COSY (CD30D, 400 MHz) du composé CI3.

L’examen du spectre RMN *3C (Spectre 67) confirme ces résultats et montre la présence

de deux autres signaux dont :

-Un carbone quaternaire aromatique portant un groupement hydroxyle a 6c = 155,4 ppm
attribuable a C-1.

-Le second quaternaire aromatique a ¢ = 129,5 ppm, qui ne peut étre que le C-4.
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Spectre 67 : RMN *C (CDs;0D, 100 MHz) du composé CI3.

L’analyse des corrélations du spectre HMBC (Spectre 68 et 69) confirme le

positionnement des atomes établi :

-Les protons H-3 et H-5 corrélent avec les carbones a dc = 38 ppm, 129,5 ppm et 155,4 ppm,
confirment le positionnement de C-7, C-4 et le C-1 respectivement.

-Les protons H-2 et H-6 montrent trois taches de corrélation :

e Lapremiére avec le carbone a éc = 129,4 ppm, confirme les carbones C-3 et C-5.
e Ladeuxieme avec le carbone a d¢c = 129,5 ppm, confirme le C-4.

e Latroisieme avec le carbone a d¢c = 155,4 ppm, confirme le C-1.
-Le H-8 montre trois taches de corrélation :

e Lapremiére avec le carbone a dc = 38 ppm, confirme le C-7.
e Ladeuxiéme avec le carbone a dc = 129,4 ppm, confirme les carbones C-3 et C-5.

e La troisiéme avec le carbone a 6c = 129,5 ppm, confirme le C-4.

-Le H-7 correle avec les carbones a 6c = 63,1 ppm, 129,4 ppm, 129,5 ppm, confirmant les

carbones C-8, C-3, C-5 et C-4 respectivement.
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Spectre 68 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (6,15-7,15 ppm) du composé CI3.
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Spectre 69 : HMBC (CD30D, 400 MHz), étalé (2,1-4,1 ppm) du composé CI3.
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L’ensemble de ces données spectrales et la comparaison avec les données de la littérature
(Yadav et al., 2019) montre qu’il s’agit de 4(2-hydroxyéthyle) phénol, connu sous le nom de
tyrosol (Figure 111.13). L’ensemble des résultats de la RMN H et 13C sont réunis dans le tableau

1.11.

Tableau I11. 11 : Données de la spectroscopie RMN *H et 13C du composé CI3.

Figure I11. 13 : Le tyrosol.

Position o1 (ppm), intégration, oc (ppm)
multiplicité, J (Hz)

1 - 155,4
2,6 6,60 (2H, d ; 8,5 Hz) 1147
35 6,92 (2H, d ; 8,5 Hz) 129,4

4 - 129,5

7 2,61 (2H ;t; 7,2 Hz) 38,0

8 3,58 (2H ;t; 7,2 Hz) 63,1

111.3.1.4. Détermination structurale du composé Cl4 :

Ce composé a été séparé sous forme d’un précipité jaune pale, de fluorescence noire-

violette sous lumiére de Wood oriente vers une flavone ou un flavonol 3-OR.

L’analyse du spectre RMN H et son étalement (Spectre 70 et 71) indique qu’il s’agit

d’un flavonoide de type flavone caractérise par :
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-Un singulet a 61 = 6,79 ppm intégrant d’un proton, correspond a H-3.

-Deux doublets d’intégration 1H chacun, I’'un a 6n = 6,19 ppm et I’autre a 6,49 ppm (J = 2 Hz)
attribuables aux protons H-6 et H-8 respectivement.

-Deux doublets d’intégration 2H chacun a on = 6,93 ppm et 'autre a 7,94 ppm avec une
constante de couplage J = 8,7 Hz indiquant un couplage ortho, attribuables a H-3, H-5" et H-

2’, H-6" respectivement, confirmant la para-substitution du noyau B.

-Un singulet a 61 = 12,97 ppm, d’intégration 1H, caractéristique d’un groupement hydroxyle en

position 5.

Spectre 70 : RMN H (DMSO-ds, 250 MHz, § ppm) du composé CI4.
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Spectre 71 : RMN H (DMSO-ds, 250MH?z), étalé (6,00-8,00ppm) du composé Cl4.

L’ensemble de ces données présente une flavone 4°,5,7-trihydroxyflavone, connu sous le
nom d’apigénine (aly. 2016) dont la structure est présentée dans la figure 111.14, Alors que les

données spectrales de la RMN *H sont collectées dans le tableau 111.12.

L’apigénine a été largement isolée de plusieurs espéces du genre Centaurea (Bentamene
etal., 2007 ; Hammoud et al., 2012 ; Kolli et al., 2012 ; Kitouni et al., 2015).

Figure I11. 14: Apigénine.
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Tableau I11. 12 : Résultats de la spectroscopie RMN *H du composé Cl4.

Position | &1 (ppm) Intégration Multiplicité
J (Hz)

3 6,79 1H S

6 6,19 1H d (2 Hz)

8 6,49 1H d (2 Hz)
2°,6° 7,94 2H d (8,7 Hz)
3,5 6,93 2H d (8,7 Hz)
5-OH 12,97 1H S

111.3.1.5. Détermination structurale du composé CI5 :

Ce composé se présente sous forme d’une poudre jaune, sa fluorescence noire-violette

sous lumiere de Wood indique un squelette de type flavone ou flavonol substitué en position

3.

L’examen du spectre RMN *H (Spectre 72) ainsi que le spectre étalé (Spectre 73) montre

la présence d’un flavonoide de type flavone par des signaux caractéristiques :

-Un singulet a 6+ = 6,69 ppm d’intégration 1H attribuable a H-3, ce qui confirme la structure

de type flavone.

-Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a dn = 6,20 ppm et le second a én = 6,46
ppm avec une constante de couplage J = 2 Hz (couplage méta), correspondant a H-6 et H-8

respectivement, indiquant ainsi un noyau A disubstitué en position C-5 et C-7.

-Un doublet d’intégration 1H a on = 6,90 ppm avec une constante de couplage J = 8,2 Hz

indiquant un couplage ortho attribuable a H-5".
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-Un signal sous forme d’un doublet de doublet d’intégration 1H a 6y = 7,40 ppm (J =8,2; 2
Hz), attribuable a H-6’.

-Un signal d’intégration 1H a on = 7,44 ppm, résonant sous forme d’un doublet avec une

constante de couplage J = 2 Hz, indiquant un couplage méta attribuable a H-2’.

-Unssingulet d’intégration 1H a 6= 12,99 ppm, indique la présence d’un groupement hydroxyle

en position 5.

Spectre 72 : RMN 'H (DMSO-ds, 250 MHz) du composé CI5.
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Spectre 73 : RMN H (DMSO-ds, 250 MHz), étalé (6,00-7,60 ppm) du composé CI5.

L’ensemble de ces données spectrales et par comparaison avec la littérature (Lin et al.,
2015) indique que le compose CI5 est une flavone 3°,4°,5,7-tetrahydroxyflavone connue sous
le nom de lutéoline (Figure 111.15) dont les données spectrales de la RMN H sont collectées
dans le tableau 111.13.

La lutéoline a été précédemment isolée du genre Centaurea (Kolli et al., 2012).

Figure 111. 15 : Lutéoline.
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Tableau I11. 13 : Résultats de spectroscopie RMN *H du composé CI5.

Position oH (ppm) Intégration Multiplicité
J (Hz)
3 6,69 1H S
6 6,20 1H d (2 Hz)
8 6.46 1H d (2 Hz)
2’ 7.44 1H d (2 Hz)
5 6,90 1H d (8,2 Hz)
6’ 7.40 1H dd (8,2 ;2 Hz)
5-OH 12,99 1H S

111.3.2. Analyse chromatographique par GC-MS de I’extrait chloroforme de C. incana :

L’identification des composés a été effectuée par comparaison des indices de rétention et
des spectres de référence d’une banque de données gérée dans un systéme informatique. Les
composes identifiés sont cités dans le tableau 111.14 et la figure 111.16 par ordre d’élution.
L’analyse de I’extrait chloroforme de C. incana a permis l'identifier 28 constituants qui

correspond a 79,13 % de la totalité de cet extrait.

L’extrait chloroforme de 1’espece Centaurea incana collectée de la région de Djelfa est
composé principalement de lignanes représenté par l'arctigénine (ATG ; 33,97 %), d’alcools
(19,06 %), de terpenes (10,49 % dont 2,36 % etaient des sesquiterpénes), d’alcanes (4,02 %),
d’acides (1,49 %) et des composés hétérocycliques (10,10 %).

En plus du produit majoritaire (ATG), les composés les plus abondant dans 1’extrait
chloroforme étaient également I'alcool trans-coniférylique (12,56 %), le loliolide (7,26 %),
I'alcool cis-sinapylique (5,40 %) et l'isovanilline (4,58 %). Les spectres de masse de ces

composeés enregistrés par GC-MS sont représentés dans les figures 111.17 et 111.18.

Les lignanes sont largement distribués dans le régne végétal, ils se trouvent dans plus de
70 familles (Pan et al., 2009). L’arctigénine est antérieurement isolé a partir de plusieurs
especes du genre CenOijtaurea (Bruno et al., 1991 ; Marco et al., 1992 ; Celik et al., 2006 ;
Shoeb et al., 2006 ; Djeddi et al., 2008, Guzel. 2020). Ce lignane a montré ainsi des effets

antiviraux et anticancéreux intéressant (Cui et al., 2020)
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Tableau I11. 14 : Composition chimique identifiée par GC-MS de I’extrait chloroforme de

I’espéce Centaurea incana.

d;\lpic TR IR Composés %
01 3,110 746 Meéthyldiéthyle carbinol 0,12
02 20,263 842 Ethylméthylmaleimide 0,39
03 21,008 1259 Acide-a-Toluique 0,27
04 26,194 1377 p-Oxybenzaldéhyde 0,66
05 26,983 1395 Trans-sobrerol 0,24
06 27,860 1416 Isovanilline 4,58
07 28,962 1443 3-(Hydrazinylméthyle) Phénol 0,70
08 29,693 1461 Alpha-Chamigréne 0,97
09 34,809 1590 Acide vanillique 0,41
10 38,697 1695 Syringaldéhyde 1,79
11 39,789 1725 3-Hydroxy-5,6-époxy-B-ionone 0,63
12 41,621 1777 Alcool trans-Coniféryle 12,56
13 42,712 1809 Loliolide 7,26
14 42,941 1816 Acide acétylsyringique, méthylester 0,81
15 43,542 1833 Vomifoliol 1,39
16 48,549 1987 5,10-diethoxy-2,3,7,8-tetrahydro- 1,86
1H,6H-dipyrrolo[1,2-a :1°,2’-
d]pyrazine
17 49,327 2011 Scopolétine 0,82
18 50,491 2049 Alcool cis-sinapylique 5,40
19 65,498 2596 Hexacosane 0,39
20 68,102 2704 Heptacosane 0,46
21 69,496 2764 (E)-3,3’-diméthoxy-4,4’- 0,28
dihydroxystilbéne
22 70,617 2812 Octacosane 0,78
23 73,043 2920 Nonacosane 0,80
24 75,379 3028 Triacontane 0,54
25 77,653 3137 Hentriacontane 0,34
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Tableau I11. 14 (Suite) : Composition chimique identifiée par GC-MS de I’extrait

chloroforme de I’espéce Centaurea incana.

d;\lpic TR IR Composés %
26 79,832 3245 Dotriacontane 0,23
27 80,339 3270 Arctigénine (ATG) 33,97
28 81,959 3300 Tritriacontane 0,48
Total des composés identifiés 79,13%
Lignanes 33,97%
Terpenes 10,49%
Alcools 19,06%
Alcanes 4,02%
Acides 1,49%
Autre composes (composés hétérocyclique) 10,10%

TR Temps de rétention
°|IR (indice de rétention) mesuré relativement a n-alcanes (C7-C33)

Chropatogram C1 C C T Mspl - Users'Hp Deckiop!Les prestation Thidar Doudache- 5T Dae01 C C 1 spled.qed

TIC

0 100 ' : 200 ' 300 ' o ' s0g ' o

oo ’en

Figure I11. 16 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait chloroforme de I’espéce Centaurea

incana.
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Figure 111. 17 : Spectres de masse de I’isovanilline, I’alcool trans-coniféryle et du loliolide de

I’extrait chloroforme.
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Figure I11. 18 : Spectres de masse de ’alcool cis-sinapylique et d’arctigénine de I’extrait

chloroforme.
[11.4. Résultats des activités biologiques de I’espeéce Centaurea incana :

111.4.1. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits de la plante Centaurea incana
sont exprimées en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/Q)

et par milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g) respectivement.

Les résultats obtenus par ces dosages, reportes dans le tableau 111.15, montrent que
I’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en polyphénols (713,33+0,00 mg EAG/g d’extrait),
ainsi qu’en flavonoides (450,83%+4,96 mg EQ/g d’extrait), suivi par 1’extrait n-BuOH
(406,44+2,04 mg EAG/g d’extrait et 151,33+1,42mg EQ/g d’extrait), cependant, ’extrait
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chloroformique contient 187,11+0,38 mg EAG/g d’extrait en polyphénols et 9,67+1,01 mg EQ/g

d’extrait en flavonoides.

Nos résultats sont largement supérieurs a ceux trouvés par une étude antérieure réalisée
en 2021 (Boubellouta et al., 2021) dont ces teneurs en polyphénols et en flavonoides de
I’extrait méthanolique est de 15,056+0,016 mg EAG/g d’extrait et 12,782+0,027 mg EQ/g

d’extrait respectivement.

Tableau I11. 15 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits de I'espéce C. incana.

Extraits Teneur en polyphénols | Teneur en flavonoides
(mg EAG/g) (mg EQ/Q)
Chloroforme 187,11+0,38 9,67+1,01
Acétate d’éthyle 713,33+0,00 450,83+4,96
n-Butanol 406,44+2,04 151,33£1,42

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3)

111.4.2. Evaluation du potentiel antioxydant :

Afin d’évaluer la capacité antioxydante des trois extraits de Centaurea incana, Six
méthodes différente ont été exploitées : DPPH, ABTS, GOR, CUPRAC, pouvoir réducteur et

phenanthroline.

D’une part, I’extrait acétate d’éthyle a montré la meilleure activité anti radicalaire dans
les trois tests utilisés : DPPH, ABTS et GOR a des Clsg égale a 14,16+0,06 ; 8,93+0,02 et
5,55+0,06 pug/mL respectivement. Ces valeurs sont assez proches des standards utilisés dont les
valeurs des Clso sont comme suit : 12,99+0,41 pug/mL pour le BHT (DPPH) et 5,38 £0,06 pg/mL
pour le BHA (GOR). A I’exception du test ABTS ou la valeur de Clso de ’extrait AcOEt
(8,93+0,02 pug/mL) est cing fois inférieure a celle du BHA (1,81+0,10 pug/mL).

Par ailleurs, les deux autres extraits : CHCIs et n-BuOH ont des Clso modeérés pour les
méme tests DPPH, ABTS et GOR (Tableau 111.16).

De I’autre part, le méme extrait AcOEt présente la plus puissante capacité de réduire les
complexes formés lors de chacune des méthodes testés : CUPRAC, pouvoir réducteur et
phenanthroline a des concentrations Aos0=14,86+0,05 ; 9,59+0,32 et 4,11+0,02 pg/mL

respectivement.
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Les extraits CHClI3 et n-BuOH ont des capacites réductrices presque identique pour le test
CUPRAC (20,33£0,38 et 20,22+0,07 pg/mL respectivement) et phenanthroline (6,85+0,04 et
6,77+0,09 pg/mL respectivement).

Concernant la méthode de pouvoir réducteur, I’extrait butanolique est deux fois plus
efficace que 1’extrait chloroformique a des concentrations Aos0= 40,36+0,28 et 83,56+0,80

pg/mL respectivement.

Le travail réalisé par Boubellouta et al. (2021) présente des résultats assez différents de
ceux qu’on a trouves dans de ce présent travail. L’activité anti radicalaire DPPH de leur extrait
MeOH (Cls0=87,51+0,42 png/mL) est moins importante que celles de nos extraits. Cependant, la
capacité de réduction de leur extrait (Aoso= 0,161+0,027 pug/mL) est beaucoup plus élevé par
rapport a nos extraits testés en utilisant la méthode de pouvoir réducteur. L’activité¢ anti
radicalaire ABTS ne peut pas étre comparée car leurs résultats sont exprimés en capacité
antioxydante équivalente au trolox (CAET) égale a 0,070,002 CAET.

Cette variété des résultats est due probablement a plusieurs facteurs ainsi que la méthode,
le solvant d’extraction utilisée, la situation géographique, la période de récolte et les procédures

des activités utilisées.

Les résultats de toutes les activités antioxydantes testées sont en accord que I’extrait
acétate d’éthyle est un excellent agent antioxydant, confirmant ses taux élevés en polyphénols
ainsi qu’en flavonoides, ces derniers sont caractérisés par leurs propriétés antioxydantes
puissantes, d’ailleurs c’est I'une de leur propriétés les plus appréciées (Kurek-Gorecka et al.,
2014). Ces forts résultats de I’extrait acétate d’éthyle sont probablement dus a I’apigénine et la

lutéoline isolés de cet extrait (Hu et al., 2017).

Tableau 111.16 : Résultats des activités antioxydantes testés des extraits de C. incana.

Extraits DPPH ABTS GOR Pouvoir Phenanthr | CUPRAC
Réducteur -oline
du Fer
Clso (pg/mL) Aoso (ug/mL)
Chloroforme | 64,95+0,32 | 23,09+0,16 | 74,83+0,15 | 83,56+0,80 | 6,85+0,04 | 20,33+0,38
Acétate 14,16+0,06 | 8,93+0,02 5,55+0,06 | 14,86+0,05 | 4,11+0,02 | 9,59+0,32
d’éthyle
n-Butanol | 29,13+0,40 | 19,86+0,43 | 16,44+0,13 | 40,36+0,28 | 6,77+0,09 | 20,22+0,07
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Tableau I11. 16 (Suite) : Résultats des activités antioxydantes testés des extraits de C.

incana.
Standards DPPH ABTS GOR Pouvoir Phenanthr- | CUPRAC
Réducteur oline
du Fer
BHA 6,14+0,41 1,81+0,10 | 5,38 +0,06 NT 0,93+0,07 | 6,62+0,05
BHT 12,99+0,41 | 1,29+0,30 3,32+0,18 NT 2,24+0,17 | 8,97+3,94
a-Tocophérol NT NT NT 34,93+2,38 NT NT
Acide NT NT NT 6,37+0,42 NT NT
ascorbique

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). NT : non testé

111.4.3. Activité anti-cholinestérase :

La détermination de D’activité anti-cholinestérase des extraits a été réalisée par
I’utilisation de deux enzymes : AChE et BChE dont les résultats sont reportés dans le tableau
M1.17.

L’extrait CHCI3 présente une action active vis-a-vis de la BChE a une concentration Clsg
=81,83+1,16 ug/mL par apport au standard utilisé (Clso = 34,75+1,99 ug/mL), par ailleurs, les
deux autres extraits ne présentent aucune activité. Pour le test AChE, les trois extraits testés ont
montré une faible activité avec des valeurs de Clso supérieures a 200 pg/mL.

Tableau 111.17 : Les valeurs des Clso de I'activité anti-cholinestérase des extraits de C. incana.

AChE BChE
Extraits Clso (ng/mL)
Chloroforme >200 81,83+1,16
Acétate d’éthyle >200 NA
n-Butanol >200 NA
Galantamine 6,27+1,15 34,75%1,99

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3). NA : non absorbé.
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[11.5. Résultats de I’étude phytochimique de I’espéce Lathyrus latifolius :

111.5.1. Screening phytochimique :

Les résultats obtenus par le criblage phytochimique ont montré la présence des stérols,
des alcaloides, des tanins, des flavonoides et des terpénoides dans tous les extraits. Les
saponines étaient plus abondantes dans 1’extrait d'acétate d'éthyle et I’extrait n-butanol, alors

que dans 1’extrait chloroforme les saponines ont été totalement absentes (Tableau 111.18).

Tableau 111.18 : Résultats de la caractérisation des composés présents dans les extraits de

Lathyrus latifolius.

Composés Extrait CHCl; Extrait AcCOEt | Extrait n-BuOH
Stérols + + +
Alcaloides + + +
Saponines - + +
Tanins + + +
Flavonoides + + +
Terpénoides + + +

111.5.2. Analyse chromatographique par LC-ESI/MS :

Une analyse qualitative et quantitative des constituants présents dans les extraits acétate

d'éthyle et butanol de Lathyrus latifolius a été réalisée par LC-ESI/MS.

Cette méthode a été optimisée, validée et appliquée pour la détermination simultanée de

29 composeés phytochimiques dans les deux extraits (Tableau I11.19), y compris :

-11 acides phénoliques :acide shikimique, acide gallique, acide protocatéchuique, acide
gentisique, 4-acide hydroxybenzoique, acide vanillique, acide caféique, acide syringique, acide

p-coumarique, acide salicylique et 1’ acide trans-férulique.

-16 flavonoides : taxifoline, querciméritrine, scutellarine, cynarine, hyperocide, quercétine-3-
glucoside, quercétine-3 -D-xyloside, hespéridine, kaempférol-3-glucoside, fisetine, quercétine,

naringénine, kaempférol, tamarixétine, biochanine A, diosgénine.
-Une Coumarine et un hydroxybenzaldéhyde.
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En observant les résultats globaux des deux extraits, les quantités des composés les plus
significatives sont I'nespéridine (583,31 ug/mL), la quercétine-3-D-xyloside (27,467 ug/mL),
I'acide P-coumarique (12,07 pg/mL), I’acide salicylique (11,945 pg/mL), 1’acide vanilique
(8,011 pg/mL), I’acide syringique (7,847 pg/mL) et I’acide 4-hydroxybenzoique (6,395
pug/mL).

Nos résultats indiquent que la composition chimique des différents extraits varie
qualitativement et quantitativement en fonction du solvant utilisé lors de I'extraction. En
géneral, les résultats obtenus lors de ce present travail sont assez proches de ceux rapportés par
les études antérieurs réalisées sur le genre Lathyrus (Ranabahu et Harborne. 1993 ; Bagci et
Sahin. 2004).

Tableau I11. 19 : Composés phénoliques identifiés par LC-ESI-MS/MS des extraits de L.

latifolius.
N° Composés Extrait Extrait TR

AcOEt n-butanol (min)

(ng/mL) (ug/mL)
01 Acide shikimique ND 1,080 1,17
02 Acide gallique 0,492 ND 1,60
03 Acide protocatéchuique 0,544 0,009 2,77
04 Acide gentisique 0,392 ND 3,10
05 Acide -4- hydroxybenzoique 6,395 0,168 4,52
06 4-Hydroxy-benzaldéehyde 0,071 0,019 572
07 Acide vanillique 8,011 ND 5,87
08 Acide caféique 1,531 0,257 5,96
09 Acide syringique 7,847 ND 6,98
10 Acide p-coumarique 12,070 1,570 8,47
11 Acide salicylique 11,945 0,525 8,72
12 Taxifoline 0,565 ND 9,55
13 Acide trans-férulique 1,778 0,279 9,54
14 Querciméritrine 0,121 ND 10,68
15 Coumarine 0,212 0,073 10,56
16 Scutellarine 0,048 0,122 11,06
17 Cynarine 0,218 ND 11,29
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Tableau 111.19 (Suite) : Composes phénoliques identifiés par LC-ESI-MS/MS des extraits de

L. latifolius.
N° Composés Extrait Extrait TR

AcOEt butanol (min)

(ug/mL) (ug/mL)
18 Hyperocide 0,161 0,011 11,76
19 Quercétine-3-glucoside 0,017 ND 11,88
20 Quercétine-3-D-xyloside 27,467 1,812 12,48
21 Hespéridine 583,31 3,360 12,47
22 Kaempférol-3-glucoside 0,027 0,009 13,35
23 Fisétine ND 0,010 13,56
24 Quercétine 0,196 ND 15,04
25 Naringénine 0,156 0,007 15,15
26 Kaempférol 0,411 ND 16,97
27 Tamarixétine 0,045 0,010 17,51
28 Biochanine A 0,230 0,287 20,54
29 Diosgénine 0,025 ND 30,48

ND : Non détecté, TR : temps de rétention
111.6. Résultats des activités Biologiques de I’espéce Lathyrus latifolius :

111.6.1. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de Lathyrus latifolius ont
été quantifiées a 1’aide des équations de régressions des courbes d’étalonnage : 1’acide gallique
et la quercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions que les extraits (Figure
[11.9 et 111.10).

Les résultats présentés dans le tableau 111.20 montrent que les teneurs en composés
phenoliques et en flavonoides totaux varient considérablement entre les différents extraits.
L'extrait acétate d'éthyle renferme des taux tres élevés en polyphénols totaux (248,62+3,85 mg
EAG/g d'extrait) suivi par I'extrait butanolique (159,51+5,39 mg EAG/g d'extrait) et I’extrait
chloroforme (153,96+1,54 mg EAG/g d'extrait). La quantification des flavonoides a donné des
taux considérables uniquement pour ’extrait n-BuOH (89,50 = 3,93 mg EQ/g d'extrait) et
I’extrait AcOEt (71,1745,16 mg EQ/g d'extrait ; Tableau I11.20). Notre étude montre des valeurs

supérieures a celle menée par Pastor-Cavada et al. (2009).
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Tableau I11.20 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides des extraits de I'espéce L.

latifolius.
Extraits Teneur en polyphénols | Teneur en flavonoides
(mg EAG/g) (mg EQ/g)
Chloroforme 153,96+1,54 Traces
Acétate d’éthyle 248,62+3,85 71,1745,16
n-Butanol 159,51+5,39 89,50+3,93

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3)

111.6.2. Evaluation du potentiel antioxydant :

Six méthodes ont été utilisées pour déterminer la capacité antioxydante des extraits de
piéger les radicaux libres (DPPH, ABTS, DMSO alcalin et B-Carotene) et de reduire les ions
(Pouvoir réducteur et CUPRAC). Les résultats sont représentés dans le tableau 111.21.

Dans toutes les méthodes utilisées, les extraits acétate d'éthyle et n-butanol ont été les

plus actifs par apport a I'extrait chloroformique qui était le moins actif.

Les extraits n-BuOH et AcOEt étaient plus actifs (20,73+0,29 et 21,56+1,00 pug/mL
respectivement) que le a-tocophérol (31,52+2,22 ug/mL) dans le test DMSO alcalin, signifiant

une capacité de piégeage des anions superoxyde générés dans le milieu réactionnel.

Nos résultats suggerent une corrélation entre les composés phénoliques (acide
salicylique), les flavonoides (hespéridine) identifiés par analyse chromatographique LC-
ESI/MS et les activités antioxydantes (Al-Ashaal et EI-Sheltawy. 2011 ; Golkar et al., 2019).

Peu de recherches ont été réalisées sur les propriétés antioxydantes des espéces Lathyrus
dont Il'algérienne semble avoir la meilleure capacité antioxydante que celles de la Turquie et
d’Espagne (Pastor-Cavada et al., 2009 ; Haydari et al., 2015).
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Tableau I11.21 : Résultats de I’activité antioxydante des extraits de I’espéce L. latifolius.

Extraits DPPH ABTS DMSO B-Carotene Pouvoir CUPRAC
alcalin Réducteur

Clso (ng/mL) Ao.so (ng/mL)
Chloroforme | 141,84+0,66 | 20,90+0,51 | 73,00+0,97 >200 249,00+1,00 | 82,02+0,14
AcOEt 83,53+0,26 33,06+£0,55 | 21,56+1,00 | 93,34+0,59 | 234,33+1,15 | 48,17+0,07
n-Butanol 97,38+0,28 | 36,71+0,76 | 20,73%0,29 | 147,29+1,70 | 209,00+0,00 | 59,39+0,38
BHA 6,14+0,41 1,81+0,10 >200 0,90+0,02 7,99+0,87 6,62+0,05
BHT 12,99+0,41 1,29+0,30 >200 1,05+0,01 >200 8,97+3,94
a-Tocophérol 13,02+5,17 7,59+0,53 31,52+2,22 1,79+0,03 34,93+2,38 | 19,92+1,46
A-ascorbique 13,94+2 81 1,74+0,10 7,59+1,16 | 52,59+1,98 6,37+0,42 12,43+0,09
A-tannique 7,74+0,19 1,01+0,16 0,94+0,22 7,46%0,26 41,07£2,36 | 3,76x0,73

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3)
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Dans le présent travail, les trois espéces algériennes : Inula conyza DC, Centaurea
incana Desf et Lathyrus latifolius L ont été exploitées sur le plan phytochimique ainsi que sur

le plan biologique.

L’étude phytochimique réalisée sur les extraits des deux espéces : Inula conyza DC et
Centaurea incana Desf a conduit a 1’isolement de 14 produits purs, dont 10 ont été identifies.
Ils appartiennent a différentes classes chimiques : deux sesquiterpénes dont un est lactonique,

six flavonoides dont un est glycosylé et deux composes phénoliques. Il s’agit de :

Graveolide.

Acide ilicique.

Axillarine.

Axillaroside (axillarine-7-O-glucoside)
Acide-1,5-di-O-caféoylquinique.
Hispiduline.

Le 6-méthoxy kaempférol.

Tyrosol.

Apigénine.

D N N N N Y N N NN

Lutéoline.

La séparation et la purification des composés isolés ont été basées sur les méthodes
chromatographiques : chromatographie sur colonne (CC) et la chromatographie sur couche
mince (CCM).

L’identification structurale a ¢été effectuée en s’appuyant sur la combinaison des
différentes méthodes spectroscopiques RMN 1D (RMN *H et RMN *3C) et RMN 2D (COSY,

HSQC, HMBC) ainsi que la comparaison avec la littérature.

L’analyse de I’extrait chloroforme de Centaurea incana par GC-MS a permis

I’identification de 28 produits domine par le lignane arctigénine (ATG).

L’évaluation du potentiel antioxydant des extraits chloroformique, acétate d’éthyle et

butanolique des especes : Inula conyza DC et Centaurea incana Desf a été effectuée par
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plusieurs méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR, pouvoir réducteur, phenanthroline et -

Carotene.

Les résultats obtenus des activités antioxydantes montrent que I’extrait acétate d’éthyle
des deux espéces est un excellent agent antioxydant, confirmant ses taux eleves en polyphénols
ainsi qu’en flavonoides. L’extrait chloroforme des deux espéces présentes également une

activité anti-cholinestérase modéré par rapport au standard utilisé.

Les résultats d’analyse par LC-ESI/MS des extraits acétate d’éthyle et n-butanol de
I’espéce Lathyrus latifolius nous ont révelé la présence de 29 composés phytochimiques, dont
11 acides phénoliques, 16 flavonoides, une coumarine et un hydroxybenzaldéhyde.
L’hespéridine est le produit majoritaire pour 1’extrait acétate d’éthyle (583 ug/mL) ainsi que
pour I’extrait n-butanol (3,36 pg/mL).

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de Lathyrus latifolius ont
¢été quantifiées ainsi que I’évaluation des activités antioxydantes. Les extraits acétate d'éthyle et
butanol ont été les plus actifs dans toutes les méthodes utilisées, cette activité est due
probablement aux acides phénoliques et aux flavonoides identifiés précédemment par analyse
LC-ESI/MS.

En fin, vu la diversité de nos résultats, on peut conclure que les résultats obtenus a travers
ce travail sont trés favorables pour la valorisation des ressources végétales (extraits végétaux)
de plantes médicinales algériennes. Nous souhaiterons que cette étude contribue d’une manicre

ou d’une autre a la valorisation des produits naturels en tant qu’antioxydants naturels.
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ABSTRACT. For the first time, this work is devoted to the phytochemical and biological study of a
medicinal plant belonging to the Algerian flora Lathyrus latifolius. This research was conducted to
assess the phytochemical composition of ethyle acetate ,butanolic and chloroform extracts using
LCMS/MS, following by testing in vitro antioxidant ability using DPPH, ABTS-+, O2 — DMSO
alkalin, Reducing power, f-Carotene-linoleic acid and CUPRAC assays. The liquid chromatography
results showed that ethyle acetate extract have a high amount of Hesperidin (583.317g/ml) and
Quercetin-3-D-xyloside(27.467(11g/ml), while the amounts present in the butanolic extract are
respectively (3.360 [Jg/ml) and (1.812pg/ml). Furthermore, butanol and ethyle acetate extracts had
good antioxidant activity in all tests used. Indeed, the presence of phenolic compounds may contribute
to their antioxidant activity.

Key words: Lathyrus latifolius, antioxidant activity, hesperidin,

INTRODUCTION

Reactive oxygen species have a major role in the development of numerous
neurodegenerative  diseases like autism, ischemia, Parkinson's syndrome,
Alzheimer'sdisease, obesity, diabetes , cancer, cataracts, aging and hepatic disorders [1].
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Human cells exhibit various mechanisms that involve free scavenging, metal chelating
and enzymatic activities to neutralize free radicals after their development in order to
reduce or inhibit the oxidative damage. In addition, supplementation with antioxidants
can be helpful in reducing tissue damage caused by oxidative stress when these
mechanisms have failed to cope with body need [2].Due to the antioxidant potential of
plants[3-5], the phenolics have attracted great attention in recent years[6]. There are
two main antioxidants, natural and synthetic, the synthetic ones were found to have
long-termtoxicological consequences, including cancer[7].For this reason, there is a
growing interest in finding advantageous, less toxic and more effective antioxidants
from  medicinal species, to remove synthetic antioxidants such as
butylatedhydroxytoluene (BHT) and butylatedhydroxyanisole (BHA). In this study one
medicinal species was used, Lathyrus latifolius. The genus lathyrus belongs to the
Fabaceae family,many species of this genus are important economically and are used as
fodder, food for humans, feed animals, ornamental plants and nitrates to soil [8].In
Algeria, Lathyrus genus is represented by 22 taxa, this genus is characterized by a calyx
with five equal or unequalteeth. Orbicular standard. Stamensdiadelphes or
monadelphes, with trans versely truncated tube [9]. The species Lathyrus contain
flavonoids [10], fattyacids and protein [11]. Despite the importance of Lathyrus plants
as a source of phenolic compounds and our continued efforts tofind effective and safe
antioxidant products [12-13], here we describe for the first time the antioxidant
activities of the Algerian Lathyrus latifolius using six methods and compared these
activities with five antioxidant standards (BHT,BHA,a tocopherol, ascorbic and Tannic
acids).

MATERIALS AND METHODS

Plant material

During the flowering period, Lathyrus latifolius (Fabaceae) was harvested from Setif,
Algeria,in  june2021. A specie was identified by Dr Khellaf REBBAS. Species
deposited in M’silaUniversity (K. Rebbas, Herbier de labo de Botanique, Univ. de
M’sila, N°KR0004).

Extraction of plant

About 200g of aerial parts of Lathyrus Latifolius were macerated 3 times in a water-
methanol mixture ( 70/30, v / v) for 24 hours at room temperature. The solution was
condensed, evaporating the solvent under vacuum, diluted with 100ml of water, after
filtration, the aqueous phase was extracted by a liquid-liquid method, using solvents
with increasing polarity, starting with chloroform after ethyl acetate and n-butanol. The
organic solutions were concentrated up to 37 © C under vacuum. Extracts obtained:
chloroform extract, ethyl acetate extract, and butanol extract.

Phytochemical Screening

A phytochemical screening of L.latifolius was performed to identify the various active
chemical constituents present in this spice, such as alkaloids, coumarins, terpenoids,
triterpenoids, sterols, anthocyanins, flavonoids, saponins and tannins, using standard
phytochemical methods [14-15].

129



Selma et al.: First report on phytoconstituents, LC-ESI/MS profile and in vitro antioxidant activities of Lathyrus latifolius growing
in Algeria

Determination of bioactive Constituents

Total Phenolic Content (TPC)

The total phenolic content of Lathyrus latifolius extracts was calculated
spectrophthometrically according to the Folin — Ciocalteu method [16] and the findings
were expressed as micrograms of gallic acid equivalents per milligrams of extract (ug
GAE / mg)

Determination of Total Flavonoid Content (TFC)

The total flavonoid content of the Lathyrus latifolius extracts has been calculated using
the spectrophthometric method defined by Tel et al [17] and the results were expressed
as micrograms equivalent to quercetin per milligram of extract (ug QE / mg).

Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry analysis LC-
ESI-MS/MS:

The quantification of different phytochemical compounds was achieved by 1260
Infinity Il liquid chromatography System (Agilent technology) united with 6460 Triple
Quad mass spectrometer and Poroshell 120 EC-C18 (100mm X 4.6mm 1.D., 2.7um)
column. The mobile phase consisted of 0.1% formic acid and 5mM ammonium format
in water (A mobile phase) and 0.1% formic acid and 5mM ammonium format in
methanol (B mobile phase), respectively. The flow rate was 0.4mL/min, the column
temperature was maintained at 40°C and the injection volume was 4.0uL.The solvent
gradient involved in B mobile phase was follows: 1-12min 15%, 12-30min 50%, 30-
32min 90% and 32-35min 10%. An electrospray ionization (ESI) mode was negative
and positive operating with nitrogen gasat 300°C wich flow to 11L/min, capillary
voltage to 4000V and nebulizer pressure to 15psi.

The ethyl acetate and butanol extracts (2mg/mL). Consequently, the solution was
filtered through 0.45um filters and transferred into vials prior to LC-ESI-MS/MS
analysis [18].

Antioxidant activity evaluation

DPPH free radical scavenging test

Radical scavengers were performed according to Blois [19].The findings are compared
to the antioxidant standards. The results are reported as inhibition at 50 percent
concentration (ICsp).

ABTS cation radical test

The capture process of ABTS was performed using Re et al. [20], BHT, BHA,
a tocopherol, ascorbic and Tannic acids are used as antioxidants standard. Results are
expressed as inhibition at 50% concentration (I1Cso).

Cupric reducing antioxidant capacity test

The reduction in copper(ll) antioxidant capacity was determined using the Apak
method [21]. BHT, BHA, o tocopherol, a scorbic and Tannic acids are used as
antioxidant standards for activity comparison. Results are reported as A0.50.

Reducing power assay

The performance reduction of lathyrus latifolius extracts was calculated according to
the Oyaizu method [22]. Results were given as absorbance and compared to BHT,
BHA, o tocopherol, ascorbic and Tannic acids. Results were given as A 0.50, referring
to the 0.5 absorbance concentration.
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p-carotene/linoleic acid bleaching assay

The antioxidant activity was assessed using the Marco method of B-carotene-linoleic
acid test [23]. BHT, BHA,atocopherol, ascorbic and Tannic acids are used to compare
the operation to antioxidant requirements. Results were given as a concentration of
inhibition of 50% (ICxo).

Superoxide radical scavenging assay by alkaline DMSO

The scavenging activity of Lathyrus latifolius extracts was determined with a slight
degree by the alkaline DMSO as described by Madan, [24] Shift optimized for
microplate-reader. BHA and BHT, a tocopherol, ascorbic and Tannic acids have been
used to compare the operation to antioxidant requirements. The results were given as a
concentration of inhibition of 50 percent (ICsp).

Statistical analysis

Results of the three measurements are stated as mean value = SD; linear regression
analysis and one-way .ANOVA variance analysis were used to detect important
variations (p < 0.05) using XLSTAT.

RESULTS AND DISCUSSION
phytochemical screening

Tablel shows that sterols, alkaloids, tannins,flavonoids and terpenoids were present in
all extracts. However, saponins were present in ethyl acetate and butanol extracts and
were not detected in chloroform extract.

Table 1: Phytochemical constituents present in each extract of Lathyrus latifolius

Constituents Chloroform Ethylacetate Butanol extract
extract extract
Sterols + + +
Alkaloids + + +
Saponins - + +
Tannins + + +
Flavonoids + + +
Terpenoids + + +

Total phenol content and total flavonoid content

The total phenol contents of L.latifolius extracts were quantified. The regression
equation of calibration curve of gallic acid was y = 0.0034x + 0.1044 (R? = 0.9972).
The results showed that the linear relationship was good in the detection ranges. Ethyl
acetate extract had the highest total polyphenol (248.62+3.85 ug GAE /mg extract). The
total flavonoid content of L.latifolius extracts were measured,the standard,the curve
equation of quercetin was y = 0.0048x ( R? = 0.997). Butanolic and ethyl acetate extract
had small amount of flavonoids (89.50+3.93 QE/mg extract, 71.17+5.16 QE/mg
extract),while chloroform extract contain traces. Our study shows higher values than
that conducted by Elena Pastor [25]. Our results are similar to those performed on plants
known for their excellent antioxidant activity, such as Echinacea pallida , Echinacea
purpurea, mint and Hypericum species [26-28].
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Table 2: Total phenol content and total flavonoid content

Extracts Total polyphenols content (ug Total flavonoid content (
GAE/mg extract) ug QE/mg extract)

CHCI3 extract 153.96+1.54 traces

EtOAcC extract 248.62+3.85 71.17+5.16

n-BuOH extract 159.51+5.39 89.50+3.93

Liquid Chromatography-Electrospray lonization-Mass Spectrometry analysis

A qualitative analysis of constituents present in ethyl acetate and butanolic extracts
was performed by LC-ESI/MS. This method was developed, optimized and validated
has been applied for the simultaneous determination of 29 phytochemicals as shown in
table 3, in the two extracts of L.latifolius including 11phenolic acids(Shikimic acid,
Gallic acid, Protocatechuic acid, Gentisic acid, 4-Hydroxybenzoic acid, Vanillic acid,
Caffeic Acid, Syringic acid, P-coumaric acid, Salicylic Acid, Trans-ferulic acid), 16
flavonoids were identified (Taxifolin, Quercimeritrin, Scutellarin, Cynarin, Hyperocide,
Quercetin-3-glucoside, Quercetin-3-D-xyloside, Hesperidine, Kaempferol-3-glucoside,
Fisetin, Quercetin, Naringenin, Kaempferol, Tamarixetin, Biochanin A, Diosgenin),
one Coumarin and one hydroxybenzaldehyde. Looking at the overall results of the two
L. latifolius extracts, a high amount of hesperidin (583.31ug/ml),Quercetin-3-D-
xyloside (27.46 7 pg/ml), P-coumaric acid (12.07 pg/ml), Salicylic acid
(11.945 pg/ml),Vanilic acid (8.011 ug/ml), Syringic acid (7.847 pg/ml) and 4-
Hydroxybenzoic acid (6.395 ug/ml).Our results indicate that the chemical composition
of the different extracts varies qualitatively and quantitatively depending on the solvent
used during the extraction. Therefore, the methods used are complementary and
practical to gether. Overall our study is quite close to those found in previous research
on Lathyrus genus [10-11].

Antioxidant activity

Seven methods were used to determine antioxidant capacity, In our study, the free
radical scavenging ability and reducing power results are shown in table4. 1Cso and
Aos values were compared with antioxidant standards (BHT, BHA, a-Tocopherol,
ascrobic and tannic acids). Of all the methods used, ethyl acetate and butanol extracts
were the most active. The chloroform extract was least activie. Furthermore, butanol
and ethyle acetate extracts were more active than a-Tocopherol in O2— DMSO alkaline
assay. Furthermore, butanolic and ethyle acetate extracst showed good antioxidant
activity in all methods used. Our findings suggest a correlation between phenolics,
flavonoids and antioxidant activities. Little research has been done on the antioxidant
properties of Lathyrus species. Lathyrus from Algeria appears to have the best
antioxidant capacity than Lathyrus species from Turkey and Spain [25,29]. comparing
our study with other studies carried out on Origuanum species, widely used in
traditional medicine, our results were consistent to those found by ramzan et al[30-31].
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Table 3: phenolic compounds in different extracts of Lathyrus latifolius

No Compounds Ethyl acetate  Butanol RT Pre.l(m/z) -> lon LOD LOQ LinearityRa R?
extract extract (min) Pro.l (m/z) polarity (ng/L)  (pg/L) nge
(ng \ml) (ng\ml) (ng/L
1 Shikimic acid ND 1.080 1.17 173.0->93.1 Negative 68.25 210.24  500-8000 0.991
2 Gallic acid 0.492 ND 1.60 169.0 -> 125.0 Negative 48 15.25 31.25-1000 0.999
3 Protocatechuic acid 0.544 0.009 2.77 152.9 ->108.9 Negative 4.62 14.77 31.25-1000 0.997
4 Gentisic acid 0.392 ND 3,10 153.0 ->109.0 Negative 9.45 325 125-2000 0.996
5 4-Hydroxybenzoic acid 6.395 0.168 4.52 137.0->93.1 Negative 19.25 54.12 250-8000 0.999
6 4-Hydroxybenzaldehyde 0.071 0.019 5.72 121.0->92.0 Negative 8.78 26.7 62.5-2000 0.998
7 Vanillic acid 8.011 ND 5.87 167.0 ->151.8 Negative 22.54 52.1 125-4000 0.999
8 Caffeic Acid 1.531 0.257 5.96 178.9->135.1 Negative 2.63 10.8 31.25-1000 0.999
9 Syringic acid 7.847 ND 6.98 197.1->181.8 Negative 26.98 83.2 250-8000 0.994
10 P-coumaric acid 12.070 1.570 8.47 163.0 ->119.0 Negative 2.25 7.8 15.625-1000 0.999
11 Salicylic Acid 11.945 0.525 8.72 137.0->93.1 Negative 15.94 47.84 125-4000 0.999
12 Taxifolin 0.565 ND 9.55 304.8 -> 258.9 Positive 39.3 139.2 500-8000 0.998
13 Trans-ferulic acid 1.778 0.279 9.54 193.1 ->133.9 Negative 12.45 35.32 62.5-4000 0.997
14 Quercimeritrin 0.121 ND 10.68 464.8 ->302.9 Positive 3.13 10.21 31.25-2000 0.998
15 Coumarin 0.212 0.073 10.56 147.1->91.3 Positive 5.63 15.62 62.5-2000 0.999
16 Scutellarin 0.048 0.122 11.06 462.8 -> 286.8 Positive 23 6.2 12.5-800 0.997
17 Cynarin 0.218 ND 11.29 516.8 -> 162.9 Positive 9.39 28.3 62.5-2000 0.994
18 Hyperocide 0.161 0.011 11.76 464.8 ->302.8 Positive 0.38 2.06 6.25-800 0.998
19 Quercetin-3-glucoside 0.017 ND 11.88 464.8 ->302.9 Positive 1.04 3.12 12.5-800 0.999
20 Quercetin-3-D-xyloside 27.467 1.812 12.48 432.7 ->299.5 Negative 45.85 125.8 500-8000 0.999
21 Hesperidin 583.31 3.360 12.47 611.0 ->302.9 Positive 10.6 383 62.5-2000 0.999
22 Kaempferol-3-glucoside 0.027 0.009 13.35 448.8->286.9 Positive 0.61 231 6.25-200 0.999
23 Fisetin ND 0.010 13.56 286.8->137.1 Positive 20.8 68.5 125-4000 0.996
24 Quercetin 0.196 ND 15.04 300.7->150.9 Negative 4.54 12.6 15.625-1000 0.999
25 Naringenin 0.156 0.007 15.15 270.9->119.1 Negative 2.8 7.81 31.25-4000 0.999
26 Kaempferol 0.411 ND 16.97 284.9 ->116.9 Negative 37.26 128.1 500-8000 0.998
27 Tamarixetin 0.045 0.010 17.51 315.0 ->299.9 Negative 4.73 15.86 31.25-8000 0.999
28 Biochanin A 0.230 0.287 20.54 284.9 ->151.9 Positive 245 7.81 62.5-2000 0.999
29 Diosgenin 0.025 ND 30.48 415.0 ->271.0 Positive 3.13 8.19 25-800 0.999

ND: Not detected, Pre.l: Precursor lons, Pro.l: Product lons, RT: retention time, LOD and LOQ: limit
ofdetection and limit of quantification
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Table 4: Antioxidant activities (ICso pg/mL) of Lathyrus latifolius extracts

Extracts DPPH-assay ABTS+assay 02-DMSO Reducing power  B-Carotenelinoleic CUPRAC assay
IC50 pg/mL 1C50 pg/mL Alkaline assay assay acidassay A0.50 pg/mL
IC50 pg/mL A0.50 pg/mL IC50 pg/mL

Chloroformic 141.84+0.66 20.90+0.51 73.00+0.97 249.00+1.00 >200 82.02+0.14
extract

Ethyl acetate 83.53+0.26 33.06+0.55 21.56+1.00 234.33+1.15 93.34+0.59 48.17+0.07
extract

Butanolic extract 97.38+0.28 36.71+0.76 20.73+0.29 209.00+0.00 147.29+1.70 59.394+0.38
BHA 6.14+0.41° 1.81+0.10° >200 7.99+0.87¢ 0.90+0.02° 6.62+0.05°
BHT 12.99+0.41° 1.29+0.30°¢ >200 >200 1.05+0.01°¢ 8.97+3.94¢
a-Tocopherol 13.02+5,17° 7.59+0.53° 31.5242.228 34.93+2.38° 1.79+0.03¢ 19.92+1.46°
Ascrobic 13.94+2.81° 1.74+0.10° 7.59+1.169 6.37+0.42¢ 52.59+1.98° 12.43+0.09¢
acid

Tannic acid 7.74+0.19° 1.01£0.16° 0.94+0.22° 41.07+£2.36% 7.46+0.26¢ 3.76+0.73"

1Cs0 and Ao.sovalues is defined as the concentration of 50% inhibition percentages and the concentration at 0.50 absorbance
respectively. ICsoand Ao.so were calculated by linear regression analysis and expressed as Mean+SD (n=3). The values with
different superscripts (a, b, ¢,d or f) inthe same columns are significantly different (p < 0.05)

CONCLUSION

According to some studies, some plant species on earth possess therapeutic value, and
many medicinal plants have high antioxidant capacity. The butanol and ethyle acetate
extracts of Lathyrus latifolius have good antioxidant activity due to the presence of
flavonoids such as hesperidin, Quercimeritrin, Cynarin as well as phenolic acids like
Gallic and Ferulic acids. Furthermore,this antioxidant capacity is due to synergy effect
between the components present in extracts.
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Résumeé

L’objectif de notre travail est de réaliser des études phytochimique et biologique sur les
plantes algériennes Inula conyza DC, Centaurea incana Desf appartenant a la famille des
Asteraceae, et Lathyrus latifolius L appartenant & la famille des Fabaceae.

L’investigation phytochimique des deux espéces : Inula conyza DC et Centaurea incana
Desf a permis d’isoler 10 produits : deux sesquiterpénes, six flavonoides et deux composés
phénoliques. L’élucidation structurale a été basée sur la combinaison des méthodes
spectroscopiques RMN 1D (RMN *H, RMN *3C) et RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC). D’autre
part, une analyse par GC-MS de la phase apolaire chloroforme de Centaurea incana a permis
la détection de 28 composés dont le lignane arctigénine était le produit majoritaire avec 33,97%

de la composition totale de I’extrait.

L’évaluation du potentiel antioxydant d’Inula conyza DC et Centaurea incana Desf a été
effectuée par plusieurs méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR, pouvoir réducteur,
phenanthroline et B-Carotene. Les résultats ont montrés I’extrait acétate d’éthyle des deux
espéces comme étant un excellent agent antioxydant, ce qui est confirmé par les taux élevés en

composés phénoliques.

La détection et la quantification des flavonoides et des acides phénoliques présents dans
les extraits acétate d’éthyle et n-butanol de I’espece Lathyrus latifolius ont éte réalisées par LC-
ESI/MS, ce qui a permis I’identification de 29 composés phytochimiques : 11 acides
phénoliques, 16 flavonoides, une coumarine et un hydroxybenzaldéhyde.

La quantification des polyphénols et des flavonoides totaux des extraits de Lathyrus
latifolius a été réalisée bien que I’évaluation des activités antioxydantes. Les extraits acétate

d'éthyle et butanol possédent le meilleur potentiel antioxydant.

Mots clés : Inula conyza DC, Centaurea incana Desf, Lathyrus latifolius L, RMN 1D et 2D,
activité antioxydante, GC-MS, LC-ESI/MS.



Abstract

The objective of our work is to carry out phytochemical and biological studies on the
Algerian plants Inula conyza DC, Centaurea incana Desf belonging to the Asteraceae family,
and Lathyrus latifolius L of the Fabaceae family.

The phytochemical investigation of the two species: Inula conyza DC and Centaurea
incana Desf allowed the separation of 10 products: two sesquiterpenes, six flavonoids and two
phenolic compounds. The structural determination was based on the combination of 1D (*H
NMR, ¥C NMR) and 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR spectroscopic methods. Furthermore,
a GC-MS analysis of the chloroform extract of Centaurea incana allowed the detection of 28
compounds, of which the lignan arctigenin was the main product with 33.97% of the total

composition of the extract.

The evaluation of the antioxidant potential of Inula conyza DC and Centaurea incana
Desf was carried out by different methods: DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR, reducing power,
phenanthroline and p-Carotene. The results showed that the ethyl acetate extract of both species
was an excellent antioxidant agent, which was confirmed by the high levels of phenolic

compounds.

The detection and the quantization of flavonoids and phenolic acids present in the ethyl
acetate and n-butanol extracts of the specie Lathyrus latifolius were carried out by LC-ESI/MS,
which allowed the identification of 29 phytochemicals compounds: 11 phenolic acids, 16
flavonoids, 1 coumarin and a hydroxybenzaldehyde.

The quantification of polyphenols and total flavonoids of Lathyrus latifolius L extracts
was carried out, as well as the evaluation of antioxidant activities. The ethyl acetate and butanol

extracts showed the best antioxidant activity.

Key words: Inula conyza DC, Centaurea incana Desf, Lathyrus latifolius L, 1D and 2D
NMR spectroscopy, antioxidant activity, GC-MS, LC-ESI/MS.
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