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Correlated Spectroscopy

doublet

doublet de doublets
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doublet large

doublet de triplets
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ElectroSpray Ionization (ionisation par électrospray)
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GC-MS
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Introduction générale

Les plantes constituent la base du systeme de médecine traditionnelle qui existe depuis des
milliers d'années, et elles continuent de fournir a I'humanité des nouveaux remedes [1]. Au
cours des dernieres années, l'intérét de la recherche des médicaments naturels a été augmenté,
et les plantes médicinales ont émergé comme alternative aux produits synthétiques [2,3]. En
effet, les statistiques montrent que les produits naturels et leurs dérivés représentent plus de
50% des médicaments utilisés dans le monde, ainsi que la formulation d'un quart des
prescriptions médicinales est fondée sur les substances extraites des plantes ou analogues

synthétiques dérivés des plantes [1].

En Algérie, le traitement par les plantes médicinales fait partie intégrante de la culture locale
[4], il constitue la plus importante et parfois la seule source thérapeutique pour pres de 50% des
humains et plus de 70% des peuples ruraux [5], la population indigene a une connaissance
importante acquise empiriquement a travers les générations [4]. De par sa situation
géographique et sa diversité climatique, 1'Algérie est 1'un des plus riches pays arabes avec 3164
especes végétales [4,6]. Cette grande biodiversité floristique a contribué au développement de
la recherche scientifique en Algérie, dans plusieurs domaines tels que : I'ethnomédecine, la

pharmacopée traditionnelle et la valorisation des substances naturelles.

S’insérant dans le cadre du programme de recherche de notre unité sur les plantes médicinales
algériennes, ce travail de these a pour objectif de réaliser une investigation chimique et une
évaluation biologique de deux especes appartenant a la flore algérienne, 1'une appartenant a la

famille des Zygophyllaceae et l'autre a la famille Rhamnaceae.
Les travaux reportés dans ce manuscrit sont présentés dans deux parties essentielles :

¢ La premiere partie consacrée a 1'étude de Fagonia longispina Batt. (Zygophyllaceae),

est composée dans trois chapitres :

v' Le premier chapitre renferme une synthése bibliographique consacrée a la
famille des Zygophyllaceae et au genre Fagonia. Elle donne un apercu sur leur
composition chimique, leur utilit¢é pharmacologique et leurs usages
phytothérapeutiques.

v Le deuxieéme chapitre reporte 1'étude phytochimique et biologique de /’espéce

Fagonia longispina Batt., avec la présentation de toutes les étapes

1
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expérimentales, a commencer par la macération, le fractionnement, la
séparation et la purification des composés isolés par l'utilisation des diverses
techniques chromatographique (CC, CCM, CLHP), ainsi que les protocoles
utilisés pour I’évaluation de I'activité antioxydante, I’évaluation de la teneur en
phénols totaux et en flavonoides et I'activité antibactérienne.

v Le troisieme chapitre inclut les résultats obtenus suivis de discussions, en
particulier 1'élucidation structurale des composés isolés qui a été effectuée en
utilisant diverses expériences de résonance magnétique nucléaire ('H, '*C.
DEPT, COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY, ROESY), ainsi que
I’utilisation de la spectrométrie de masse a haute résolution avec ionisation par

électronébulisation (electrospray), et de la spectrophotométrie UV-visible.

¢ La deuxieme partie est consacrée a 1'étude de la composition chimique et l'activité

antioxydante des huiles essentielles des fruits de Zizyphus lotus (L.) Desf.
(Rhamnaceae), répartis dans deux chapitres :

v" Le premier chapitre reporte les données bibliographiques sur la famille

Rhamnaceae, le genre Zizyphus et 1'espece Zizyphus lotus (L.) Desf.

v Le deuxieéme chapitre comprend la description des travaux et la discussion
des résultats de 1'étude de la composition chimique des huiles essentielles des
fruits de Zizyphus lotus (L.) Desf. par 1'utilisation des techniques d'analyse
GC-FID et GC-MS. Ainsi que, I'évaluation de l'activité antioxydante de cette

huile qui a été effectuée en utilisant le teste de blanchiment du p-carotene.
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I. Description botanique

I.1. la famille des Zygophyllaceae

La famille des Zygophyllaceae comporte environ 27 genres et 285 especes qui se subdivisent
en cinq sous-familles [1,2]. Les Zygophyllaceae sont une famille hétérogene de plantes
arbustives, arborescentes ou herbacées vivaces, parfois annuelles, elles sont largement
distribuées dans les régions arides et semi-arides et dans les régions tropicales et subtropicales
[2, 3, 4]. Les feuilles sont généralement simples, composées (2, 3 ou multi-foliole) ou
pennatiséquées, elles sont opposées, parfois alternes ou opposées au-dessous et alternes au-
dessus, avec ou sans pétioles. Leur forme est linéaire, oblongue, lancéolée, elliptique,
cylindrique, ovale ou obovale. Leur apex est aigu, obtus, retusé ou mucroné. Les fleurs sont
toujours bisexuées, actinomorphes ou zygomorphes. Elles sont terminales ou axillaires,
solitaires ou regroupées en racemes ou en cymes. Les 4 ou 5 sépales, valvaires ou imbriquées,
sont lancéolés, oblongue, ovale ou obovale, avec un apex aigu ou obtus, et une surface glabre
ou velu. Les pétales sont généralement 4 ou 5, valvaires ou imbriqués. Ils sont blancs, cremes,
jaunes, roses, mauves ou violets. Leur forme est oblongue, spatulée ou spatulée avec longues
griffes, et leur apex est apiculé ou obtus. On trouve 4-5 étamines jusqu'a 3 fois le plus grand
nombre de pétales, avec ou sans appendices. L'ovaire est ordinairement supere, loculaire,
carpelles soudées, parfois reposant sur un disque nectarifere. Le fruit est une capsule, un
schizocrape ou une drupe, tanné ou fragile, avec ou sans ailes. Il est obovale, obconique, oblong,
ellipsoide, sphérique, sous sphérique, pyramidal ou sous forme de disque. Les semences sont
ellipsoides, oblongues, obovoide, ovoide ou plat, lisses, tuberculeuses ou crustacées [4, 5,6]. Le

Tableau 1 présente les sous-familles et les genres de cette famille [2,7].

Tableau 1 : Classification de la famille Zygophyllaceae :

Sous-famille Genres
Zygophylloideae Zygophyllum (50 especes)
Fagonia (34 especes)
Augea (monotypique)
Roepera (60 especes)
Tetraena (40 especes)
Melocarpum (deux especes)

Tribuloideae Balanites
Kallstroemia
Kelleronia
Neoluederitzia
Sisyndite
Tribulopis
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Tribulus

Seetzenioideae Seetzenia

Larreoideae Bulnesia
Guaiacum
Larrea
Pintoa
Plectrocarpa
Porlieria

Morkillioideae Morkillia
Sericodes
Viscainoa

I.2.Classification des Zygophyllaceae

En raison d'hétérogénéité de la famille des Zygophyllaceae, les études antérieures ont placés les
Zygophyllaceae dans différents ordres, par exemple Sapindales, Rutales, Poygalales ; Linales
et Geraniales (Cronquist 1968, Takhtajan 1969, 1980, 1983, 1986, Thorne 1992). Soltis et al.
(2000) ont mis les Zygophyllaceae et Krameriaceae ensemble dans leur propre commandé
Zygophyllales au sein du groupe eurosid I. Cette position a ét€¢ modifiée dans APG III (2009).
Ils Tont mis au sein du groupe Fabids [4]. Le Tableau 2 présente quelques positions

systématiques de la famille au fil du temps [1,8].

Tableau 2 : Position de la famille Zygophyllaceae dans les systemes de classifications

évolutives
Engler Cronquist Thorne Dahlgren Takhtajan APGII
Super- Tricolpées
classe (Eudicots)
classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida Tricolpées
évoluées
Sous- Archichlamydeae Rosidae Magnoliidae Magnoliidae Rosidae Rosidae
classe
Super- Geranianae Rutanae Geranianae Eurosidées I
ordre
ordre Geraniales Sapindales Linales Geraniales Zygophyllales
Sous- Geraniineae
ordre
Famille Zygophyllaceae Zygophyllaceae Zygophyllaceae Zygophyllaceae Zygophyllaceae Zygophyllaceae
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Classification APG III (2009) :

Clade Angiospermes

Clade Dicotylédones vraies
Clade Rosidées

Clade Fabidées

Ordre Zygophyllales
Famille Zygophyllaceae
I.3.Les Zygophylloideae

La sous famille Zygophylloideae, de la famille Zygophyllaceae comporte 6 genres et environ
180 especes, distribués dans les zones chaudes, arides et semi-arides du monde entier. Il s'agit
de plantes herbacées ou arbustives, annuelles. Les tiges sont glabres, pubescentes ou
glandulaires, cylindriques ou angulaires. Les stipules sont ordinairement membraneuses,
herbacées ou épineuses, fusionnées ou libres. Les feuilles sont opposées, simples ou composées
(1,2 ou parfois jusqu'a 10 folioles), sessiles ou pétiolées, le limbe est linéaire ou orbiculaire,
cylindrique ou plat, souvent étre mucroné. On trouve 4 ou 5 sépales triangulaires ou oblongs,
glabres ou pubescents, caducs ou persistants. Les pétales sont généralement 4 ou 5, griffus,
étalés ou connivents, ils sont blancs, jaunes, oranges, rouges ou violets. Le fruit est une capsule

loculicide ou un schizocrape. Les semences sont ovoides ou plats, noirs ou brunatres [7].

I.4. Le genre Fagonia

Le genre Fagonia comprend approximativement 34 especes. Plantes arbustives ou herbacées
pouvant atteindre jusqu'a 60 cm de hauteur avec des tiges glabres, pubescentes ou glandulaires.
Les feuilles sont opposées, simples ou composés (1-, 2- ou 3-foliolées, rarement jusqu'a 7
folioles). Les folioles sont largement linéaires a ovales ou obovales, souvent mucronées, avec
ou sans pétiole. Les stipules sont libres et épineuses. Les cing sépales ont un apex aigu-atténué.
Les cinq pétales sont obovales, pourpre ou violet. On trouve 10 étamines, filaments sans
appendices de basal. L'ovaire est (5- ) loculaire, glandulaire et pubescent. Le fruit est une
capsule loculicide, le testa extérieur de graine est mucilagineux sans structures internes, le hile

est beaucoup plus court que les semences, l'arille est absent [7, 9].
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Distribution géographique

Les especes de Fagonia sont principalement des plantes de régions chaudes et arides, on les
trouve avec une distribution disjointe dans le nouveau et 1'ancien monde. Ils poussent au
Mexique, au sud-ouest des USA, au Chili et au Perou dans le nouveau monde, alors que dans
I'ancien monde Fagonia est réparti en Afrique du sud, en Macaronésie, au nord d'Afrique
jusqu’au sud du Sahel , dans la corne d'Afrique y compris au Kenya dans la partie méridionale
de 1'Europe, y compris les iles de la Méditerranée et en Asie occidentale notamment au Liban,

en Turquie, dans la péninsule arabique, dans l'est de 1'Afghanistan et dans I’ouest de 1’Inde

[9].

En Algérie, il existe 17 especes de ce genre parmi lesquelles : F. longispina, F. bruguieri, F.

olivieri, F. kahirina et F. arabica [10].
I1. Propriétés biologiques et pharmacologiques
IT.1.Utilisation en médecine traditionnelle

I1.1.1. La famille des Zygophyllaceae

De nombreuses especes de la famille des Zygophyllaceae sont utilisées en médecine
traditionnelle pour leurs propriétés biologiques notamment : antidiabétique [11],
antirhumatismale [12], antitumeur [13], antithrombotique, diurétique [14, 15, 16],
antipyrétiques [17], ainsi que pour le traitement des maladies des reins, 1'estomac, les maladies

de la peau [13]. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples :

Balanites aegyptiaca Del est principalement distribué dans 1'Afrique tropicale, ces fruits sont
utilisés en médecine traditionnelle égyptienne comme hypoglycémiants par voie orale [11],
alors que dans la médecine traditionnelle Indienne l'espece a été utilisée afin de traiter la
psychose, 1'épilepsie, et le rhumatisme [12]. Elle est également employée dans le traitement des
maladies de l'estomac : la constipation et l'indigestion, la jaunisse, 1’affection de la rate, les
helminthiases et les maladies de la peau : dermatose, herpes, vitiligo, plaies malignes,

gonorrhée, syphilis et contre les poux [13].

Fagonia arabica L est une espece Saharo-arabique, utilisée en médecine traditionnelle pour le

traitement de la jaunisse, la fievre, les abces et les aphtes [13].
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Peganum harmala L est une espece connue dans la médecine traditionnelle iranienne sous les

noms "Esfand", "Espand" et "Harmal". Elle possede des propriétés carminatives, vermifuges,
aphrodisiaques, galactagogues, diurétiques, emménagogues, antithrombotiques [14, 15, 16].
Ainsi que pour le traitement du rhumatisme, des douleurs au dos, de la fievre, maux de bouche,
des herpes, du diabete, de la jaunisse, des helminthiases, des troubles nerveux, de I'eczéma et

des tumeurs [13].

Tribulus terrestris L est utilisée traditionnellement pour traiter les maladies des reins, les
douleurs intercostales, les rhumatismes, les aphtes, les mycoses, les palpitations, les
helminthiases, la dysménorrhée, les affections de la rate, comme aphrodisiaque et contre la

baisse de moral [13].

Zygophyllum album L espeéce Saharo-Méditerranée, est utilisée pour combattre les maladies du
diabete, de la myalgie, des rhumatismes, des douleurs gastriques, crise de foie, des coliques, de

la dysménorrhée et de I'eczéma [13].

Larrea divaricata Cav répandue en Argentine, est utilisée traditionnellement pour ces

propriétés anti-inflammatoires, antirhumatismales, antipyrétiques et antifongiques [17].
II.1.2. Le genre Fagonia

On a attribué la guerison d’une longue liste de maladies et de troubles a plusieurs especes de

Fagonia [13,18]. Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples :

Fagonia schweinfurthii espece connue sous le nom «Dhamasha», largement distribuée dans la
région désertique de I'Inde [19,20] est utilisée traditionnellement pour combattre le diabete, la
jaunisse, la douleur, I’hydropisie, la toux, I’asthme, la variole, contre 'empoisonnement [19,
21,22] et les éruptions cutanées [19,23]. Une décoction aqueuse de la plante a aussi ét€ utilisée
pour guérir la bile par les communautés locales en Tapkeshwari colline de Bhuj Taluka,
Kachchh, Inde [24]. En outre, elle a été€ utilisée comme tonique hépatique pour de nombreuses

affections du foie par les populations locales [19,21,22].

Fagonia cretica est utilisée en médicine traditionnelle pour traiter la fievre, la soif, les
vomissements, la dysenterie, 1'asthme, les rejets urinaires, les troubles du foie, la typhoide, les
maux de dents, les maux d'estomac et des maladies de la peau [25,26]. De méme les residus
obtenus apres ébullition dans I'eau sont utilisés comme abortifs. Ces résidus sont appliqués

extérieurement comme une pate pour traiter les tumeurs et autres gonflements du cou. Par
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ailleurs la décoction aqueuse est un remede populaire contre le cancer par les populations

locales [26,27].

Fagonia arabica L est une plante a gofit amer, aigre ou doux selon les différentes étapes de leur
croissance. C'est la principale ressource populaire des peuples vivant dans les zones
montagneuses pour guérir plusieurs troubles tels que : la soif, les vomissements, les furoncles,
les leucodermes, la dysenterie, la typhoide et 'asthme. De meme leurs infusions sont efficaces
contre la douleur de la bouche et la stomatite et agit comme un désobstruant [28,29]. Les
personnes vivantes a Khyber Pakhtunkhwa utilisent Fagonia arabica L pour traiter les maladies
de la peau, la petite vérole et les reactions endothermiques du corps [27,28]. Les rameaux de la
plante sont utilisés pour traiter les morsures de serpent et sont appliqués extérieurement comme

une pate sur les tumeurs et les gonflements [28-30].

L'extrait de Fagonia olivieri a été largement utilisé pour la gestion du diabete et de la toux,
décrit comme un agent de refroidissement et purificateur de sang [31,32]. En medecine
traditionnelle, la décoction aqueuse des parties aériennes de F. olivieri est un remede populaire
contre le cancer a un stade précoce et pour le traitement des troubles vasculaires et du systeéme

digestif [32,33].

Fagonia bruguieri espece Saharo-arabique, est également employée traditionnellement dans le
traitement de la jaunisse, 1'insuffisance hépatique, les palpitations et I'anxiété [13]. Les feuilles
sont utilisées comme tonique cardiaque par la population d'Al- Rass en Arabie Saoudite [34].
Leur décoction a été utilisée en usage interne par la population du désert de Nara, au Pakistan

pour traiter 1'éruption cutanée [23].
I1.2.Activités biologique

En plus de l'utilisation des Zygophyllaceae et le genre Fagonia en pharmacopées
traditionnelles, plusieurs études ont été effectuées pour valider leurs usages traditionnels et

rechercher des nouvelles potentialités biologiques.
I1.2.1Activité antioxydante

De nombreuses études ont confirmé l'importance des substances antioxydantes sur la santé
humaine par l'incidence sur certaines maladies notamment le cancer, [35], les maladies cardio-
vasculaires [36] et les troubles inflammatoires [37],... etc. Il y a actuellement un regain d'intérét
pour la recherche de nouvelles sources d’antioxydants naturels en vue de leur utilisation dans

I’industrie alimentaire et dans les préparations pharmaceutiques afin de remplacer les

9
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antioxydants synthétiques, en raison de leur incidence potentielle sur la santé et leur toxicité

[38].

< La famille des Zygophyllaceae

Dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels, les études récentes ont révélé le
potentiel antioxydant de plusieurs especes de la famille des Zygophyllaceae telles que :
Zygophyllum album Desf [39], Tribulus terrestrisa [40], Peganum harmala L [41], Larrea
tridentata [10] Fagonia schweinfurthii [19], Guaiacum officinale [42], Balanites aegyptiaca
(L.) [43].

< Le genre Fagonia

Plusieurs études ont été effectuées sur les especes de Fagonia pour évaluer leur activité

antioxydante notamment :

Une étude a été menée sur l'extrait total de Fagonia arabica pour déterminer leur potentiel
antioxydant et le mécanisme associ¢é a [l’action antioxydante dans les cellules
phéochromocytome de rat (PC12), qui ont ét€ soumis a l'ischémie chimique. Dans ce test, les
altérations des activités des enzymes antioxydantes cellulaires (SOD, CAT, GSH-Px et GSH-
R), le potentiel antioxydant d'herbe (ABTS), la peroxydation lipidique (MDA and 4-HAE), le
statut antioxydant total (TAS) et le glutathion total, ont été évalués. Les résultats ont montré
que Fagonia arabica possede un effet sur 1'ischémie chimique induite dans les cellules PC12 :
I'amélioration du systeme de défense antioxydant native des cellules, diminuant la peroxydation

lipidique et un effet scavenger des radicaux libres au cours de I’ischémie / reperfusion [44].

Les niveaux relatifs de 1'activité antioxydante et la teneur totale des composés phénoliques des
extraits aqueux et méthanoliques de Fagonia arabica et Fagonia bruguieri ont été déterminés,
en utilisant la méthode ABTS + améliorée et la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Les
résultats ont montré que les extratis de F. arabica ont une activité plus important que ceux de

F. bruguieri et que l'extrait aqueux est plus efficace que le méthanolique [38].

L'évaluation de l'activité antioxydante in vitro de l'extrait éthanolique de Fagonia
schweinfurthii a été déterminée par 1’utilisation des radicaux DPPH, ABTS et par la méthode
de dosage du peroxyde d'hydrogene. La méme étude a montré une corrélation entre l'activité
antioxydante et l'activité hepatoprotective de F. schweinfurthii, qui ont été effectuées sur une
lignée cellulaire HepG2 et des rats qui ont été soumis a hepatotoxicité au CCl4. D'apres les

résultats obtenus, 1'extrait éthanolique possede une forte activité antioxydante in vitro. Il a été

10
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stipulé que 1'apparition significative de I'effet hepatoprotecteur, était peut étre dii a la capacité

de l'extrait a inhibé la peroxydation lipidique et augmenter 1'activité antioxydante enzymatique

[19].

En outre, d'autres travaux ont confirmé le potentiel antioxydant des especes Fagonia indica

[45], Fagonia longispina [46], Fagonia glutinosa et Fagonia mollis [47].
I1.2.2.Activité anticancéreuse et antitumorale

Les produits naturels jouent un role tres important dans la médecine et en particulier dans le
domaine du cancer. Beaucoup de médicaments sont actuellement utilisés dans la chimiothérapie

du cancer. Ces médicaments provenaient ou étaient inspirés de la nature [48].
< La famille des Zygophyllaceae

Dans le cadre de la rechreche des molécules anticancéreuses et antitumorales, deux especes de
la famille des Zygophyllaceae : Zygophyllum album Desf, et Peganum harmala L ont été
étudiées et ont montré un effet anticancéreux [39,41]. Une autre étude effectuée sur Larrea
tridentata a permis d'isoler des lignanes caractérisés par un effet inhibiteur sur le cancer du sein

humain, le cancer du c6lon humain et des lignées cellulaires de mélanome humain [49].
< Le genre Fagonia

Traditionnellement, Fagonia cretica a un potentiel médicinal, en particulier contre divers types
de cancer. Cette connaissance a été confirmée par des études recentes. Dans ce contexte une
étude de l'activité anticancéreuse de 1'extrait méthanolique des parties ariennes de F. cretica a
été réalisée par differents tests. Les résultats globaux confirement le potentiel anticancéreux

puissant de cette plante [26].

Selon des études récentes, Fagonia tenuifolia possede un fort potentiel anticancéreux qui a été
révélé par une étude de I'extrait méthanolique de la plante sur trois lignées cellulaires tumorales
humaines (cancer du sein, du poumon et le cancer du systeme nerveux central). Cet extrait a
montré un effet inhibiteur de la croissance du cancer du sein et du systéme nerveux central,

mais beaucoup moins contre les cellules cancéreuses du poumon [50].

L'extrait alcoolique de Fagonia indica, ainsi que ses fractions ont pésenté une activité
antitumorale significative contre deux lignées cellulaires : les cellules du carcinome mammaire

(MCF 7) et les cellules tumorales du c6lon humain (HCT). Ces résultats ont également fournis

11
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une justification pharmacologique de 1'utilisation traditionnelle antitumorale de la plante dans

la médecine populaire [51].

Une autre étude sur Fagonia taeckholmiana a montré une activité cytotoxique de la plante

contre les tumeurs mammaires humaines MCF7 [52].
I1.2.3.Activité antimicrobienne

Le développement de la résistance microbienne envers les antibiotiques a renforcé 1'importance
de la recherche des nouvelles ressources naturelles antimicrobiennes [53,54]. En général les
chercheurs dans le domaine des maladies infectieuses s'intéressent toujours aux ressources
végétales bioactives. Au cours de la derniere décennie, il y a un eu un intérét grandissant vis-a-
vis de de l'activité antimicrobienne des produits naturels notamment 1'activité antibactérienne

et antifongique [54,55].
< La famille des Zygophyllaceae

Plusieurs travaux ont montré un effet antimicrobien important de plusieurs especes de la famille
des Zygophyllaceae telles que : Larrea tridentata [56], Peganum harmala L [S7], Zygophyllum
album (58], Zygophyllum fabago L [59], Tribulus terrestris L [60].

< Le genre Fagonia

D'apres les études récentes qui ont été effectuées sur les especes du genre Fagonia, ces dernieres

possedent un effet antimicrobien et anti-infectieux.

Une étude a été effectuée pour évaluer l'activité antimicrobienne des différents extraits de
Fagonia indica, contre plusieurs agents pathogenes fongiques et bactériens. Les résultats ont
montré que tous les extraits possedent des propriétés antifongiques et antibactériennes. Cette
étude conforte l'utilisation de Fagonia indica en médecine traditionnelle comme traitement

efficace pour traiter diverses maladies de la peau [61].

L'évaluation biologique de l'extrait méthanolique de Fagonia olivieri, a montré que la plante
constitue une source d'agent thérapeutique contre certains microbes pathogenes. En outre, 1'effet
de Fagonia olivieri sur les microbes qui sont associés a diverses maladies infectieuses, constitue

une justification scientifique de I'utilisation ethnomédicale de la plante [33].

L’evaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits (aqueux, méthanolique,

éthanolique) de Fagonia cretica, a montré que cette espece utilisée en médecine traditionnelle

12
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peut constituer une nouvelle source d’agents antimicrobiens et permet d’établir une base

scientifique pour l'utilisation de la plante dans la médecine moderne [62].

D'autres especes de Fagonia telles que : Fagonia arabica [63], Fagonia longispina [46],

Fagonia luntii [64] possedent également un effet antimicrobien.

I1.2.4. Activité antidiabétique

< La famille des Zygophyllaceae

Les travaux entrepris sur certaines especes de la famille des Zygophyllaceae telles que Balanites
aegyptiaca [65), Peganum harmala [66], Tribulus terrestris [67] et Zygophyllum album [68], a
fin de la recherche de nouveaux médicaments a base des plante, ont permis de révéler la

puissance de 1'effet antidiabétique de cette famille.
< Le genre Fagonia

L'activité hypoglycémique de Fagonia indica a été évaluée par 1'étude de 1'effet de la plante sur
I’hyperglycémie induite par 1'alloxane chez la souris. D'aprés les résultats obtenus, Fagonia

indica peut étre utilisée comme agent naturel hypoglycémiant [69].

Fagonia cretica a été citée comme médicament traditionnel naturel pour le traitement du
diabete [70]. La confirmation de cette utilisation a été effectuée par une étude moderne in vitro
de I'effet des composés isolés a partir de cette plante sur le dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4). Les

résultats ont révélé que ces composés étaient tout a fait inhibiteurs de DPP-4 [71].
I1.2.5.Activité anti-inflammatoire et d'autres activités

L’inflammation est une réaction de défense locale du corps contre les infections microbiennes,

les briilures, les allergenes, les blessures mécaniques et d'autres stimuli nocifs [72].
< La famille des Zygophyllaceae

Les travaux de recherche entrepris sur les especes de la famille des Zygophyllaceae ont montré
que ces derniers sont des sources naturelles des produits anti-inflammatoires, notamment :
Zygophyllum album Desf [39], Peganum harmala L [41], Balanites aegyptiaca (L.) [43],

Tribulus terrestris [73] et Larrea divaricata Cav [74].

Plusieurs autres études effectuées sur des especes de cette famille ont montré diverses activités

biologiques telles que : antihyperglycemique (Zygophyllum album L), antihyperlipidemique

13
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(Zygophyllum album L) [75], anticonvulsivant (Balanites aegyptiaca (L.) Del) [12],

antinociceptive (Balanites aegyptiaca L.) [43], anti-hypertenseur (Tribulus terrestris) [76],

cytotoxique (Larrea tridentata) [43].
< Le genre Fagonia

L'investigation biologique de Fagonia schweinfurthii a montré des effets anti-inflammatoires
et cicatrisants, sans toxicité. Ces résultats fournissent donc des rationalisations de 1'utilisation
folklorique de la plante dans plusieurs communautés pour traiter 1'inflammation, les furoncles,

éruptions cutanées et d'autres maladies de la peau [77].

Les essais biologiques effectués sur le mélange de saponines de Fagonia cretica et Fagonia
mollis ont montré que les deux plantes possedent des effets anti-inflammatoires et analgésiques

et antipyrétiques [78].

Ainsi que, Fagonia arabica est un agent thrombolytique [79] ; Fagonia cretica possede un

potentiel antihémorragique [80] ; Fagonia luntii posseéde un potentiel antiviral [81]...etc.

III. Métabolites secondaires les plus fréquents de la famille des Zygophyllaceae
et le genre Fagonia

III.1. La famille des Zygophylaceae

Dans le regne végétal, les especes de la famille des Zygophyllaceae constituent une source
importante de divers composés naturels tels que : les alcaloides, les triterpenes, les saponines,

les flavonoides, les lignanes. Dans ce qui suit nous allons citer quelques exemples.

Tableau 3: Quelques composés isolés de la famille des Zygophyllaceae.

Métabolites | Composés Espéces Références

secondaires

Alcaloides harmine 1 Peganum harmala et [82, 57, 83,

Peganum nigellastrum | 84]

harmaline 2 Peganum harmala [82,83]
vasicine 3 Peganum harmala [82, 85]
vasicinone 4 Peganum harmala [85]
harmol 5 Peganum harmala [83]
harmalol 6 Peganum harmala [83]
harman 7 Peganum harmala [83]
tetrahydroharmine 8 Peganum harmala [86]
tetrahydroharman 9 Peganum harmala [86]
6-méthoxy-tetrahydro-1-norharmanone 10 | Peganum harmala [86]
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Tableau 3 : Quelques composés isolés de la famille des Zygophyllaceae (suite).

Métabolites Composés Especes Références

secondaires
Iuotonins C 11 Peganum nigellastrum | [87]
Iuotonins D 12 Peganum nigellastrum | [87]
3-phényl quinoline 13 Peganum nigellastrum | [87]
3-(4-hydroxyphényl) quinoline 14 Peganum nigellastrum | [87]
3-(1H-indol-3-yl) quinoline 15 Peganum nigellastrum | [87]
deoxypeganine 16 Peganum nigellastrum | [84]
peganine 17 Peganum nigellastrum | [84]
N-trans-feruloyltyramine 18 Balanites aegyptiaca [88]
N-cis-feruloyltyramine 2 19 Balanites aegyptiaca [88]
tribulusamide A 20 Tribulus terrestris [89]
tribulusamide B 21 Tribulus terrestris [89]

Triterpenes 3-[(a-L-arabinopyranosyl) oxy] acide 30- Larrea tridentata [90]

noroleana-12,20(29)-dien-28-oique B-D-
glucopyranosyl ester 22
3-[(B-D-xylopyranosyl) oxy] acide oléan- Larrea tridentata [90]
12-¢éne-28,29-dioique 28-f-D-
glucopyranosyl ester 23
3-[(O-B-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L- Larrea tridentata [90]
arabinopyranosyl)oxy] acide 30-noroleana-
12,20(29)- dien-28-oique 24

3, 19, 21-trihydroxy-20(29)-lupéne 25, Fagonia indica [91]
nommé Faganilin (1)
110,120,13p,28-diepoxyoléanane-33-yl Tetraena mongolica [92]

trans-cafféate 26
3 B-hydroxy-11a,12a-epoxyoléanane-28-al | Tetraena mongolica [92]

27

Saponines 3-O-sulfonyl- acide 27-hydroxyoléanolique | Fagonia arabica [93]
28
3-O-B-D-glucopyranosyl- acide quinovique | Fagonia cretica [71]
29
3-0O-0-L-arabinopyranosyl- acide ursolique- | Fagonia glutinosa [94]

28-0-B-D-glucopyranoside 30
3-O-[a-L-arabinopyranosyl (1—2)-B-D-

quinovopyranosyl]- acide quinovique -27- Zygophyllum [95]
O-[B-D-glucopyranosyl] 31 propinquum

3-O-[B-D-2-0O-

sulphonylquinovopyranosyl]- acide Zygophyllum album et | [96]

quinovique -27-O-[B-D-glucopyranosyl] Zygophyllum dumosum
ester (zygophyloside F) 32
26-0-B-D-glucopyranosyl-(25R)-furost-4-

en-2a,3P,220,26-tetrol-12-one (terrestrinin | Tribulus terrestris [97]
)33
26-0O-B-D-glucopyranosyl-(25R)-furost- Balanites aegyptiaca [98]

5,20-diene-3,26-diol-3-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—3)-B-D-
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Tableau 3 : Quelques composés isolés de la famille des Zygophyllaceae (suite).

Métabolites Composés Especes Réferences
secondaires
glucopyranosyl-(1—2)]-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)-B-D-
glucopyranoside 34
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-B-D- [99]
glucopyranosyl -(1—3)-a-L- Guaiacum Officinale L
rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranoside]- acide akebonique-28-
O-[B-D-glucopyranosyl]-ester 35, nommé
guaianin R (1)
Flavonoides | isorhamnétine-3-rutinoside 36 un bon marqueur [100]
chimiotaxonomique de
la famille
Zygophylaceae
herbacétine 8-méthyl éther 3-rutinoside 37 | Fagonia thebaica [101]
herbacétine-8-O-rutinoside 38 Peganum harmala [102]
isorhamnétine-3-7-diglucoside 39 Peganum harmala [102]
acacétine 7-O-rhamnoside 40 Peganum harmala [102]
acacétine 7-O- [6 "-O-glucosyl-2" -O- (3" - | Peganum harmala [102]
acetylrhamnosyl) glucoside 41
acacétine 7-O- (2 " O-rhamnosyl-2"-O- Peganum harmala [102]
glucosylglucoside) 42
glycoflavone 2" O-rhamnosyl-2"-O- Peganum harmala [102]
glucosylcytisoside 43
quercétine 44 Zygophyllum album, [103]
isorhamnétine-3-O-robinoside 45 Zygophyllum [103]
isorhamnétine-3-O-f-glucopyranoside-7-O- | decumbens et
a-rhamnopyranoside 46 Zygophyllum simplex [103]
isorhamnetine-3-O-f-galactopyranoside 47 [103]
quercétine 3-O-glycoside 48 Tribulus terrestris L [104]
kaempferol 3-O-glycoside 49 Tribulus terrestris L [104]
Lignanes 3,4'-dihydroxy-3',4-dimethoxy-6,7'- Larrea tridentata [49]
cyclolignane 50
(7S,88,7'S,8'S)-3,3',4'-trihydroxy-4- [10]
méthoxy-7,7"-époxylignane 51
méso-(rel 7S,8S,7'R,8'R)-3,4,3',4'-
tétrahydroxy-7,7'-époxylignane 52
(E)-4,4'-dihydroxy-7,7'-dioxolign-8(8")-¢ne
53
acide nordihydroguaiarétique 54 Larrea divaricata [105,106]
ramonanine A 55 Guaiacum officinale et | [107]

ramonanine B 56
ramonanine C 57
ramonanine D 58

Guaiacum sanctum
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Figure 1 : Quelques composés isolés de la famille des Zygophyllaceae.
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Figure 1 : Quelques composés isolés de la famille des Zygophyllaceae (suite).

III.2. Le genre Fagonia

D’apres 1’étude bibliographique que nous avons menée, les travaux phytochimiques effectuées
sur ce genre ont montré sa richesse en divers métabolites secondaire avec une nette domination

des flavonoides, des triterpenes et des saponines.

I1.2.1.Triterpénes et saponines

Il s'agit de I'une des classes de métabolites secondaires la plus caractéristique de Fagonia. Plus
de 40 nouveaux triterpenoids et saponines ont €t€ isolés a partir des especes de ce genre. La
plupart d'entre eux sont des saponines des monodesmosides ou bisdesmoside caractérisé par un
a-L- arabinopyranosyl en position 3 attaché a des structures de type oléanane, ursane et

taraxastane.

% Oléananes

Les triterpenes et les saponines de type oléanane monodesmosides de 3-O-glycosides et
bisdesmosides de 3,28-di-O-glycosides sont tres répandus dans le genre Fagonia, en particulier

les saponines dont la genine est un acide oléanolique.

Les travaux entrepris sur Fagonia ont permis d'isoler et caractériser treize saponines de génine
acide oléanolique, il s'agit des acides oléanoliques : 3-O-f-D-xylopyranosyl (1—2) -[5-D-
glucopyranosyl (1—3)]-a- L-arabinopyranosyl 59 [108], 3-O-f-D-glucopyranosyl(1—2)-[-
D-glucopyranosyl(1—3)]-a-L- arabinopyranosyl 60 [108, 109], le 3-O-f-D-glucopyranosyl
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(1-3)-a-L- arabinopyranoside 61 [109], le 3-O-f-D-glucopyranosyl- 62 [110], 3-O-5-D-

xylopyranosyl (1—2)-[f-D-glucopyranosyl (1—3)]-a-L- arabinopyranosyl  28-O-f-D-
glucopyranoside 63 et 3-O-f-D-glucopyranosyl (1—2)-[S-D-glucopyranosyl (1—3)]-a-L-
arabinopyranosyl 28-0-f-D-glucopyranoside 64 [110] ont été isolés a partir de F. arabica, 3-
O-[f-D-glucopyranosyl (1 — 2)-a-L-arabinopyranosyl] acide oléanolique 28-O-[f-D-
glucopyranosyl (1 — 6)-f-D-glucopyranosyl] ester 65 de F. cretica [111], 28-O-[f-D-
glucopyranosylester-(1—3)-f-D-glucopyranosyl] 66 [112]  3-O-{[f-D-glucopyranosyl-
(1->2)]-[a-L-arabinopyranosyl-(1 — 3)]-a-L-arabinopyranosyl}- 28-O-[5-D-glucopyranosyl]
ester nommé indicasaponin B 67 et 3-O-[B-D-glucopyranosyl-(1 —3)-a-L-arabinopyranosyl]-
acide oléanolique -28-0-[B-D-glucopyranosyl] ester 68 [113] ont été identifiés a partir de F.
indica, -3-0-6'-O-methyl-£-D-glucuronopyranoside 69, 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—3)-6'-
O-methyl-f-D-glucuronopyranoside 70 et 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1—3)-6'-O-methyl-f-D-
glucurono pyranosyl 28-0-f-D-glucopyranoside 71 [114] de F.mollis. Notons que les composés
59, 60, 63, 64, 65, 66,67, 69, 70, 71, ont été décrits pour la premiere fois dans la littérature.
Ainsi que le f-amyrine 72 et acide oléanolique 73 qui ont été détectés dans F.indica [115, 91,

S1].

Un dérivé rare d'un oléanene disulfaté caractérisé par la présence d'une double liaison 13-18 :
3,23-0-disulfonyl- acide olean-13(18)-en-28-oique -28-0-4-D-glucopyranoside 74 a été décrit

pour la premiere fois dans la littérature a partir de F.arabica [93].

Le composé 3-O-f-D-xylopyranosyl(1—2)-[S-D-glucopyranosyl (1—3)]-a-L-arabinopyra
nosyl acide 27- hydroxyoléanolique 28-0-f-D-glucopyranoside 75 de F.arabica a été décrit
comme la premiere saponine de la génine acide 27- hydroxyoléanolique [108]. Ses derivés
sulfatés: 3-O-sulfonyl- acide 27-hydroxyoléanolique 28 et 3-O-sulfonyl- acide 27-
hydroxyoléanolique-28-0O-B-D-glucopyranoside 76, ont également été identifiés dans F.
arabica [93]. Les études sur F. cretica ont également montré la présence de saponines de la
génine acide 27- hydroxyoléanolique, il s'agit du : 3-O-[f#-D-glucopyranosyl (I — 2)-a-L-
arabinopyranosyl] acide 27- hydroxyoléanolique 28-O-[f-D-glucopyranosyl (1 —6)-f-D-glu
copyranosyl] ester 77 [111] et 3-O-[f-D-xylopyranosyl (1—2)-a-L-arabinopyranosyl] acide
27- hydroxyoléanolique 28-O-[f-D-glucopyranosyl (1—6)-f-D-glucopyranosyl] ester 78
[116]. Ces produits ont été isolés pour la premiere fois dans la littérature. Un seul nouveau
triterpenoide saponine oléanane a été identifié dans F. glutinosa, il s'agit de 3-O-[f-D-
glucopyranosyl (1—2)] [f-D-glucopyranosyl (1—3)]-a-L-arabinopyranosyl- acide 27-
hydroxy oléanolique-28-O-4-D-glucopyranosyl ester 79 [94]. Dans une autre investigation
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phytochimique, le triterpenoide glycosylé 3-oxo-12-en-23-O-f-D-glucopyranosyl acide 27-

hydroxyoléan-28-oique (indicacin) 80 a été isolé pour la premiere fois dans la littérature a partir

de F. indica [115].

La genine acide 3/ hydroxy oléan-12-eén-27-al-28-oique a été détectée pour la premiere fois
dans F. cretica par l'isolement de la nouvelle saponine ester 3f-O-[S-D- glucopyranosyl (1
— 2)-a-L-arabinopyranosyl]- acide oléan-12-&n-27-al-28-oique 28-O-[4-D-glucopyranosyl (1
—6)-4-D-glucopyranosyl] ester 81 [111], ainsi que le 3 f-O-[S-D-xylopyranosyl(1—2)a-L-
arabinopyranosyl] acide oléan-12-en-27-al-28-oique 28-O-[f-D-glucopyranosyl(1—6)5-D-

glycopyranosyl] ester 82 a été isolé a partir de la méme espece [116].

Un autre type de génine «hédéragenine» est présent dans le genre Fagonia dans les nouvelles
saponines 3-O-f-D-glucopyranosyl (I — 2)-a-L-arabinopyranosyl hédéragenine 28-0-f-D-
glucopyranosyl ester 83 [111], hédéragenine 3-O-f-D-glucopyranosyl 84, hédéragenine 3-O-
p-D-glucopyranosyl-(1 ~ —4)-a-L-rhamnopyranosyl 85 et hédéragenine 3-O-f-D-
glucopyranosyl-(1 —5)-a-L-arabinofuranosyl-(1 —4)-a-L-rhamnopyranosyl 86 de F. cretica
[117].

Tableau 4 : les saponines de type oléanane isolés du genre Fagonia

COOR,4
composé R1 R2 R3 R4 espece | Référence

59 B-D-xyl2-8-D-Glc?-a- H CH; H F.arabica [108]
L-Ara

60 B-D-Glc?-B-D-Glc?-o- H CH3 H F.arabica [108, 109]
L-Ara

61 B-D-Glc?-a-L-Ara H CH3 H F.arabica [109,113]

F. indica

62 S-D-Glc H CHj; H F.arabica [110]

63 p-DxyPpDGlco- | H CH; S-D-Glc F.arabica [108]
L-Ara

64 B-D-Glc?-B-D-Glc3-a- H CH; B-D-Glc F.arabica [108]
L-Ara

65 B-D-Glc?-a-L-Ara H CH;3 S-D-Glc®-B-D-Glc F. cretica [111]
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Tableau 4 : les saponines de type oléanane isolés du genre Fagonia

(suite)
composé R1 R2 Rs R4 espece | Référence
66 H H | CH: | fD-GIGp-D-Glc | F.indica [112]
67 B-D-Glc?-a-L-Ara*- a- H CH3 H F. indica [113]
L-Ara
68 B-D-Glc3-a-L-Ara H CH3 B-D-Glc F. indica [113]
69 6'-0-Me-f-D- GIcA H CH; H F.mollis [114]
70 a-L-Rha*-6'-O-Me-§- H CH; H F.mollis [114]
D- GIcA
71 a-L-Rha*-6'-O-Me-f- H CH; S-D- Glc F.mollis [114]
D- GIcA
73 H H CH; H F. indica [115,91 ,51]
75 B-D-xyl>-B-D-Glc3-a- H | CHOH B-D-Glc F.arabica [108]
L-Ara
28 SOsH H CH,OH H F.arabica [93]
76 SOz;H H CH,OH S-D-Glc F.arabica [93]
77 B-D-Glc*-a-L-Ara H | CH,OH | B-D-GIc®-p-D-Glc | F. cretica [111]
78 B-D-xyl*-a-L-Ara H CH,OH | B-D-Glcb-8-D-Gle F. cretica [116]
79 B-D-Glc?-B-D-Glc3-a- H CH,OH S-D-Glc F. glutinosa [94]
L-Ara
81 B-D-Glc?-a-L-Ara H CHO | B-D-GIc®-B-D-Glc | F. cretica [111]
82 B-D-xyl?-a-L-Ara H CHO | B-D-GlIc®-B-D-Glc | F. cretica [116]
83 B-D-Glc?-a-L-Ara OH CH; B-D-Glc F. cretica [111]
84 S-D-Glc OH CH; H F. cretica [117]
85 B-D-Glc*-a-L-Rha OH CH; H F. cretica [117]
86 B-D-Glc*-a-L-Ara*f-a- | OH CH; H F. cretica [117]
L-Rha

/
Tonpsos

Figure S : Les triterpénes et les saponines de type oléanane isolés du genre Fagonia

» Ursanes

Les triterpenes et les saponines de type ursane 3-O-glycosides ou 3,28-di-O-glycosides sont
bien commun dans le genre Fagonia, représentés par les génines : acide ursolique, acide 27-

hydroxyursolique, acide quinovique.
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Plusieurs saponines de génine acide ursolique ont été rapportés dans le genre Fagonia, il s'agit

des acides: 3-O-f-D-xylopyranosyl(1—2)-4-D-glucopyranosyl(1—3)-a-L- arabinopyranosyl
ursolique-28-0-f-D-glucopyranoside 87 de F. arabica [108], 3-O-{[f-D-glucopyranosyl-
(1-2)]-[a-L-arabinopyranosyl-(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl } ursolique-28-0-[f-D-
glucopyranosyl] ester (indicasaponin A) 88 [113], 3-O-[f-D-4-O- sulfonylglucopyranosyl-
(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl ursolique-28-0-[f-D-glucopyranosyl] ester (indicasaponin C)
89, 3-0-{[p-D-4-0O-sulfonylglucopyranosyl-(1—3)]-[f-D-xylopyranosyl-(1—2)]-a-L-
arabinopyranosyl} ursolique-28-O-[B-D-glucopyranosyl] ester (indicasaponin D) de F. indica
90 [118], ursolique 3-O-[f-D-glucopyranosyl(1—3)]-a-L-arabinopyranosyl 91, 3-O-a-L-
arabinopyranosyl ursolique-28-0O-f-D-glucopyranosyl ester 30, ursolique 3-O-$-D-
xylopyranosyl(1—2)-4-D-glucopyranosyl(1—3)-a-L-arabinopyranosyl 92 et 3-O-[f-D-
glucopyranosyl(1—2)][f-D-glucopyranosyl(1—3)]-a-L-arbinopyranosyl ursolique-28-O-f-D-
glucopyranosyl ester 93 de F. glutinosa [94]. Tous ces produits ont été isolés pour la premiere
fois dans la littérature, ainsi que les triterpenes saponines acides : 3-O-f-D-glucopyranosyl-
(1—3)-a-L-arabinopyranosyl ursolique-28-0-f-D-glucopyranosyl ester nommé matesaponin 1

94 a été identifié dans F. indica [113].

Les études sur Fagonia ont montré la présence de seulement quatre nouveau dérivés de
sapogénine rare l'acide 3f,27-dihydroxyurs-12-&n-28-oique, il s'agit des acides 3-O-f-D-
xylopyranosyl  (1—2)-[f-D-glucopyranosyl  (1—3)-a-L-arabinopyranosyl -27-hydroxy
ursolique 28-0-f-D-glucopyranoside 95 [108], 3-O-[2-O-sulfo-a-L-arabinopyranosyl] -27-
hydroxyursolique 96, 3-O-[2-O-sulfo-a-L-arabinopyranosyl] 27-hydroxyursolique 28-0-f-D-
glucopyranoside 97 [93], qui ont été détecté dans F.arabica et 1’acide 3-O-[-D-glucopyranosyl
(1-2)] [p-D-glucopyranosyl (1—3)]-a-L-arabinopyranosyl -27-hydroxyursolique 28-O-f-D-
glucopyranosyl ester 98 de F.glutinosa [94].

Le triterpene glycoside 3-O-a-L-rhamnopyranoside-22-hydroxyursane 12-éne (fagonoside A)

99 a été isolé pour la premiere fois dans la littérature a partir de F. cretica [119].

Un autre type de génine de I'acide quinovique est également présente dans le genre Fagonia,
avec les deux saponines acides : 3-O-f-D-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-arabinopyranosyl
quinovique 28-0-f-D-glucopyranoside 100 et 3-O-a-L-arabinopyranosyl quinovique 28-0-f-
D-glucopyranoside 101 ont été isolé a partir de F. arabica [109]. Par ailleurs, une étude
antidiabétique de F.cretica a montré que deux triterpenes connus : les acides 3-O-f-D-
glucopyranosyl quinovique 29 et 3-O-f-D-glucopyranosyl quinovique 28-0-f-D-
glucopyranoside 102, possedent une activité importante d'inhibition de la DPP-4 [71]. D’autres
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études ont montré la présence des acides 3-O-[a-L-rahmnopyranosyl] quinovique 28-O-[5-D-

glucopyranosly] ester 103 dans F. indica [112] et 3-O-f-D-2-O-sulfonyl glucopyranosyl
quinovique 104 dans F.mollis [120] et quinovique 105 dans F.cretica [71].

Tableau 5 : les saponines de type ursane isolés du genre Fagonia

composé R R2 Rs espece Référence
87 B-D-xyl>--D-Glc3-a-L-Ara CH; | p-D-Glc | F.arabica [108]
88 B-D-Glc?-a-L-Ara*-a-L-Ara CH; | p-D-Glc F.indica [113]
89 B-D-4-Sulfonyl-Glc3-a-L-Ara CH; | p-D-Glc F.indica [118]
90 B-D-4-Sulfonyl-Glc3- g-D- CH; | -D-Glc F.indica [118]
xyl?-a-L-Ara

91 B-D-Glc*-a-L-Ara CH; H F. glutinosa [94]
30 o-L-Ara CH; | f-D-Glc | F. glutinosa [94]
92 B-D-xyl?-B-D-Glc3-a-L-Ara CH; H F. glutinosa [94]
93 B-D-Glc?-B-D-Glc*-a-L-Ara CH; | B-D-Glc | F. glutinosa [94]
94 B-D-Glc*-a-L-Ara CH; p-D-Glc F.indica [113]
95 B-D-xyl>-B-D-Glc*-a-L-Ara | CH,OH | -D-Glc | F.arabica [108]
96 2-0O-Sulfonyl-a-L-Ara CH,OH H F.arabica [93]
97 2-O-Sulfonyl-a-L-Ara CH,OH | p-D-Glc F.arabica [93]
98 B-D-GIc?>-4-D-Glc3-a-L-Ara | CH,OH | g-D-Glc | F. glutinosa [94]
100 B-D-Glc*-o-L-Ara COOH | p-D-Glc | F.arabica [109]
101 o-L-Ara COOH | 4-D-Glc F.arabica [109]
29 S-D-Glc COOH H F.cretica [71]

F.mollis [120]
102 p-D-Glc COOH | p-D-Glc F.cretica [71]
103 a-L-Rha COOH | p-D-Glc F. indica. [112]
104 2-0-Sulfonyl-p-D-Glc COOH H F.mollis. [120]
105 H COOH H F.cretica [71]

9)

HsC
Hoﬁw 99
HO

HO
Figure 6 : Les triterpénes type ursane isolés du genre Fagonia
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s Taraxastane

Les saponines de type taraxastane ne sont pas tres répandues dans le genre Fagonia. On les
rencontre particulierement dans l'espece F. indica. Les acides 3f,0-f-D-glucopyranosyl-23-
hydroxytaraxer-20-en-28-oique 106, 23,28-di-O-f-D-glucopyranosyl taraxer-20-en-28-oique
107 [121, 115], 34, 28-di-O-f-D-glucopyranosyl-23- hydroxytaraxer-20-en-28-oique 108 [121]
et 21,22a-epoxy-23-0-f-D-glucopyranosyl-nahagenin 109 [122] ont été détecté pour la
premiere fois dans la littérature a partir de F. indica. Notons que les composés 106 et 107 ont
été également isolés a partir de F.cretica [123].

Le composé 3p,23-disulfonyl-nahagenine 110 isolé de F. indica est le premier triterpene
pentacyclique saturé et sulfaté de la série taraxastane avec une unité C-20,28-lactone d'origine
naturelle [93]. Le triterpéne 3, 20S-dihydroxytaraxastane-28-al, nommé fagonicin 111 a été
également identifié a partir de F. indica ainsi que les 1’acides 3B- hydroxy-23-O-f-D-

glucopyranosyl- taraxer-20-en-28-carboxy-O-f-D-glucopyranosyl 112 et le 3f- hydroxy-
23,28-di-O-f-D-glucopyranosyl-acide taraxer-20-en-28-oique 113 [115].

P
“CH,0H

Figure 7 : Les triterpenes et les saponines de type taraxastane isolés du genre Fagonia
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s Lupane

Seulement deux triterpenes de type lupane ont été rapporté dans le genre Fagonia a partir de F.
indica, il s'agit de : 34, 19, 21-trihydroxy-20(29)-lupene 114 nommé Faganilin (1) et lupeol

115. Le produit 114 a été détecté pour la premiere fois dans la littérature [91].

\\\““

115 j

Figure 8 : Les triterpenes de type Lupane isolés a partir de Fagonia

s Stéroide saponine
Une recherche concernant ’effet anticancéreux de F. indica a abouti a l'isolement d’un
nouveau steroide saponine glycosylé dans le genre Fagonia, il s'agit de 12-(4-methyl-pent-
3enoyloxy)-20-(4-methyl-pent-3-enoyloxy)-3[3,123,20B-trihydroxypregnane-3-ylO-3-D-
cymapyranosyl-(1—4)-3-methoxy-6-deoxy-f-D-glucopyranoside 116, qui est capable

d'induire 1'apoptose ou la nécrose dans des cellules cancereuses [124].

/ HyC CH, \

C

0
o
0
CHy \%\
CH
CH, HC 3
CHj HyC
HO 9
116
g o ° 0 /
CH, 0
\{‘HJ

U

Figure 9 : Le stéroide saponine isolée a partir de Fagonia
IT.2.2.Les stéroides

Les études effectuées sur Fagonia ont mené a l'isolement de quelques stéroides : le f-sitosterol
117 [115,91,125], le p-sitostérol-3-O-f-D-glucoside 118, le stigmastérol-3-O-f-D-glucoside
119 [51] de F.indica, le stigmastérol 120 [71, 125] de F.indica et F.cretica et le cholestérol 121
et le campestérol 122 de F.arabica [126].
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Figure 10 : Les stéroides isolés a partir de Fagonia

IIT.2.3. Les diterpénes

Le genre Fagonia renferme des diterpenes de type erythroxane, ces derniers ne sont pas tres
répandus dans ce genre. Ils sont présents dans seulement quatre especes. Il s’agit des diterpenes
15,16-dihydroxy-7-oxo-cis-ent-erythrox-3-ene (fagonone) 123 et 16-O-acetylfagonone 124
1solés a partir de F.bruguieri en 1993. Cette étude rapporte l'isolement des premiers diterpenes
chez les Zygophyllaceae et les troisiemes diterpenes de type erythroxane dans la littérature

[127].

Dans le but d’identifier d'autres diterpenes erythroxane, une étude réalisée sur deux especes
F.bruguieri et F. glutinosa a permis d'isoler pour la premiere fois dans la littérature sept
composés, il s'agit de 15,16-dihydroxy-7-hydroxy-cis-ent-erythrox-3-ene nommé 7-f-
hydroxyfagonene 125 de F.bruguieri, le 7-a-hydroxyfagonene 126, 2,7-Dioxofagonene 127,
16-O-acetyl-2,7-dioxofagonene 128, 15,16-di-O-Acetyl-2,7-dioxofagonene 129,7-O-acetyl-2-
oxo-5-epi-fagonene 130, et 2-oxo-5-epi-fagonene 131 de F. glutinosa [128]. Une autre
investigation faite sur l'extrait éther de F. glutinosa a abouti a l'isolement de deux diterpenes
erythroxane cytotoxiques : le 1a,10a-epoxy-2-oxofagonene 132, 14,104-epoxy-2-oxofagonene

133, ainsi que le 2-oxofagonene 134 [129].

D'autres nouveaux diterpenes erythroxane ont été détectés dans F. boveana : le 3f,15,16-
trihydroxy-erythrox-4(18)-ene 135, le 15, 16-dihydroxy-cis-ent-erythrox-3-ene (fagonene)

136, ainsi que les composés 124, 125 . Par ailleurs, la méme étude a montré l'activité
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cytotoxique des composés 135, 136, 124 contre des cellules cancéreuses et l'activité antivirale

du composé 125 [130].

Seulement un diterpene acyclique : le geranyllinalool-3-O-4-D-glucopyranoside 137 a été isolé

pour la premiere fois a partir de F.mollis, avec le nouveau erythroxane : 7f-Hydroxy-5-epi-

fagonene 138 [120].

‘7, ’
g o (o N

OH

123 R= Ac 125 R;=R3=R4=H, R,=0OH
124 R=H 126 R;=0OH, R3=R4s=R,=H
136 Ri= R3=R4=R,=H
CH,

127 R1=R,=H
128 Ri=H, Ro=Ac
129 Ri= Ac, Ro=Ac

130 R= OAc
131 R=H

Figure 11 : Les diterpenes isolés a partir de Fagonia
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II1.2.4. Les monoterpénes

Des études par GC-MS ont montré la présence des monoterpenes dans le genre Fagonia, en
particulier les monoterpenes oxygénés : le Camphre 139, I’0-Cymene 140, le cinéole 141, le
trans-géraniol 142, , ’a-citral 143, , ’acétate de géraniol 144 dans I’espece F.cretica [131] et
le linalool 145, géraniol 142 dans ’espéce F. arabica [126]. Ainsi que les monoterpenes
hydrocarbures : 1’ f-phellandréne 146, I’a-limonene diepoxide 147 et le citronellyl propionate

148 dans 1 ’espece F.cretica [130].

4 )

T BT
&7
E -

145 146

Figure 12 : Les monoterpenes isolés a partir de Fagonia
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III.2.5. Les sesquiterpénes

Les sesquiterpenes ne sont pas tres communs dans le genre Fagonia, seulement le 6,10-epoxy-
4a-hydroxy guaiane 149 a été isolé pour la premiere fois dans la littérature a partir de F. boveana
[130], ainsi que I’ a-cedrol 150 et I’a-curcumene 151 de F.cretica [131], le B-eudesmol 152, le
d-cadinene 153 et le B-gauiene 154 de F.arabica ont été identifiés par GC-MS [126].

-

HON

149 150

CHj3 H3C
H3C

152

Figure 13 : Les sesquiterpénes du genre Fagonia

IIT.2.6. Les acides gras et leurs esters

Les analyses phytochimiques effectués par les techniques GC-MS ou GLC sur les especes F.
longispina, F. indica, F. arabica ont montré la présence d’ acide gras, la plupart d’entre eux
sont saturés tels que : I’ acide décanoique 155 [132, 125], I’ acide laurique 156, 1’acide 12-
methyl tridécanoique 157, I’acide myristique 158 [125], I’acide palmitique 159 [132, 125],
I’acide 10,13-diméthyl-tétradécanoique 160, ’acide stéarique 161, 1’acide 9- Methyl-
octadécanoique 162, I’acide 18-méthyl-nonadécanoique 163, 1’acide arachidique 164, ’acide
lignocérique 165, I’acide 15-méthyl hexadecanoique 166, 1’acide 21-méthyl docosanoique 167,
’acide cérotique 168, I’acide montanique 169, I’acide 14-méthyl icosanoique 170 [125], I’acide

heptadécanoique 171 [126], I’acide tridécanoique 172 [132]. On trouve également des acide
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gras insaturés: I’acide palmitoléique 173, I’acide (Z) —hexadéc-11-énoique 174, ’acide (Z) —

octadéc-13-énoique 175, I’acide (Z) —octadéc-6-énoique 176, I’acide oléique 177 [125], I’acide
linolénique 178 [125,126] et I’ acide cyclopentaneundecanoique 179 [125].

3 %E%Ei

155: R=(CHz)7—CH3
156: R=(CH:)s—CH3

158: R=(CH2)11—CH3
159: R=(CH:)13—-CH3
161: R=(CH2)15—-CH3
164: R= (CH2)17—CH3
165: R= (CH2)21-CH3
168: R= (CH2)23—CH3
169: R= (CH2)2s—CH3
171: R= (CH2)14—CH3 0o
173

174: R= (CH2)1—CH3

%”@W

Figure 14 : Les acides gras détectés dans le genre Fagonia

Les mémes études ont montré la présence d’esters tels que : le palmitate d'éthyle 180, le
linoleate d'éthyle 181 [125,132], le linolenate d'éthyle 182, le linoleate de méthyle 183, le
méthyl (cis-11,14,17) eicosatriénoate 184 [132] et I’ oléate d'éthyle 185 [125].

r 2 2\
e o™ 181 - 182
7z @) _ 0
7 N Z o™

-

183 o) 185

J

Figure 15 : les esters d'acides gras détectés dans le genre Fagonia
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IIT.2.7. Les flavonoides

Les flavonoides sont la classe des métabolites secondaires la plus dominante dans le genre
Fagonia, 1l s’agit en grande partie de flavonoles O-glycosylés en position 3 et/ou 7, notamment,

la quercétine, le kaempférol, l'isorhamnétine, herbacétine et herbacétine 8-methyl éther.
I1.2.7.1. Les flavonoles
+* Quercétine

La quercétine 44 et ses dérivées O-glycosylés en position 3 et/ou 7 sont bien connus dans les
especes de Fagonia (Figure .16 ; Tableaux : 6-1 , 6-2), trouvés sous forme aglycone dans F.
taeckholmiana [52] et F. indica [51]. Tandis que ses dérivés la quercétine-3-0O-galactoside ou
hyperoside 186 et la quercétine-3-O-rhamnogalactoside 187 ont été isolés pour la premiere fois
dans la famille des Zygophyllaceae a partir du complexe de F.bruguieri qui contient les especes
F. bruguieri var. bruguieri, F. kassasii, F. olivieri, F. schimperi [133]. Une autre étude a montré
la présence de la quercétine-3-0-gentiobioside 188 pour la premiere fois dans le genre Fagonia
a partir de F. glutinosa, F. microphylla, F. isotricha et F. latifolia, aussi bien que la quercétine-
3-gentiobioside-7-O-glucoside 189 qui a été reportée pour la premiere fois dans le genre
Fagonia, dans les especes : F. glutinosa et F. microphylla [134]. Une etude recente sur I’espéce
F. indica a permis l'isolement de la quercetin 3-O-f-D-galactopyranosyl -(1—6)- a-L-2 acetyl
rhamnose-(1—3) fS-D-glucopyranoside 190 decrite pour la premicre fois chez le gernre
Fagonia [51]. Un autre dérivé : la quercétine-3-O-rutinoside nommé rutoside 191, a été détecté
dans treize especes, telles que F. indica [135,136] et F.boulosii [136,101]. La quercétine-3,7-
O-diglucoside 192 est 1'un des deux flavonoides majoritaires de F. tenulfolia [136,137]. Elle est
également présente dans plusieurs autres especes de Fagonia, et la quercétine-3-0O-glucoside
ou isoquercitine 48 a été détecté dans F. taeckholmiana [52], F. paulayana, F. indica (F. indica

var. nov, F. indica var. indica) [135,136], F. cretica [136,137] et F. scabra Forsskal [136].

/ OH 44R;=H,R:=H \

186 Ri= Gal, R.=H
187 Ri1=Rha-Gal, R2=H
188 Ri= -D-GIcb-D-Glc (gentiobiose), Rz= H
189 Ri= 5-D-Glcb-D-Glc, Rz = Glc
190 Ri=p-D-Glc®- a-L-2 acetyl Rha’*- D-Glc, R2=H
OR; 191 Ri=Rut, R2=H
192 Ri1=Glc, R2=Glc

\ OH o) 48 Ri1=Glc, R2=H j

Figure 16 : Les dérivés de la quercétine du genre Fagonia .

R,O o
OH
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Tableau 6: Les dérivés de la quercétine isolé a partir du genre Fagonia

Composé Espece Référence
Quercétine 44 F. taeckholmiana [52]
F. indica [51]
Quercétine 3-0-galactoside ou hyperoside 186 | F.bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
Quercétine 3-rhamnogalactoside 187 F.bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. glutinosa [134]
F. microphylla [134]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
Quercétine 3-0-gentiobioside 188 F. glutinosa, [134]
F. microphylla, [134]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
F. indica [51]
Quercétine 3-0-gentiobioside-7-0O-glucoside F. glutinosa, [134]
189 F. microphylla [134]
quercetin 3-O-f-D-galactopyranosyl -(1—6)- a- | F. indica [51]
L-2 acetyl rhamnose-(1—3) S-D-
glucopyranoside 190
Quercétine 3-O-rutinoside ou rutoside 191 F.bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. glutinosa [134]
F. microphylla [134]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
F. indica [133,136]
F.thebaica [136,101]
F.boulosii [136,101]
F.cretica [136,137]
F. tenulfolia [136,137]
Quercétine-3,7-0-diglucoside 192 F. glutinosa, [134]
F. microphylla [134]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
F. paulayana [135,136]
F.thebaica [136,101]
F.boulosii [136,101]
F.cretica [136,137]
F. tenulfolia [136,137]
Quercétine-3-0-glucoside ou isoquercitine ou F. taeckholmiana, F. [52]
isoquercitrine 48 paulayana [135,136]
F. indica [135,136]
F.cretica [136,137]
F. sinaica [136,137]
F.scabra Forsskal [136,137]
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+ Kaempferol

Le kaempferol 193 et ses dérivés O-glycosylés sont également tres répandus dans les especes
de Fagonia. 1l est isolé sous forme libre a partir de F. paulayana, F. indica (F. indica var. nov/
F. indica var. indica) et F.schweinfurthii [135,136]. Ses dérivés 3-O-glycosylés (Figure 17 ;
Tableau 7-1, 7-2) représentés par le kaempférol-3-O-glucoside 49 et le kaempférol-3-O-
rutinoside 194 nommés astragaline et nicotiflorine respectivement, ont été détectés dans
plusieurs especes telles que : F.bruguieri [199] et F.mollis [136,138], le kaempférol 3- O-
rhamnogalactoside 195 a été isolé pour la premiere fois chez les Zygophyllaceae a partir du
complexe de F.bruguieri qui contient les especes F.bruguieri var.bruguieri, F. kassasii, F.
olivieri, F. schimperi [133], et le 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopyranosyl]-
kaempferol 196 de F. indica [112]. Deux kaempférol 7-O-glycosylés ont été identifiés dans
Fagonia, il s'agit du kaempférol-7-O-rhamnoside 197 de F.arabica [109], et le kaempférol-7-
O-glucoside 198 de F. glutinosa et F. microphylla, ce dernier a été détecté pour la premiere fois
dans le genre Fagonia [134]. D'autres kaempférol sous forme hétérosides diglycosylés en
position 3 et 7 ont été trouvés chez Fagonia, il s'agit du kaempférol-3,7-di-O-rhamnoside ou
kaempféritrine 199 de F. taeckholmiana [52], le kaempférol-3,7-O-diglucoside 200 de F.
isotricha [134], le kaempferol-3-gentiobioside-7- O-glucoside 201 ont été identifiés pour la
premiere fois dans le genre Fagonia a partir de F. glutinosa et F. microphylla [134], et le
kaempférol  3-O-f-L-arabinopyranosyl-(1—4)-a-L-rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyra

noside 205 de F. taeckholmiana a été décrit pour la premiere fois dans la littérature [52].

4 o )

193 Ri=H,R2=H
49 Ri=Glc, R2=H

R,0 o 194Ri= Rut, R2=H
195 Ri= Rha-Gal, R;=H
196 Ri= Rha- Glc, R2=H
197 Ri=H, R2=Rha

OR; 198 Ri=H, R2=Glc
199 Ri= Rha, R2=Rha
OH 0 200 Ri= Glc, R2=Glc

201 Ri= gent, R2=Glc
202Ri= Ara-Rha, R2=Rha

N /

Figure 17 : Les dérivés du kaempférol du genre Fagonia
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Tableau 7 : Les dérivés du kaempférol détecté dans le genre Fagonia

Composé Espéces Références
kaempférol 193 F. paulayana [135,136]
F. indica, [135,136]
F.schweinfurthii [135,136]
kaempférol-3-0-glucoside ou astragaline 49 F. taeckholmiana [52]
F. bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. paulayana [135,136]
F. indica [135,136]
F .schweinfurthii [135,136]
F. sinaica [136,137]
F.cretica [136,137]
F.scabra Forsskal [136]
kaempférol-3-O-rutinoside ou nicotiflorine 194 F.bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F.latifolia [134]
F. isotricha [134]
F. indica, [135,136]
F.schweinfurthii [135,136]
F.mollis [136,138]
F.boveana [136]
F. tristis [138]
kaempférol-3-O-rhamnogalactoside 195 F. bruguieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. olivieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
le 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)--D- F. indica [112]
glucopyranosyl]-kaempferol 196
kaempférol-7-O-rhamnoside 197 F. arabica [109]
kaempférol-7-O-glucoside 198 F. glutinosa [134]
F. microphylla [134]
kaempférol 3,7-di-O-rhamnoside ou kaempféritrine F. taeckholmiana [52]
199
kaempférol-3,7- O-diglucoside 200 F. isotricha [134]
F.latifolia [134]
F.schweinfurthii [136]
F.scabra Forsskal [136]
kaempferol-3-gentiobioside-7-O-glucoside 201 F. glutinosa [134]
F. microphylla [133]
le kaempférol 3-O-f-L-arabinopyranosyl-(1—4)-a-L- F. taeckholmiana [52]
rhamnopyranoside-7-0-o-L-rthamnopyranoside 202
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+ Isorhamnétine

Seulement quatre dérivés de l'isorhamnétine ont été trouvés dans le genre Fagonia et dans
plusieurs especes (Figure 18 ; Tableau 8), il's'agit de : I'isorhamnétine-3,7-O-diglucoside 39 un
produit majoritaire dans F.cretica, F. tenulfolia, F. sinaica [136,137]et F.scabra Forsskal
[136], I'isorhamnétine-3-glucoside 203 a été trouvé avec des concentrations variables dans sept
especes tel que F. indica [134,135], F. sinaica [136,137], l'isorhamnetin-3-O-rhamnoside 204
de F. indica [112]. 1l est le marqueur chimiotaxonomique du la famille des Zygophyllaceae,
l'isorhamnétine-3-O-rutinoside 36 [100] puisqu’il a été détecté dans onze especes y compris F.

thebaica [136,101], F. arabica [136,139], F. kassasii [133,136].
K OMe \

39 Ri=Glc, R2=Glc
OR; 203 Ri=Glc, R2=H

204 Ri= Rha, R=H
\ OH (o] 36 Ri=Rut, R2= y

Figure 18 : Les dérivés de l'isorhamnétine du genre Fagonia.

Tableau 8 : Les dérivés de l'isorhamnétine détecté dans le genre Fagonia

Composé Espece Référence
isorhamnétine-3,7-diglucoside | F. sinaica [136,137]
39 F.cretica [136,137]
F.scabra Forsskal [136]
F. tenulfolia [136,137]
F. paulayana [135,136]
F.thebaica [136,101]
l'isorhamnétine-3-glucoside F. arabica [136,139]
203 F. taeckholmiana, [136,139]
F.thebaica [136,137]
F. indica [135,136]
F. sinaica [136,137]
F.cretica [136,137]
F.scabra Forsskal [136]
isorhamnetin-3-O-rhamnoside | F. indica [112]
204
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Tableau 8 : Les dérivés de 1'isorhamnétine détecté dans
le genre Fagonia (suite)

Composé Espece Référence
isorhamnétine-3-rutinoside 36 | F. bruguieri [133,136]
F. schimperi [133,136]
F. olivieri [133,136]
F. kassasii [133]
F. thebaica [136,101]
F. boulosii [136,101]
F. mollis [136,139]
F. boveana [136]
F. tristis [139]
F. arabica [136,139]
F. taeckholmiana [136,139]

+» Herbacétine

L’Herbacétine est représentée (Figure 19 ; Tableau 9) dans le genre Fagonia par ses dérivés, en
particulier I’herbacétine 8-methyl éther O-glycosylés. En 1977, Nabiel A. M. Saleh et
Mohamed N. El-Hadidi ont étudié la chimiotaxonomique de la famille des Zygophyllaceae et
montré une présence dominante des nouveaux dérivés herbacétine 8-methyl éther-3-rutinoside
37 et herbacétine-8-O-rutinoside 38 dans F. arabica [100]. Cette présence a été confirmée par
S.I. El-Negoumy et al qui ont également trouvé des traces des herbacétine 8-methyl éther-3,7-
diglucoside 205 et herbacétine 8-methyl éther-3-rutinoside-7-glucoside 206 dans F. arabica et
F.taeckholmiana, ces produits ont été décrits pour la premiere fois dans la littérature [139].
L'étude de complexe de F. mollis qui contient F. mollis var. mollis et F. tristis Sickenb a révélé
la présence de 8-O-methylherbacétine 207 dans douze échantillons de F. tristis avec une
différence des concentrations selon la variation des conditions écologiques [138]. De méme, 1’
herbacétine 8-methyl ether-3- glucoside 208 a été détecté dans le complexe de F. thebaica (F.
boulosii Hadidi var. boulosii, F. thebaica var. thebaica et F. thebaica var. violacea Boulos)
[101] et I'étude phytochimique de F. bruguieri a montré la présence de 1’herbacétine-3,7,8-
triméthyl éther 209 et de I’herbacétine-3,8- diméthyl éther 210 [127], ce dernier est un agent de

prévention du cancer [130].
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Figure 19 : Les dérivés de herbacétine du genre Fagonia

OR;

Tableau 9 : Les dérivés de herbacétine détecté dans le genre Fagonia

Composé Espece Référence
herbacétine 8-méthyl éther-3-rutinoside 37 F. arabica [136, 139, 100]

F.taeckholmiana [136,139]

F. thebaica [136,101]

F. boulosii [202,122]
herbacétine-8-O-rutinoside 38 F. arabica [136, 139, 100]

F.taeckholmiana [136,139]

F. thebaica [133,101]
herbacétine 8-méthyl éther-3,7-diglucoside 205 | F. arabica [136,139]

F.taeckholmiana [136,139]
herbacétine 8-méthyl éther-3-rutinoside-7- F. arabica [136,139]
glucoside 206 F.taeckholmiana [136,139]
8-0O-méthylherbacétine 207 F. tristis [136,138]
herbacétine 8-méthyl ether-3- glucoside 208 F. thebaica [136,101]

F. boulosii [136,101]
herbacétine-3,7,8-triméthyl éther 209 F. bruguieri [127]
herbacétine-3,8- diméthyl éther 210 F. bruguieri [127]

F. boveana [130]

s Autres flavonols

L'investigation phytochimique de F. bruguieri a conduit a l'identification du 5,7,4'-trihydroxy-
3,8,3'-triméthoxyflavone 211, la gossepétine-3,8,3', 4'-tétraméthyl éther 212 et le 8-methoxy-
quercetine 3, 7, 3'-trimethyl ether 213 [127]. Ces deux derniers ont été également identifiés dans
F. boveana, avec le composé 214 qui a montré une activité cytotoxique significative contre le

cancer [130]. (Figure 20)
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- Y,

Figure 20 : flavonols isolés du genre Fagonia

IIT.2,7.2. Les flavones

Les flavones ne sont pas tres répandues dans le genre Fagonia. Elles sont seulement
représentées par 1'apigénine 214 et I'apigénine 7-O-glucoside nommé apigétrine 215 isolées de
F. taeckholmiana [52], acacétine 7-O-rhamnoside 40 et de F. arabica [109]. (Figure 21)

4 | N

214 Ri=H, R>= H, R:=H
215 Ri=Glc, R2= H, R:=H
40 Ri=Rha, R:= CH3, R:=H

\ OH (0]

Figure 21 : flavones isolés du genre Fagonia

II1.2.8. Autres composés

Les études effectuées sur Fagonia ont révélé la présence d'autres classes des composés comme
les alcools tel que : 2-méthyl-Z, Z-3,13-octadécadiénol 216, 9-méthyl-bicyclo [3.3.1] nonan-9-
ol 217, 2-hexyl-1-décanol 218, 2-octyl-1-décanol 219 qui ont été détecté dans F. indica,des
composés aromatique tel que : I1-benzyl-1H-benzimidazole 220 de F. indica [125],
Hydroxytoluene butylé 221 de F. longispina [132], les composés organiques hétérocycliques :
5-oxotétrahydrofuran-2-carboxylate d'éthyle 222, 2-méthyl-5-pentyl-tétrahydrofurane 223, les
hydrocarbures: 2,6,10-triméthyl-tétradécane 224, 2- méthyl-hexacosane 225 ont été identifiés a

partir de F. indica [125].(Figure.22)
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218
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216 217 HO

Figure 22 : autres composés détectés dans le genre Fagonia

IV. Conclusion

L’étude bibliographique de la famille des Zygophyllaceae et du genre Fagonia a montré la
richesse de ces derniérs en divers métabolites secondaires, ainsi que leur large variété d’activités
biologiques. Ce qui nous a encouragé a sélectioner une espece appartenant au genre Fagonia,
avec pour objectif de réaliser une investigation phytochimique et une évaluation biologique sur

cette espece.
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I, Investigation phytochimique de Fagonia longispina Batt.

I.1.Les critéres de choix de l'espéce

Les plantes appartenant au genre Fagonia sont souvent utilisées en médecine traditionnelle
comme des remedes populaires pour le traitement de diverses lésions cutanées. Les parties
aériennes de certaines plantes ont également été utilisées pour traiter des types de cancer au
premier stade [1,2, 3] ainsi que diverses autres maladies du systeme digestif et du systeéme
vasculaire sanguin. Ces propriétés thérapeutiques ont été imputées a la variété des constituants
chimiques actifs contenues dans ces especes. Les plantes de ce genre ont suscité un grand intérét
en phytochimie depuis de nombreuses années, ces études ont montré 1'accumulation de divers
métabolites secondaires [3, 4], en particulier les flavonoides et les terpenes. C’est pour ces
raisons que nous avons sélectionné ’espece Fagonia longispina Batt. Ce choix a été guidé
principalement par I'endémisme de cette plante au Sahara septentrional dont le climat et le type
d'écosysteme sont spécifiques, ces derniers sont susceptibles d’influer sur la composition
chimique de la végétation. En outre, il est important de signaler qu’aucune investigation
phytochimique n'a été publiée a ce jour sur cette plante a part une étude effectuée par GC/MS

sur les composés volatils de cette espece [3, 5].
I.2.Place dans la systématique

Tableau 10 : classification botanique de Fagonia longispina Batt.

Royaume Plante

Embranchement Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Zygophyllales

Famille Zygophyllaceae

Sous-famille Zygophylloideae

Tribu Zygophylleae

Genre Fagonia L.

Especes Fagonia longispina Batt.
I.3.Description botanique

Fagonia longispina (Figure 23) est un petit arbuste épineux de 10 a 20 cm, la plante basse dont
les branches couchées sur le sol rayonnent a partir du centre. Toute la plante est garnie de poils
clairsemés qui agglutinent le sable. Plante munie de longues stipules fines, les feuilles a trois
folioles sont un peu épaisses, la foliole médiane étant plus large que les deux latérales. Le

pétiole est assez long, surtout sur les premieres feuilles. Fleurs violacées de couleur vive [6].
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Figure 23 : Les parties ariennes de Fagonia longispina Batt. [6]

I.4.Distribution géographique

Espece endémique du Sahara septentrional, présente dans le Sahara marocain et oranais,

descend jusqu'au Zemmour et serait présente au Tassili des Ajjers [6].

I.5.Usages traditionnels

Les noms vernaculaires de cette espece sont "Chouika" ou "Atlihia", elle est utilisée
traditionnellement comme un sirop préventif pour le cancer, pour le traitement de
l'inflammation des voies urinaires, contre le rhumatoide et l'arthrite, dans le traitement des

maladies du rhume et comme insectifuge [7].

1.6. Les travaux antérieurs sur Fagonia longispina

Deux études chimiques effectuées sur F. longispina par la technique d'analyse GC-MS. La
premiere a permis d'identifier 13 composés a partir des extraits hexane, éther diéthylique et
chloroforme (Tableau 9) [5], et la deuxieme rapporte l'identification de 12 composés a partir de
l'extrait acétate d'éthyle (Tableau 9) [3]. Par ailleurs, le screening phytochimique qualitatif des
parties aériennes de F. longispina a révélé la présence de stéroides, de terpénoides, de

coumarines, de flavonoides, de saponines et de tanins [7].
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Tableau 11. Les composés détectés antérieurement dans F. longispina

Nom du composé structure

palmitate d'éthyle CC/\:\/Q
o™

(Z2,2.,7)-9,12,15-octadécatriénoate
d'éthyle

octadéca-9,12-diénoate d'éthyle ‘::i/\/\/\/?o,\
o

Hydroxytoluene butylé /1<EC;§|/\<
o

acide palmitique

Acide tridecanoique

H3C(H2C)q0 HoC OoH

Linoleate de méthyle ~ \H/\m
~ —_—
11,14,17-eicosatrienoate de méthyle JT\
o N EON 7 N
Acide décanoique e
H3;C(H>C),; HC OH
9-Elcosene,( E ) HsC(H,C)7 ——HC===CH——(CH,)sCHj

Cyclotetracosane {jl\/\':l

1-heptadecene CH CHs
Hzc/ \(CH2)14/
1-nonadecene =1~ _~CHs

H,C (CH2)17

Cis -4-(4- i
T-butylcyclohexyl)-4-methyl-2-pentanone

4beta-(tert-butyl)-1alpha-(1-methyl vinyl)
cyclohexanemetahano

Acétate de citronellyle Q
)I\ O/\)\/\/\\

2-Nonen-1-ol /\/\/\/\/
HO /

Tetratetracontane CHj

3,7,11,15-tetramethyl-2-hexadecen-1-ol /\)\/\/k/\)\/\)\
HO N
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Hexatriacontane CH CH
3 \ / 3
(CH2)34

Phytolacetate o
)Lo’\)\/\/k/\/k/\/k

2-decen-1-o0l " /\/\/\/\/\

1-cyclohexyl-3-méthylénepentan-1-one Q

Biologiquement, 1'étude de l'effet des différents extraits (éther de pétrole, dichlorométhane,
chloroforme, acétone, méthanol) des parties ariennes de F. longispina a montré que tous les

extraits possedent des propriétés antibactériennes et antioxydantes [6].

L7.Matériels et méthodes chromatographiques utilisés pour I'étude
phytochimique
% Solvants utilisés
L’¢éther de pétrole, le n-hexane, 1’acétate d’éthyle, le chloroforme, le n-butanol, le
méthanol et I’eau.
% Révélateur
La révélation a été réalisée avec 1’anisaldéhyde et le Ce(SO4)2/H2SO4.
s Chromatographie analytique sur couche mince (CCM)
Les tests analytiques des extraits, des fractions et des produits isolés, ont été faites sur
plaques CCM avec la silice comme phase stationnaire, le type de plaques est 60 GF2s4

Merck, 0,1 mm sur support d’aluminium ou en verre.

* Chromatographie d’adsorption sur colonne (CC)

L)

Les colonnes ouvertes, le gel de silice est de granulométrie moyenne : 0,063— 0,200 mm

(70-230 mesh), Merck H60 comme phase stationnaire.

< Séparation par Chromatographie liquide a haute performance

(HPLC)

La séparation par HPLC semi-préparative a €ét€ opérée selon les conditions
chromatographiques suivantes
*injecteur : Shimadzu.
* Colonne : Cig p-bondapak (30 cm*7,8 mm, 10 um eau, 2,0ml min™) (phase
inverse). Cgluna PREP (25cm*10mm, Phenomenex). Le mélange MeOH/H,O
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comme phase mobile.
* Détecteur : Shimadzu RID-10A.
* Pompe : Shimadzu LC-8A.
* Débit : 2 ml/min.

1.8.Protocole Expérimental

1.8.1.Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté pendant la période de floraison, en avril 2012, pres de Bechar
au sud-ouest de 1'Algérie et authentifié par M. Mohamed Benabdelhakem, directeur de I'agence
de la préservation des ressources naturelles. Un spécimen (FL N° 38/2015) a été déposé au
niveau de l'herbier de I'unité de recherche VARENBIOMOL, Université Freéres Mentouri,

Constantine. La plante a été séchée dans un endroit sec et a 1'abri des rayons solaires.

1.8.2 .Extraction

1.8.2.1.Extraction hydroalcoolique

Les parties aériennes de Fagonia longispina 1.1 kg sont coupées en petits morceaux et mis a
macérer a température ambiante dans un mélange hydro alcoolique (Méthanol/Eau ; 80/20 ;
v/v). Cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. Apres concentration
aune température n’excédant pas 37°C, I’extrait alcoolique dilué avec de I’eau distillée a raison
de 400 ml par kg de matiere seche. Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée
successivement par une extraction liquide-liquide en utilisant des solvants non miscibles a I’eau
et de polarité croissante en commencant par l'éther de pétrole, chloroforme, puis I’acétate
d’éthyle et en dernier lieu le n-butanol. Les extraits organiques ainsi obtenus sont concentrés a
sec sous pression réduite et pesés.

Le calcul du rendement de cette extraction par rapport a la matiere seche est rapporté dans le
Tableau 12.

Tableau 12. Rendements de I'extraction hydro alcoolique

~ Matiere végétale ~ Extrait =~ Masse(z)  Rendement (%)
| FEtherdepétrole 039 0035
1100g Chloroforme 3,27 0,29
Acétate d'éthyle 3,5 0,31
n-Butanol 25,27 2,29
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[ Matiere végétale 1100y ]

*Macération a froid dans un mélange MeOH,/H20
(8:2 v/v), répétée 3 fois (24, 48,72h)
*Filtration

Extrait Méthanolique
Concentration non a sec (t=37°)

*Dilution avec H20 distillée.
*Filtration

Ti[t@

*Extraction liquide-liquide a [éther de pétrole

| *Décantation
Phase organique

* Lo
Concentration a

Phase aqueuse

*Extraction par CHC[3 (X3)

* Décantation sec (t=37°)
] ait Et
Phase organique . ( Extrait Ether
‘ M= 0,39 myg

‘*Concentmtion a sec (t=37°) “Extraction par AcOEL (X3)

“Decantation

Extrait chloroforme
M=3,27 mg

K Extraction par n-Butanol (x3)

Phase organique

* Concentration a sec

*Décantation (t=37°)
3 Extrait Acétate
Phase organique \' M= 3,5 mg
*Concentration a sec (t=50°)

_ Extrait Butanol
\ M=25,27 mg

Figure 24 : Récapitulatif de I’extraction hydro alcoolique des parties aériennes de
F. longispina
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1.8.2.2.Exsudat chloroformique

1100 g de la matiere végétale (les parties ariennes) sont trempées dans le chloroforme pendant
10 minutes. Cette opération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant. L'extrait
chloroforme obtenu a été filtré, évaporé a sec sous pression réduite et pesé. Le calcul du

rendement de cette extraction par rapport a la matiere végétale est rapporté dans le Tableau 13.

Tableau 13. Rendement de 1'exsudation dans le chloroforme

Matiere végétale Extrait Masse (g) Rendement(%)

1100g Chloroforme 20,16 1,83

Matiére végétale
1100g

* Exsudation dans chloroforme <répétée 3 fois

X Filtration

Filtrat

Concentration a sec (t=37°)

_ Extrait chloroforme
‘ M=20,16 mg

Figure 25 : Protocole d’exsudation des parties aériennes de F. longispina

1.9.Etude chromatographique des extraits
1.9.1.Traitement de 1'exsudat chloroformique

1.9.1.1. Séparation chromatographique

Les tests chromatographiques sur plaques analytiques de gel de silice menés sur les deux
extraits chloroformiques (I'exsudat, la phase) montrent que ces deux extraits sont presque

semblables.

Environ 16 g de I’exsudat chloroformique sont dissous dans un minimum de chloroforme, et
mélangés a une petite quantité de gel de silice, I'ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé

jusqu’a obtention d'une poudre homogene. Cette derniére est chromatographiée sur une colonne
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de gel de silice préparé dans l'hexane. La masse de gel de silice utilisée correspond
approximativement a 32 fois le poids de I'extrait a séparer (512g). L'élution a été effectuée par
I'hexane dont on augmente progressivement la polarité par 1'addition de I'acétate d'éthyle, avec
un fractionnement tous les 100 ml. Les fractions sont recueillies et analysées par
chromatographie sur couche mince (C.C.M). Les plaques sont examinées sous UV (254 et

365nm), puis révélées avec I’anisaldéhyde et chauffées pendant 10 mn a 100°C.

Les pots présentant la méme composition sont réunis donnant ainsi 48 fractions. Les résultats

de I’opération sont regroupés dans le Tableau 14.

Tableau 14. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1'exsudat chloroformique

Lots N° de Systéme d’élution (%) Masse
Fraction Hexane Acétate d'éthyle mg
1-46 FW/1/1 100-99-98 0-1-2 90,2

47-52 FW/1/2 98 2 130,1
53 FW/1/3 98 2 121,4
54 FW/1/4 98 2 113,8
55-60 FW/1/5 98 2 464,3
61-63 FW/1/6 98 2 283,7
64-66 FW/1/7 96 4 295,1
67-72 FW/1/8 96 4 260,4
73-75 FW/1/9 94 6 172,7
76-80 FW/1/10 94 6 113,8
81-83 FW/1/11 94-92 6-8 154,7
84-85 FW/1/12 92 8 176,2
86-90 FW/1/13 92 8 149,1
91-101 FW/1/14 9291 8-9 191,2
102-105 FW/1/15 91 9 222.8
106-112 FW/1/16 91 9 105,9
113-119 FW/1/17 91 9 170,5
120-126 FW/1/18 91-90 9-10 243.0
127-133 FW/1/19 90 10 289,6
134-140 FW/1/20 88 12 294,2
141-146 FW/1/21 88-86 12-14 320,2
147-161 FW/1/22 86-84 14-16 367,9
162-164 FW/1/23 84 16 282,0
165-170 FW/1/24 82 18 290,7
171-174 FW/1/25 82 18 285,8
175-179 FW/1/26 80 20 288.8
180-185 FW/1/27 80 20 279,1
186-192 FW/1/28 76 24 284.5
193-206 FW/1/29 76-74 24-26 311,7
207-224 FW/1/30 74-72-70 26-28-30 370,6
225-232 FW/1/31 70-68 30-32 335,7
233-237 FW/1/32 68 32 285,0
238-246 FW/1/33 64 36 255,6
247-266 FW/1/34 60 40 1414
267-278 FW/1/35 60 40 341,3
279-289 FW/1/36 58 42 310,2
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Lots N° de Systéme d’élution (%) Masse
Fraction Hexane Acétate d'éthyle mg
290-299 FW/1/37 56 44 283,3
300-307 FW/1/38 56-54 44-46 380,9
308-327 FW/1/39 54 46 108,0
328-343 FW/1/40 50 50 3282
344-359 FW/1/41 50 50 380,0
360-368 FW/1/42 45 55 360,7
369-393 FW/1/43 45 55 608,1
394-459 FW/1/44 40-30-25 60-70-75 565,1
460-504 FW/1/45 25-20 75-80 540,1
505-525 FW/1/46 10 90 2859
526-531 FW/1/47 10 90 320,5
FW/1/48 0 100 1473,5

1.9.1.2 Purification des fractions de 'exsudat chloroformique

% Profils chromatographique de I'exsudat chloroformique
La plaque a été éluée dans le systeme CHCI3/MeOH (19/1) et révélée avec le Ce(SO4)2/H2S0O4
et chauffée pendant 3mn a 100°C.

Figure 26 : Profils chromatographique de fractions issues de I'exsudat chloroformique
% Efude de la fraction FW/1/34

La fraction FW/1/34 de masse 141,4 mg a subi une séparation par HPLC semi-préparative, en
utilisant comme phase mobile le mélange MeOH/ H20 a diverses proportions. La meilleure
détection a été obtenue a la proportion (57: 43).Cette opération mene a l'obtention le
chromatogramme présenté dans la figure 27. Nous avons injecté la fraction 9 fois avec un temps
totale d'une injection 52 min. Les résultats relatifs a cette séparation sont rassemblés dans le

Tableau 15.
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Figure 27 : chromatogramme de la fraction FW/1/34

Tableau 15. Résultat de séparation de la fraction FW/1/34

Sous fraction Temps de rétention Remarques

Tr (min)
fw/12/7 16 mélange
fw/12/9 27 mélange
fw/12/11 34 mélange
fw/12/12 47,5 produit pur, le composé 3 (1,2mg).

% La fraction FW/1/ 16

La fraction FW/1/16 (105,9mg) contenant un précipite blanc insoluble dans le méthanol, est
purifié par lavages successifs a 1’aide de ce solvant pour donner un mélange du composé 1 et

de composé 2.
% La fraction FW/1/ 17

La fraction FW/1/17 (170,5mg) contenant un précipite blanc insoluble dans le méthanol. Ce
dernier est soumis a une purification par lavages successifs a I’aide du méthanol. Le test de
purification de ce précipité sur plaque analytique de gel de silice, éluée par le chloroforme, a

montré que le produit était a I'état pur (composé A, m = 10,8 mg).
% La fraction FW/1/36

La fraction FW/1/36 contenant un précipite, a subi un lavage a l'aide du chloroforme,
I’opération a été répété plusieurs fois. Le précipite jaunatre ainsi obtenu est soluble dans le
méthanol. La CCM éluée par le systeme : CH2Cl- Et2O (8:2) de ce précipite a montré la
présence de deux taches, apres la purification par CCM dans le méme systéme avec deux

élutions, le composé 4 (m= 8,2mg) a été obtenu a 1’¢état pur.
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% La fraction FW/1/39

108 mg de la fraction FW/1/39 a été chromatographie sur plaques CCM de gel de silice, en
utilisant le systeéme d'éluant chloroforme/ méthanol dans les proportions (7 :0,5). Apres trois
élutions, un produit (composé 5, m= 6,1mg)) a été obtenu a 1'état pur. Les autres produits issus

de cette séparation, sont sous forme de mélange.
% La fraction FW/1/41

La séparation de 60 mg de la fraction FW/1/41 a été effectuée sur les plaques CCM de gel de
silice dans le systeme chloroforme/methanol (8 :0,5), éluée trois fois pour donner le composé

B (m= 6,3mg)
% La fraction FW/1/46

Environ 39,5 mg de la fraction FW/1/46 ont subi deux séparations successives sur des plaques
CCM de gel de silice €éluées par le systeme chloroforme /methanol (8.5 :1.5) pour mener a un

produit pur (Ile composé 6, m= 3,4mg).
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[ 48 Fractions ]
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Composés 1,2 Composé A Composé 3 Composé 4 Composé 5 Composé B Composé 6
13,1myg 10.8ma 1,4 my 82mq 6,1myg 6,9myg 34 myg

Figure 28 : Schéma de purification des fractions de 1'exsudat chloroformique.
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1.9.2.Traitement de l'extrait acétate d'éthyle

1.9.2.1, Séparation chromatographique

L’extrait acétate d'éthyle (m= 3,3g) de Fagonia longispina a été soumis a des fractionnements
successifs par différentes méthodes chromatographiques conduisant a 1’isolement des
molécules pures. Dans cette premiere étape, nous avons soumis cet extrait a une
chromatographie d’adsorption sur une colonne confectionnée avec 112g de gel de silice
préparée dans le chloroforme. L'élution est réalisée avec un gradient de polarité chloroforme —
méthanol, en commencant par chloroforme pur et en augmentant la polarité par 1'addition

progressive du méthanol.

Le fractionnement a été fait tous les 100 ml. Les lots recueillis sont regroupés suivant la
similitude de leur profil chromatographique sur couche mince (C.C.M). Les plaques sont
examinées sous UV (254 et 365nm), puis révélées avec I’anisaldéhyde et chauffées pendant 10
mn a 100°C, cela a permis de réunir 27 fractions. Les conditions opératoires sont présentées

dans le Tableau 16.

Tableau 16. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait acétate
d'éthyle de Fagonia longispina

Lots N° de Fraction Systeme d’élution (%) Masse
CHCl; MeOH mg
1-24 FW/2/1 100-99-98 0-1-2 50,4
25-27 FW/2/2 98 2 66,7
28-31 FW/2/3 96 4 38,2
32-35 FW/2/4 96-94 4-6 30,8
36-39 FW/2/5 94 6 68,6
40-43 FW/2/6 94 6 193,4
44-47 FW/2/7 94-92 6-8 1644
48-51 FW/2/8 92 8 189,8
52-54 FW/2/9 92-90 8-10 120,3
55-57 FW/2/10 90 10 155,9
58-60 FW/2/11 90 10 137,5
61-64 FW/2/12 88 12 104,6
65-68 FW/2/13 88 12 88,3
69-74 FW/2/14 88-86 12-14 171,0
75-79 FW/2/15 86 14 98,4
80-83 FW/2/16 86 14 56,3
84-85 FW/2/17 84 16 57,6
86-88 FW/2/18 84 16 60,7
89-90 FW/2/19 84 16 101,9
91-92 FW/2/20 82 18 108,3
93-97 FW/2/21 82 18 65,7
98-102 FW/2/22 80 20 73,2
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Lots N° de Systéme d’élution (%) Masse
Fraction CHCl3 MeOH mg
103-106 FW/2/23 80 20 118,2
107-115 FW/72/24 78 22 78,6
116-118 FW/2/25 78 22 95,8
119-132 FW/72/26 75-70-65 25-30-35 73,2
133-150 FW/72/27 60-50-0 40-50-100 231,2

< Profils chromatographique de l'extrait acétate d'éthyle :

La plaque a été éluée dans le systeme CHCI3/MeOH/H20 (80/15/5) et révélées avec le
Ce(S04)2/H2SO4et chauffées pendant 3mn a 100°C.
i

93

et
n 8 % x 2 U

Figure 29 : Profils chromatographique des fractions de 1'extrait acétate d'éthyle

1.9.2.2. Purification des fractions de I'extrait acétate d'éthyle
% La fraction FW/2/3

La fraction FW/2/3 contenant un précipite mélé a de la chlorophylle, est purifié par lavage
successifs avec de I'éther de pétrole additionnée de quelques gouttes de chloroforme. Le
précipite jaunatre ainsi obtenu est testé sur plaque analytique de gel de silice, éluée par le
systeme : CHCl3 : MeOH (9:1), pour donner un spot unique de fluorescence noire-violette sous
lumiere de Wood. Ce qui prévoit que le produit est probablement un flavonoide (composé 7,

m= 7,7 mg)
% Etude de la fraction FW/2/7

La fraction FW/2/7 (164,4mg) est purifiée par HPLC semi-préparative €luée par le systeme
MeOH/H-0, en injectant cette fraction 9 fois, en utilisant la proportion (45:55) avec un temps
total 43min. Le Tableau 17 et le chromatogramme (Figure 30) montrent les résultats de cette

séparation.
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FW/8/8

Figure 30 : chromatogramme de la fraction FW/2/7

Tableau 17. Résultat de séparation de la fraction FW/2/7

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tx (min)
FW/8/2 8 mélange
FW/8/4=FW/8/5 10 produit pur, le composé 8, m=1,3mg)
FW/8/8 15 produit pur, le composé 9, m= 1,8mg)

% Etude de la fraction FW/2/8

Environ 189,8 mg de la fraction FW/2/8 ont subi une séparation par HPLC semi-préparative,
en utilisant le systeme d'élution MeOH/ H>O a la proportion (45: 55), avec 48 min le temps
total. Cette séparation a été effectuée en 10 injections. Le Tableau 18 et le chromatogramme

(Figure 31) montrent les résultats de 1'opération.

fw/11/5

fw/11/712

Figure 31 : chromatogramme de la fraction FW/2/8
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Tableau 18. Résultat de séparation de la fraction FW/2/8

Sous fraction Temps de rétention Remarques (Apres I'analyse spectrale)
Tr (min)

FW/11/3 5,5 mélange

FW/11/5 8 produit pur, le composé 10 m=2,2mg

FW/11/8 15 produit pur identique au composé 9
m=2,6mg

FW/11/12 37,5 produit pur, le composé 11
m=1,0 mg

FW/11/13 47 mélange

% Etude de la fraction FW/2/10+11

La fraction FW/2/10+11 (m=293,4mg) est soumise a la chromatographie par HPLC semi-
préparative, €luée par le systtme MeOH/H2O dans la proportion (50:50) avec 9 injection et 50
min comme un temps total d'une injection. Le chromatogramme (Figure 32) et le Tableau 19

montrent les résultats de cette opération.

Figure 32 : chromatogramme de la fraction FW/2/10+11

Tableau 19. Résultat de séparation de la fraction FW/2/10+11

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (min)
FW/6/9 17 produit pur, le composé 12(m=3,8 mg)
FW/6/12= 25 produit pur, le composé 13 (m=1,3 mg)
FW/6/16=FW/6/15 41
FW/6/14 36 mélange
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% Etude de la fraction FW/2/16+17

La purification de la fraction FW/2/16+17 de masse 113,9 mg a été effectuée par HPLC semi-
préparative, éluée par le systtme MeOH/H20 (40:60) avec 7 injections et Tr= 60 min. Cette

séparation a menée a l'obtention du chromatogramme suivant (Figure 33). Le Tableau 20

montre les résultats de I'opération.
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Figure 33 : chromatogramme de la fraction FW/2/16+17

Tableau 20. Résultat de séparation de la fraction FW/2/16+17

Sous fraction Temps de rétention Remarques
Tr (min)
Fw/7/2 20 mélange
fw/7/5 25 produit pur, le composé 14
m=2,6 mg
fw/7/8 46 mélange
Fw/7/10 56 mélange
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Figure 34 : Schéma de purification des fractions de l'extrait acétate d'éthyle

1.9.3.Traitement de I'extrait #-butanol

1.9.3.1. Séparation chromatographique

Nous avons utilisé pour le fractionnement de l'extrait n-butanol presque les mémes techniques
que celle utilisées pour I’extrait acétate d'éthyle. Environ de 15 g de l'extrait n-butanol sont
soumis a une séparation par une colonne chromatographique en utilisant comme phase
stationnaire le gel de silice préparé dans le chloroforme. L’¢élution débute avec le méme solvant
dont la polarité sera augmentée par addition progressive du méthanol avec un fractionnement

tous les 100 ml.

Les lots semblables ont été rassemblés en fonction de la similitude des profils CCM. Les
plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365nm) puis révélées avec I’anisaldéhyde et
chauffées pendant 10 min a 100°C. Les résultats de cette opération sont regroupés dans le

Tableau 21.
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Tableau 21. Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait n-butanol de

Chapitre 11 : Travaux; personnels

Fagonia longispina

Lots N° de Fraction Systeme d’élution (%) La masse
CHCI; MeOH (mg)
1-33 FW/3/1 100-95 0-5 40,2
34-35 FW/3/2 95 5 13,5
36-37 FW/3/3 95 5 20,5
38-39 FW/3/4 95 5 38,0
40-49 FW/3/5 90 10 70,0
50-55 FW/3/6 90 10 80,9
56-59 FW/3/7 90 10 70,1
60-70 FW/3/8 90 10 92,2
71-79 FW/3/9 90-85 10-15 52,3
80-115 FW/3/10 85-80 15-20 79,1
116-120 FW/3/11 80 20 72,0
121-132 FW/3/12 75 25 239,2
133-141 FW/3/13 75 25 539,2
142-146 FW/3/14 75-70 25-30 180,9
147-148 FW/3/15 70 30 512,1
149-154 FW/3/16 70 30 580,4
155-159 FW/3/17 70 30 602,1
160-169 FW/3/18 65 35 955.,4
170-172 FW/3/19 65 35 1363,4
173-176 FW/3/20 65 35 1500,0
177-178 FW/3/21 65 35 14590
179-180 FW/3/22 65 35 922.8
181-188 FW/3/23 65 35 1223,5
189-200 FW/3/24 60 40 889.4
201-248 FW/3/25 60-50-0 40-50-100 2389,7

1.9.3.2. Purification des fractions de 1'extrait n-butanol

% Etude de la fraction FW/3/9

La fraction FW/3/9 de masse 52,3 mg a subi une séparation par HPLC semi-préparative, en

utilisant comme phase mobile le mélange MeOH/ H>O a la proportion (28: 72). Nous avons

injecté la fraction 7 fois avec un temps totale d'une injection 72 min. Le chromatogramme

suivant montre les résultats de la séparation (Figure 35).
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Figure 35 : chromatogramme de la fraction FW/3/9

Tableau 22. Résultat de séparation de la fraction FW/3/9

Sous fraction Temps de rétention Remarques (apres 1'analyse spectrales)
Tx (min)
FW/4/3=FW/4/4 12 produit pur, composé1$s (1,8mg)
FW/4/6 14 mélange
Fw/4/9 27 mélange
FW/4/11 32 mélange
FW/4/13 37,5 produit pur non identifié (le composé C, 1,6
mg)
FW/4/15=FW/4/16 65 produit pur identique ai composél3 (1,7mg).

¢ Etude de la fraction FW/3/11

Environ 72,0 mg de la fraction FW/3/11 ont été soumis a la chromatographie par HPLC semi-
préparative, avec un systeme d'élution MeOH/ H,O a diverses proportions. La meilleure
détection a été obtenue a la proportion (50: 50), avec 40 min comme un temps total d'une
injection. Cette séparation a été effectuée en 5 injections. Le Tableau 23 et le chromatogramme

(Figure 36) montrent les résultats de 1'opération.
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Figure 36 : chromatogramme de la fraction FW/3/11

Tableau 23. Résultat de séparation de la fraction FW/3/11

Sous fraction Temps de rétention Remarques (Apres 1'analyse spectrales)
Txr (min)
fw/5/5 14 mélange
fw/5/9 18 produit pur, le composé 16 (m= 2,1 mg)
fw/5/12 23 produit pur identique au composé13 (m=0,4 mg)
fw/5/13 37 mélange

% Etude de la fraction FW/3/12

La chromatographie de cette fraction (m=239,2 mg) a été faite sur plaques préparatives de gel
de silice éluées par le systtme AcOEt/MeOH/H>O (8/1/1). En fin d'élution, les plaques
soumises a la lumiere de Wood (365 nm), ont montré trois bandes majoritaires. Apres
récupération et élution avec du méthanol, puis une purification ultime sur une colonne de gel
de Séphadex LH-20, éluée par du méthanol, le composé 17 (m= 6,2 mg) a été obtenu a 1'état

pur. Les autres produits issus de cette séparation, sont sous forme de mélanges
% Etude de la fraction FW/3/14

Apres des tests sur plaque analytique, la fraction FW/3/14 (m = 180,9 mg) a subit une séparation
sur plaques préparatives de gel de silice avec le systeme éluant AcOEt/MeOH/H>O (8/1/1).
Ensuite, elles ont subi une deuxieme purification ultime sur une colonne de Séphadex LH-20
éluée par du méthanol, pour mener a I’obtention du produit pur (composé 18, m= 6,4 mg), les

autres produits issus de cette séparation, sont sous forme de mélanges.
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% Etude de la fraction FW/3/20

La chromatographie de cette fraction (m=1,5 g) a été faite sur une colonne de gel de silice,
éluée par le systeme AcOEt/MeOH/HO (8,5/1/0,5) en mode isocratique. Des fractions de 10
ml ont été récupérées et rassemblées en fonction de leurs profils chromatographiques pour
donner 8 sous fractions. La sous fraction 3 a été purifié sur les plaques de gel de silice, en
utilisant le systeme AcOEt/MeOH/H>O (8/1/1) pour donner un produit pur identique apres

l'analyse au composé 17.
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Figure 37 : Schéma de purification des fractions de 1'extrait n-butanol.
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II. Evaluation biologiques de Fagonia longispina Batt.

La mise en évidence de l'activité biologique in vitro de Fagonia longispina a été réalisée par
I'étude de l'effet antibactérien de I'extrait acétate d'éthyle et antioxydant des extraits

chloroformique, acétate d'éthyle, n-butanol et 1'exsudat chloroformique.
II.1.Activité antibactérienne

L'évaluation de l'effet antibactérien de l'extrait acétate d'éthyle a été réalisée en utilisant la
technique des puits (la méthode de diffusion sur gélose) [8]. Le support microbien est composé
d’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa qui ont été isolées de

produits pathologiques provenant de laboratoire de bactériologie de C.H.U.

++ L'inoculum bactérien :

la préparation de I'inoculum bactérien a été faite par le repiquage des especes bactériennes par
la méthode des stries, puis incubées a 37 °C afin d’obtenir des colonies isolées, ces derniers ont
été prélevées a 1’aide d’une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon

nutritif puis portées a 1’incubation pendant (18-24) heures a 37 °C.
¢ Milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a I’usage a été coulée dans des boites de pétrie stériles
de diametre 90 mm. Afin que I’épaisseur de la gélose soit de 2 mm, répartie uniformément dans
les boites qui doivent étre séchées 30 min a la température ambiante du laboratoire avant leur
emploi. Ensuite, ces boites sont ensemencées par étalage a 1’aide d’un rateau stérile,

I’ensemencent est effectué de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries.
¢ dépot des disques

les disques de papier Whatman n° 1 de 6 mm de diametre stériles ( stérilisation a 120 °C pendant
15 min par autoclavage), sont chargés de notre extrait, des disques imprégnés de butanol sont

également utilisés qui vont servir de témoin négatif.

A T’aide d’une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les extraits a tester sont

déposés a la surface de la gélose inoculée au préalable.
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« Expression des résultats

Le pouvoir antibactérien est déterminé en termes de diamétre de la zone d’inhibition produite

autour des disques apres 24 h d’incubation a 37 °C.
I1.2.Activité antioxydante

L'activité antioxydante de différents extraits de F. longispina a été évaluée in vitro par la
technique du piégeage du radical libre DPPH (1,1- diphenyl-2-picrilhydrazyl), décrite par Braca
[9].

Diverses concentrations (1 ; 2,5 ; 5 ; 10; 15; 20 ;30 ; 50 ; 75 pg/ml) de chaque extrait a été
ajoutée a 3 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%). Ce mélange a été conservé
dans 1'obscurité pendant une période de 30 minutes, alors l'absorbance a ét€ mesurée a 517 nm
a l'aide de spectrophotometre. La référence standard utilisée pour la comparaison est 'acide
ascorbique. Le pourcentage inhibiteur du DPPH radical (1%) a été calculé selon la formule : 1%

=[(Ac-As)/Ac] x 100

Ac est I'absorbance du controle (DPPH seul).

As l'absorbance de 1'échantillon testée ou de 1'acide ascorbique qui a été utilisé comme standard.
Les expériences sont réalisées en triplicats a chaque concentration, et les concentrations
effectives moyennes de balayage (ICso) ont été calculées a partir de courbe tracé du pourcentage

d'inhibition par rapport a la concentration d'extrait.
I1.3.Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur totale en composés phénolique de différents extraits de F. longispina a été estimée

en utilisant une version modifiée de 1'analyse décrite par Singleton [10].

Le réactif Folin-Ciocalteu a été ajouté aux solutions des extraits ou d'acide gallique, apres 3
minutes, on a ajouté une solution aqueuse de NaC03; (20%), le mélange a été stocké a
température ambiante pendant 2 h. L'acide gallique a été utilis€é comme standard, alors que
'absorbance a été mesurée a 765 nm. Tous les tests ont été effectués en triplicats et la
concentration en contenu phénolique a été calculée et exprimée en pg d'équivalent d'acide

gallique par mg d'extrait (GAE pg / mg d'extrait).
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IT.4.Dosage des composés flavonoides totaux

La détermination des flavonoides totaux des quatre extraits a été estimée par la méthode

colorimétrique au chlorure d'aluminium décrite par Wang et al. [11].

Un volume de la solution méthanolique d'AIClz (2%) a été ajouté au méme volume
d'échantillon. Apres 1 heure d'incubation a température ambiante, 1'absorbance a été mesurée a
420 nm. Le contenu flavonoides totaux a été calculé en pg d'équivalent de quercétine (QE) par
mg d'extrait en utilisant 'équation suivante obtenue a partir d'une quercétine standard (R? =

0,983): Absorbance = 0, 34 x Quercétine (pg) + 0,015.
Conclusion

L’investigation phytochimique de Fagonia longispina en utilisant différentes méthodes
chromatographiques, nous a permis d’isoler et purifier 21 produits. Tous ces produits ont été
soumis aux analyses physico-chimiques afin d'en établir les structures. Les résultats et

discussion des analyses de 18 composés seront développés au chapitre III.
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Partie I Chapitre III : Résultat et discussion

I. Identification des produits isolés de F. longispina

I.1.Elucidation structurale des composés let 2

Le mélange des composés 1 et 2 a été obtenu sous forme de cristaux blancs solubles dans le
chloroforme. L'examen de son spectre de proton enregistré dans le CDCl3 montre la présence
des signaux caractéristiques des stérols notamment :
v Un doublet large a du 5,36 ppm d’intégration 1H correspondant au proton éthylénique
connue avec la numérotation H-6.
v Un multiplet d’intégration 1H a 8y 3,40 ppm correspondant a un proton géminé a un
groupement hydroxyle, notamment le H-3 d’un stérol.
v Deux doublets de doublets a 8y 4,9 ppm (J = 15,0 ; 8,1 Hz) et a du 5,12 ppm (J = 15,0
; 84 Hz) attribuables aux protons oléfiniques de la chaine latérale en C-17 du
stigmastérol (protons éthyléniques des positions C-23 et C-22 respectivement).
v" Une série de pics trés dense se situant entre 0,63 ppm a 2,50 ppm, suggérant la présence

d'un nombre élevé de groupements méthyles, méthyleénes et méthynes.
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Spectre 1 : Spectre RMN 'H (CD30D, 400 MHz,6ppm) du composé 1
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La comparaison de 1'ensemble de ces données spectrale avec ceux trouvés dans la littérature, en
tenant compte les intégrales des signaux relatifs a H-3, H-6, H-22 et H-23 dans le spectre proton
(Spectre 1), qui montre que si H-3 et H-6 ont une intégrale d'environ 1 chacun, H-22 et H-23
donnent une intégrale d'environ 0,50 chacun. Ceci oriente vers la présence d'un mélange de

50% de B-sitostérol (composé 1) et de 50% stigmastérol (composé 2) [1].

Le mélange de ces deux composés a été trouvé précédemment dans de nombreuses especes

végétales, notamment Odontonema strictum (Acanthaceae) [1].

HO

Figure 38 : B-sitostérol 1 et stigmastérol 2

1.2 Elucidation structurale du composé 3

Le composé 3 a été obtenu sous forme d’huile. L’examen de son spectre de masse a haute
résolution enregistré en mode €lectronébulisation positive (TOF-HRESI-MS positive) (Spectre
2-1) montre un pic quasi moléculaire a m/z 421,1832 correspondant a la formule C20H30OsNa
(calculée 421,1832) orientant vers la formule brute C20H300s, soit une molécule de masse 398

Da comportant 6 insaturations.
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Spectre 2-1 : Spectre TOF-HRESI-MS (+) du composé 3

L'analyse simultanée des spectres RMN 'H, HSQC, HMBC du composé 3 montre la présence
de 20 atomes de carbone, dont 10 atomes pourraient €tre assigné aux résonances de 1'aglycone,

6 a l'entité osidique et 4 a des résidus acétyle.

Le spectre RMN 'H (Spectre 2-2) et le spectre relatif a 1'expérience HSQC (Spectre 2-3a)

montrent des signaux caractéristiques d'un groupe hexose notamment :

v" Un CH2 2 &c 63,3 ppm corrélant aux deux protons, I'un a du 4,38 ppm (dl, J=12,0 Hz)
et I'autre a on 4,20 ppm (ddl, J=5,0, 12,0 Hz), attribuable a C-6'.

v" Un CH a 8¢ 95,0 ppm corrélant au proton résonant sous forme d'un doublet (J = 8,5 Hz)
a ou 4,51 ppm, attribuable au proton anomérique. Les valeurs des déplacements
chimiques de ce proton et son carbone orientent bien vers une jonction O-glycoside,
quant a la valeur 8,5 Hz de la constante de couplage résultant de l'interaction vicinale
H1'/H-2' axiale/axiale est en faveur d'un hexose avec une configuration  de carbone

anomérique.
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Spectre 2-2 : Spectre RMN 1H (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 3.
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Spectre 2-3a : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3.

Tous les déplacements chimiques des protons de sucre ont été confirmés par la combinaison
entre les analyses spectrales ID-TOCSY (Spectre 2-4) et DQF-COSY (Spectre 2-5a), quant aux

déplacements des carbones, ceux-ci ont été déterminés a partir du spectre HSQC(Spectre 2-3b).

Le spectre relatif a I’expérience COSY montre une tache de corrélation entre le proton

anomérique et le proton du signal résonant sous forme d'un doublet de doublets (J = 8,5, 9,5
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Hz, 5c 73,4 ppm) a 6u 4,73 ppm, ce proton est attribuable a H-2'. Sur le méme spectre le proton
H-2' correle avec le proton H-3', résonant sous forme d'un triplet a 6u 3,52 ppm (J = 9,5 Hz, dc
74,5 ppm). Ce dernier permet de localiser H-4' résonant sous forme d'un triplet a 6H 3,35 ppm
(J = 9,5 Hz, dc 70,0 ppm). La multiplicité de ces signaux et les valeurs des constantes de
couplage supposent des interactions axiale-axiale entre H-3'/H-2' ; H-3'/ H-4'. Une autre tache
de corrélation a été également observée dans le spectre COSY, entre le proton H-4' et le proton
H-5' résonant sous forme d'un multiplet a ou 3,45 ppm (¢ 73,5 ppm). L'ensemble de ces

données est en faveur d'une entité osidique de type B-glucopyranoside.
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Spectre 2-5 a : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3, étalement.
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Spectre 2-3 b : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3,
étalement.
Le spectre relatif a I'expérience HMBC (spectre 2-6a) confirme toutes les corrélations %J et °J
(H-C) du glucopyranoside. Par ailleurs, le méme spectre montre une tache de corrélation entre
le proton H-2' et le carbonyle d'un ester a 6c 171,0 ppm, ce dernier également correle avec les
protons du méthyle a éu 2.06 ppm. Toujours sur le spectre HMBC, les protons H>-6' montrent
des taches de corrélation avec le carbonyle d'un ester a dc 171,0 ppm, de son c6té, ce carbonyle
correle avec les protons du méthyle a du 2.10 ppm. Ces observations additionnées aux valeurs
des déplacements chimiques des protons H-2' et H>-6' supposent la présence de deux

groupements acétyles, I'un est localisé en C-2' et 1'autre en C-6'.

A ce stade, I'ensemble de cette analyse mene a la présence dans cette molécule de 1'entité 2',6'-

diacetyl-B-D-glucopyranoside reportée dans la Figure 39-1.

20 T

HOS'O%\

Figure 39-1 : Entité 2',6'-diacetyl-B-D-glucopyranoside présente dans le composé 3.
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Spectre 2-6 a : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3.

La formule brute de ce composé et la présence de 1'entité 2',6'-diacétyl-B-D-glucopyranoside
permettent de déduire que le squelette de la génine de cette molécule renferme 10 atomes de
carbone. Grace aux données des spectres de RMN 'H, HSQC et HMBC, nous pouvons répartir

ces atomes de carbone comme suit :

v" Trois CH3 a 8¢ 18,0 ppm, 20,0 ppm, 20,7ppm.

v Deux CH;a éc 36,6 ppm, 36,8 ppm.

v" Deux CH a 6¢ 119,0 ppm, 41,0 ppm.

v’ Trois carbones quaternaires a 8¢ 143,1ppm, 80,3 ppm et 42,6 ppm.

Sur le spectre HMBC (spectre 2-6b), la corrélation entre le proton anomérique et le carbone
quaternaire situé a o. 80,3 ppm impose la substitution de la génine par l'entité¢ [-
glucopyranoside-2',6'-di-O-acétate en cette position. Dans le cas de I'absence de la jonction
aglycone-sucre, la formule brute de cette aglycone serait : CioHis. Ceci oriente bien vers un

squelette monoterpénique comportant trois insaturations.

Les valeurs des déplacements chimiques des atomes de la génine révelent a priori la présence
d'une double liaison entre le groupement CH (du 5.36 ppm, s/, 6c 119,0 ppm) et carbone
quaternaire oléfinique a dc 143,1 ppm. La présence de cette double liaison suppose que le

nombre d'insaturation restant réduit a 2.
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Par ailleurs, le méme spectre HMBC révele la corrélation entre ce carbone quaternaire
oléfinique et un méthyle résonant sous forme d'un singulet a du 1,71 ppm (8¢ 20,7ppm) (Figure

39-2).

|
' \TH

Figure 39-2 : Entité présente dans le composé 3

Ces données additionnées aux valeurs des déplacements chimiques de tous les carbones
restants, qui sont en états d'hybridation Sp’, indiquant que l'aglycone est un monoterpéne

bicyclique de type A-2-caréne ou A-3-carene.

Toujours sur le spectre relatif a 1'expérience HMBC (spectre 2-6¢), les deux autre méthyles
résonants sous forme de singulets a 6 1,17 ppm et du 0,90 ppm attribuables aux positions H-9
et H-8 dans un A-caréne, montrent des tache de corrélations avec un proton d'un groupement
CH qui apparait sous forme d'un singulet large a du 1,91 ppm (8¢ 41,0 ppm), de son coté, le
proton de ce CH correle sur le spectre COSY, avec un proton d'un groupement CH oléfinique
précédemment évoqué. Ce qui permet de placer le CH sp®, CH oléfinique et le carbone

quaternaire oléfinique aux positions C-1, C-2, C-3 respectivement.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons déduire que le squelette de la génine est de type A-

2-carene.
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Spectre 2-6¢ : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3.

Le spectre HMBC ( spectre 2-6d) montre des corrélations entre les protons H3-8, H3-9, H-1 et
le carbone quaternaire porteur de I'entité sucre susmentionné, que nous pouvons alors attribuer
a la position C-6. Par ailleurs, le méme spectre montre une corrélation entre le carbone C-6 et
deux protons diastéréotopiques d'un groupement CHz (8¢ 36,6 ppm), 1'un apparaissant sous
forme d'un multiplet a du 1,59 ppm et I'autre résonant sous forme d'un doublet de doublets large

adu 2,49 ppm (J= 2,0, 15,5 Hz). Les deux protons sont numérotés H-5, et H-5p.
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Spectre 2-6d : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 4.

Un signal caractéristique de deux protons d'un méthylene, le premier résonant sous forme d'un
doublet de doublets large a du 2,26 ppm (J= 2,8, 15,0 Hz) et le deuxieme résonant sous forme
d'un doublet de doublets de doublets a o6u 2,36 ppm (J= 3,8, 12,2, 15,0 Hz), est attribué a la
position C-4 grace a sa corrélation avec les protons H-5. et H-5p sur le spectre COSY et avec le

C-3 sur le spectre HMBC. (Figure 39-4)
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Spectre 2-5b : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3, étalement.
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Pour positionner le carbone quaternaire C-7, nous avons examiné le spectre HMBC qui montre
des corrélations entre les protons H3-8, H3-9 et H-1 et le carbone quaternaire résonant a oc 42,6

ppm attribuable par conséquent a la position C-7.
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Spectre 2-6¢ : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 3.

Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire a été mesuré a 1’aide d'un polarimetre de type Rudolph Research Analytical
Autopol 1V a la longueur d’onde de la raie D du sodium (A= 589 nm) dans une cuve de 10 cm
a 20°C. Le composé est solubilisé dans le méthanol. Le pouvoir rotatoire spécifique [a]D,

exprimé en degré, est calculé a partir de la formule : [a]D = 100.a /c

a : angle de rotation, en degré, lu sur le polarimetre
1 : longueur de la cuve de mesure.
¢ : concentration de la molécule en solution en g/100 ml.

Le pouvoir rotatoire de composé 4 est [a]D: + 3.2 (c 0.13, MeOH).
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L'ensemble de ces analyses additionnée a la comparaison des donnés RMN proton et carbone
de cette entité monoterpénique reportées dans le Tableau 24 avec celle des monoterpenes
connus dans les littératures [2,3], menent a une génine ayant un squelette monoterpénique
bicyclique de type A-2-carene portant un groupement B-glucopyranoside-2',6'-di-O-acétate. Le
composé 3 est par conséquent le A-2-careéne-6-0l-6-O-(2',6'-diacetyl)-f-D-glucopyranoside.

Cette molécule est nouvelle, elle n'a jamais été reportée dans la littérature.

10

N
Vi
N

HOHO > 20 T 9
o
Figure 39-3 : Structure du composé 3, A-2-carene-6-0l-6-O-(2',6'-diacetyl)-B-D-

glucopyranoside.

Les corrélations les plus significatives relevées du spectre HMBC sont reportées dans la Figure

39-4.

Figure 39-4 : Les corrélations HMBC du composé 3.

Les corrélations les plus significatives relevées du spectre COSY sont reportées dans la Figure

39-5.
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Figure 39-5 : Les corrélations COSY du composé 3.

Tableau 24 : Données relatives aux spectres du composé 4.

La position ou (ppm) J(Hz) oc (ppm)
1 1,91 sl 41,0
2 5,36 sl 119,0
] i i 143,1
4 2,26 ddl (15,0, 2,8) 36,8
2,36 ddd (15,0 ; 12,2 ; 3,8)
5 1,59 m 36,6
2,49 ddl (15,5 ; 2,0)
6 _ : 80,3
7 ] i 42,6
8 0,90 Ky 18,0
9 1,17 Ky 20,0
10 1,71 K} 20,7
1' 4,51 d(8,5) 95,0
2! 4,73 dd (9,5;8)5) 73,4
3 3,52 t (9,5) 74 .5
4' 3,35 t (9,5) 70,0
5' 3,45 m 73,5
6' 4,38 dl(12,0) 63,3
4,20 ddld (12,0 ; 5,0)
COOCH3 2,10 Ky 20,7
COOCH3 - 171,0
COOCH3 2,06 K} 19,1
COOCH3 - 171,0
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I.3. Elucidation structurale du composé 4

Le composé 4 a été obtenu sous forme d’une poudre jaune. L’examen de son spectre de masse
a haute résolution enregistré en mode electrospray négatif (Spectre 3-1) montre un pic quasi
moléculaire a m/z 313,0695 correspondant a [M-H] (calculée pour 313,0695), indiquant une
formule brute C17H140s, soit une molécule de masse 314 Da renfermant 11 insaturations. La
fluorescence noire violette de ce composé sous lumiere de Wood (365 nm) indique un composé
flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR. Ces données orientent vers un flavonoide

comportant deux méthoxyles et deux hydroxyles.

Multiple Mass Analysis: 7 mass({es) processed
Tolerance = 5.0 PPM  DBE: min = -20.0, max = 1000.0
El=ment prediction: Off

Mumber of isctope peaks used for i-FIT =2

Monoisotopic Mass. Even Electron lons
3882 formulale) evaluated with 10 results within limits (up to 50 closest results for each mass)
Elements Used:
C:0-680 H:D-100 MN:0-2 O:0-680 MNa:0-1
H-2502-Inaki (IB-SBWOD38J-1) 54 (2.2353) 1: TOF M3 ES-
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Spectre 3-1. Spectre HR-ESIMS (-) du composé 4.

L'examen du spectre RMN proton (Spectre 3-2) de ce composé montre la présence des signaux
caractéristiques d’un squelette de flavonoide de type flavone ou flavonol comportant deux

méthoxyles, qu’on peut identifier par :

v" Un doublet d'intégration 2H, a 8y 7,78 ppm avec une constante de couplage J = 8,9Hz
attribuable a H-2' et H-6'".

v" Un doublet d'intégration 2H, a 6u 6,74 ppm avec une constante de couplage J = 8,9 Hz
attribuable a H-3" et H-5'.

v" Un singulet d'intégration 1H, a 8y 6,78 ppm attribuable soit 2 H-3, H-8 ou H-6.

<

Un singulet d'intégration 1H, a 6 6,53 ppm, attribuable soit a H-3, H-8 ou H-6.
v" Deux singulets d'intégration 3H chacun a (8u 3,98 ; 3,84 ppm) confirmant la présence

des deux groupements méthoxyles.

87



Partie I Chapitre III : Résultat et discussion

"Now20-2012-ibrouard IE-SEWODISJ-1" 2 1 fopt/topepin  ibrouard
= | | | |
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
O e et e e D e S e e e L e P e
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm oo
G P e P e 0 A0 40 A0 G5 45 60 WS 0 o e o o o o o R 63 65 673 63 63 03 6 ) 6 6 B T T e e e e s e = TP 1=
A
.
' 5
H-3', H- |
', H-6' —
H-2', H-6
i [l J g
- | - | A
- 1 ﬂ J JLJL_A.._.J!.J—__.__.._....._.-,_.AJ
=+ o
ca e (= = | o4 w — =] e
o o= |= s = 2| = w = o i
= Z=| 2 = e = = & o
= sla| [= = == [~ = @ = =
eal s P = A B S N - R
[ (i I 1 [ il I 1

T T
8 & 4 2 [ppm]

Spectre 3-2 : Spectre RMN 'H (CD30D, 400 MHz, 6ppm) du composé 4.

L'examen du spectre relatif a I'expérience COSY (Spectre 3-3) montre des taches de corrélation
entre les protons H-3', H-5'et les protons H-2', H-6' confirmant le couplage ortho et la

substitution para du cycle B.

H-3', H-5—5 | : ]
H-2'. H-6' I i

7 & 5 4 3 2 E2 [ppm]

Spectre 3-3 : Spectre COSY (CD30OD, 400 MHz, 6ppm) du composé 4.
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Le spectre relatif a I'expérience HSQC (Spectre 3-4) permet de localiser le C-2', C-6'a dc 129,64

ppm et les C-3', C-5'a d¢ 120,13 ppm, ainsi que les deux signaux des méthoxyles o 3.98 ppm
et oy 3.84 ppm apparaissent a 6c 56,97 et 61,10 ppm respectivement.

Dans le méme spectre HSQC, le proton résonant a 6u 6,78 ppm correle avec un carbone a dc
92,19 ppm, la valeur de ce dernier est caractéristique du C-8, car ceux de C-3, C-6 seraient plus
élevés. Par ailleurs, le spectre relatif a 1'expérience NOESY (spectre 3-5 a) montre des taches
de corrélation entre les protons résonants a ox 6,78 ppm et ou 6,53 ppm et les protons du cycle
B, ce qui permet d'attribuer ces deux protons a H-8 et H-3 et éliminer la probabilité d'existence
de H-6. Cette information est appuyée par l'absence d'interactions dans le spectre HMBC entre

ces deux protons et le carbone résonant a 6c 154,06 ppm attribuable a C-5.
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Spectre 3-4 : Spectre HSQC (CD30D, 400 MHz, 6ppm) du composé 4.
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Spectre 3-5 a : Spectre NOESY (CD30D, 400 MHz, 6ppm) du composé 4.

Le spectre relatif a 1'expérience HMBC (Spectre 3-6 a) confirme bien l'attribution de H-8 par
I'observation d'une tache de corrélation entre ce proton et le carbone quaternaire a dc 160,58
ppm attribuable & C-7 vu la valeur de son déplacement chimique. Cette attribution permet la
localisation de C-3 a 8¢ 101.71 ppm, C-9 a 6c 155,15ppm, le C-6 a d¢ 130,03 ppm et celle de
C-10 a 6c 106,86 ppm.

Par ailleurs, le spectre HMBC permet également de tirer les indications suivantes :
e les corrélations des protons H-2', H-6' et H-3 avec le carbone quaternaire a 6c 168,50
ppm, indiquent que ce carbone est attribuable a C-2.
e les corrélations entre les protons H-2', H-3', H-5'et H-6' et le carbone oxygéné résonant
a oc 174,1 ppm, permettent son attribution a C-4'.
e Les protons H-3', H-5' et H-3 correlent avec le carbone quaternaire a 6c 118,00 ppm
attribuable a C-1'.

e Le carbone C-4 est localisé a 6c 184,30 ppm grace a sa corrélation avec H-3.
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Spectre 3-6a : Spectre HMBC (CD30D, 400 MHz, dppm) du composé 4, étalement.

L'examen similitude des spectres HMBC (spectre 3-6b) et NOESY (spectre 3-5b) permet la

localisation les deux groupements méthoxyle comme suit :

v" La corrélation entre le groupement méthoxyle a 6y 3,84 ppm (8¢ 61,10) et le carbone C-
7 sur HMBC et l'interaction NOESY avec le H-8, menent a localiser ce groupement
méthoxyle sur le carbone C-7.

v’ La corrélation entre le groupement méthoxyle a 6y 3,98 ppm (8¢ 56,76) et le carbone C-
6 sur HMBC et l'absence de l'interaction NOESY avec tous les protons de noyau du

cycle B permettent de placer ce méthoxyle sur le carbone C-6.
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Spectre 3-5b : Spectre NOESY (CD30D, 400 MHz, 6ppm) du composé 4, étalement.
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Spectre 3-6b : Spectre HMBC (CD30D, 400 MHz, 6ppm) du composé 4, étalement.
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L'ensemble de ces données est reportée sur le spectre RMN !°C, la séquence DEPT 135° et

DEPT 90° et dans le Tableau 25.

vaa ranr s
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Spectre 3-7 : Spectre RMN 3C, DEPT 135° et DEPT 90° (CD30D, 100 MHz, 5ppm) du
composé 4.
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Tableau 25 : Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 4.

La position du (ppm) J(Hz) dc (ppm)
> - ) 168,50
3 6,53 s 101,71
1 i i 184,30
5 ] i 154,06
p ] i 130,03
7 i i 160,58
8 6,78 K 92,19
9 i i 155,15
10 ] i 106,86
6-OMe 3,84 s 61,10
7-OMe 3,98 s 56,97
1 ] i 118,00
2 7,78 d(8,9) 129,64
'3 6,74 d(8,9) 120,13
'4 - - 174,10
'S 6,74 d(8,9) 120,13
'6 7,78 d(8,9) 129,64

L’ensemble de ces données spectroscopique de la RMN et la masse, mene a la structure reportée
dans la Figure 40, il s'agit de la 4°,5-dihydroxy-6,7-dimethoxyflavone. Ce composé connu sous
le nom cirsimaritine, posseéde un effet antidépresseur, anxiolytique, antinociceptif [4] et anti-
inflammatoire [S5]. II a été isolé auparavant de Centaurea maroccana (Compositae) [6] et de

plusieurs d'autres especes végétales.

OH

MeO (0]

MeO

OH 0]

Figure 40 : Structure du composé 4, cirsimaritine
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I.4. Elucidation structurale du composé 5

Le composé 5 a été obtenu sous forme de gomme incolore. L'analyse simultanée des spectres
RMN 'H (Spectre 4-1a), RMN !3C (Spectre 4-2a), et HSQC (Spectre 4-3) révele la présence de
16 atomes de carbone, parmi lesquels on distingue aisément ceux d'un hexose notamment : un
CH a 6c 99,58 ppm (6u 4,27 ppm, d, J =7,8Hz) que I'on peut attribuer a la position anomérique
C-1". Les valeurs des déplacements chimiques de ce carbone et de son proton ainsi que la valeur
de la constante de couplage résultant de l'interaction vicinale H-1'/H-2" axiale/axiale orientent
bien vers une jonction O-f-glycosidique. Cette jonction est appuyée par la combinaison des
résultats des analyses des spectres HSQC, COSY et HMBC qui permet d'attribuer les carbones
et ses protons du glucopyranosyle C-2' (H-2"), C-3'(H-3"), C-4'(H-4"), C-5' (H-5"), C-6' (H2-6")
aux signaux oc 75,22 (du 3,06), 78,24 (0u 3,23), 71,79 (6u 3,17), 77,64 (du 3,08) et 62,83ppm
(0u 3,55 ppm, dd, J=11,9 ;5.7 Hz ; du 3,71ppm, dd, J= 11,9, 2,3 Hz) respectivement.

Qpcladclé-!LS 1b;)o‘uz:lgd .
b Z
G PROTON_NP 110D {E:\data\jfleon) mis 24

| H glucosidique

A 1 L '
—llL___AL_._j\__,_J L __ E L A S
z == Tz =3 E £z = i
6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 PPpm

Spectre 4-1a : Spectre RMN 'H (CD30D, 500 MHz, 6ppm) du composé 5
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Spectre 4-2a : Spectre RMN 1°C, DEPT 135, DEPET 90 (CD30D, 125 MHz, 6ppm) du
composé 5

OperadorMLS ibrouard IB
Sb WO D42.b 24
HSQcC teo_hsgc OD (E:\data\jfleon} mis

4
H-1'
H-2 || H'lal H-te H-6.' Ho6y' 1 '

ppm

c-2¥

ppm

Spectre 4-3 : Spectre HSQC (CD30D, 500 MHz, 6ppm) du composé 5
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En faisant abstraction de I'ensemble des signaux de la partie glucosidique, L’examen simultanée

des spectres RMN 'H et RMN '3C (Spectre 4-2b), montre la présence des signaux
caractéristiques d’un squelette de type monoterpenique que I’on peut identifier par la

comparaison avec la littérature [7], comme suit :

Deux doublet d’intégration 1H chacun a 5,10 et 5,12 ppm correspondant aux deux protons d'un
CH; oléfinique (6c 116,01 ppm), Nous numéroterons cette position C-1. Sur le spectre COSY
(spectre 4-4) les protons H-1, et H-1, montrent des taches de corrélation avec un proton d'un
CH éthylénique résonant sous forme d'un doublet de doublets a on 5,83 ppm (J=10,9; 17,7 Hz,
dc 144,15 ppm), cette corrélation permet de placer ce carbone en position 2 par rapport au C-1.
Alors que la position 3 étant occupée par un carbone quaternaire oxygéné (¢ 81,30 ppm), grace
d'une part a sa corrélation avec les protons H-2, H-1, et H-1y sur le spectre HMBC (spectre 4-

5) et d'autre part, a la multiplicité du signal de H-2.

Encore sur le spectre relatif a 'expérience HMBC (spectre 4-5), C-3 montre une corrélation
avec le proton anomérique, indiquant ainsi la substitution du squelette monoterpenique par

l'entité glucopyranosyle en cette position.

Par ailleurs et toujours sur le spectre HMBC (spectre 4-5), ce carbone quaternaire (C-3) montre
également d'autres taches de corrélation, l'une avec les protons d'un groupement méthyle
résonant sous forme d'un singulet a 6u 1,24 ppm (6c 23,34 ppm) que nous pouvons numéroter
C-10, et l'autre avec les protons d'un groupement CH, hybridé sp® résonant sous forme d'un

doublet a 81 2,23 ppm (J = 6,6 Hz, 6c 45,40 ppm) que nous pouvons numéroter C-4.

Sur le spectre relatif a I'expérience COSY (spectre 4-4), H>-4 montrent une tache de corrélation
avec un proton éthylénique résonant sous forme un doublet de triplet a du 5,54 ppm (J=13,3 ;
6,5 Hz, dc 123,23 ppm). Ce proton est attribué au carbone de la position C-5. Toujours sur le
spectre COSY, le proton H-5 correle avec un autre proton oléfinique résonant sous forme d'un
doublet a 5,50 ppm (J= 15.7Hz, 6c 142,40 ppm) que nous pouvons numéroter H-6. La
multiplicité de ce dernier permet de déduire que la position C-7 est occupée par un carbone
quaternaire qui apparait a dc 71,26 ppm grace a sa corrélation avec le proton H-6 dans le spectre
HMBC. La valeur du déplacement chimique de ce carbone quaternaire indique qu'il est

hydroxylé.

Le spectre relatif a 'expérience HMBC (spectre 4-5) montre une tache de corrélation entre le

carbone C-7 et les protons de deux groupements méthyles résonants sous forme d'un singulet a
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ou 1,15 ppm (8¢ 29,97ppm), ces deux méthyles sont attribués aux C-8 et C-9. Ce qui permet de

placer ces deux méthyles sur le carbone quaternaire C-7.

En revanche, la géométrie de la double liaison entre C-5—C6 a été assigné comme E, vu les

valeurs des constantes de couplage vicinal (J=13,3 ; 15,7) entre les deux protons oléfiniques
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Spectre 4-2b : Spectre RMN 3C, DEPT 135, DEPET 90 (CD30D, 125 MHz, 3ppm) du
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Spectre 4-5 : Spectre HMBC (CD30OD, 500 MHz, 5ppm) du composé 5
La totalit¢ des données spectroscopiques confortées par la comparaison avec celles de la
littérature [7] et rassemblées dans le Tableau 26, menent a la structure d'un monoterpene
acyclique de type linalol reportée dans la Figure 41, soit le (3S)-3-O-(B-D-glucopyranosyl)-3,7-

dimethylocta-1,5-dien-3,7-diol. Cette molécule est décrite pour la premiere fois dans la famille
des Zygophyllaceae.

—_
R =

Figure 41 : structure du composé 5, (35)-3-O-(B-D-glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-
dien-3,7-diol
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Spectre 4-1 b : Spectre RMN H (CD30D, 500 MHz, 6ppm) du composé 5.

Tableau 26 : Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 5.

La position on (ppm) J(Hz) oc (ppm)
1 5,10 4(9,9) 116,01
5,12 d(18,9)
2 5,83 dd (10,9 ; 17,7) 144,15
3 - - 81,30
4 2,23 d(6,6) 45,40
5 5,54 dt(13,3;6,5) 123,23
6 5,50 d(15,7) 142,40
7 - - 71,26
8 1,15 Ky 29,97
9 1,15 S 29,97
10 1,24 Ky 23,34
1 4,277 d(7,8) 99,58
2' 3,06 - 75,22
3 3,23 - 78,24
4 3,17 - 71,79
5' 3,08 - 77,64
6' 3,55 dd (11,9 ; 5,7) 62,83
3,71 dd (11,9, 2,3)
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1.5.Elucidation structurale du composé 6

HO

HO
HO

Le composé 6 a été obtenu sous forme d’une huile. L’examen de ses spectres RMN 'H (spectre
5-1a), RMN 3C (spectre 5-2a), HSQC (spectre 5-3a), COSY (spectre 5-4a) révéle la présence

des signaux caractéristique d'un groupement hexose, qui peuvent étre répartis comme suit :

- Un CH a 6c 99,23 ppm résonant sous forme d'un doublet a du 4,57 ppm (J = 7,6 Hz)
attribuable a la position C-1' de cet hexose. Les valeurs des déplacements chimiques de
ce carbone et son proton additionnées a la valeur 7,6 Hz de constante de couplage, sont
en faveur de la présence d'une jonction O-hexose avec une configuration 3 du carbone
anomérique et ayant le proton H-2' avec une orientation axiale.

- Un CH a 6c 75,39 ppm (0 3.26 ppm, m) attribuable a la position C-2' grace a la
corrélation entre le proton de ce méthyne et le proton H-1'" sur le spectre COSY (spectre
5-4a).

- Un CH a o6c 78,22 résonant sous forme d'un triplet a ou 3.39 ppm (J = 89 Hz),
attribuable a la position C-3' grice a la corrélation entre le proton de ce méthyne et le
proton H-2' sur le spectre COSY.

- UnCHadc 71,76 (0u 3.34 ppm, recouvert par le signal du MeOH-d4 sur le spectre RMN
'H), qui est attribué a la position C-4' grace a sa corrélation avec le proton H-3'sur le
spectre COSY.

- UnCHaoc 78,10 (du 3.26 ppm, m) qui donne un signal superposé a celui de la position
C-2' sur le spectre RMN 'H, attribuable 2 la position C-5' grice a ses corrélations sur le
spectre COSY, l'un avec le proton H-4' et les autres avec les deux protons d'un
méthyleéne attribuable a la position C-6'. Ces deux protons H»z-6 résonants sous forme
d'un doublet de doublets, 1'un a on 3.85 ppm (J = 11,7 ; 2,2 Hz) et I'autre a du 3.68 ppm
(J=11,7; 5,6 Hz). Le carbone de ce méthylene résonant a 6c 62,88 ppm.

L'ensemble de ces données oriente bien vers un substituant de type B-glucopyranoside de cette

molécule.
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Spectre 5-1a : Spectre RMN 13C (CD30D, 150 MHz, 6ppm) du composé 6, étalement
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Spectre 5-2a : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 6, étalement
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En faisant abstraction des signaux de la partie osidique, I'examen simultané des spectres

RMN'H, RMN!C (spectre 5-1b), HSQC révele la présence de 10 atomes de carbone soit un

squelette monoterpénique, que nous pouvons répartir comme suit :

v" Deux CH, l'un a 8u 77,68 ppm et l'autre a 47,42 ppm (recouvert par le signal du MeOH-
ds).

v" Trois CH> a 8u 22,98 ppm, du 32,44 ppm et 6u 37,84ppm.

Trois CH3 a 6u 22,63 ppm, on 26,96 ppm et dx 27,24 ppm.

\

v Deux carbones quaternaires a du 78,83ppm et du 73,05ppm.
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Spectre 5-1b : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, dppm) du composé 6

Le spectre relatif a 'expérience HMBC (spectre 5-5) montre une tache de corrélation entre le
proton anomérique H-1' et un méthyne résonant a ou 77,68 ppm (6u 3,31 ppm, partiellement
recouvert par le signal du MeOH-d4), ce qui impose la substitution de la génine par le

groupement glucosyle en cette position.

Ce méthyne montre également deux taches de corrélation avec deux protons d'un méthylene a
ou 1,76 ppm (dl, J= 11,4 Hz) et ou 1,65ppm (m) sur le spectre COSY, et une tache de corrélation
sur le spectre HMBC avec un carbone quaternaire a dc 78,83 ppm que 1'on peut attribuer a la
position C-1. Ces connectivités permettent de placer le méthyne et le méthyleéne précédemment
évoqués aux positions C-2 et C-3 respectivement, par rapport au C-1. La valeur du déplacement
chimique de C-1 indique qu'il est hydroxylé. Encore une fois sur le spectre HMBC, le C-1

montre d'autres taches de corrélation, I'un avec les protons d'un groupement CH3 résonant sous
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forme un singulet a 1,36 ppm que l'on peut attribuer a la position H-7, et l'autre avec deux
proton d'un syst¢éme AB d'un groupement CH, hybridé sp® résonant & 8y 1,28 ppm (1d, =42 ;
11,4 Hz) et 6u 2,14ppm (dt, J=3,0 ; 14,2Hz) que 1'on peut attribuer a la position H-6.( Figure

42-1)

Figure 42-1 : Structure partielle 1 du composé 6.

Le spectre relatif a 1'expérience COSY permet de tirer les indications suivantes :

e les H,-3 correlent avec un proton d'un groupement CH hybridé sp® résonant sous forme
d'un doublet de triplets a du 1,41 ppm (J= 2,8 ; 12,4 Hz) que 1'on peut attribuer a la
position H-4.

e le H-4 montre des taches de corrélation avec deux protons d'un groupement CH> hybridé
sp3 résonant, 1'un sous forme d'un doublet large a du 1,47 (J= 12,6 Hz), et l'autre sous
forme d'un multiplet a 6u 1,70 ppm, ces corrélations permettent de placer ce groupement
CH: a la position C-5.

e Une corrélation entre les protons Hz-5 et deux proton d'un systeme AB d'un groupement

CH2> de la position C-6 précédemment signalée.

Ces connectivités permettent a ce stade de déduire que le squelette de la génine de cette

molécule est de type monoterpene cyclique (Figure 42-1).

7
OH HO—2' ~ ©OH
O\MOH
6 2 I 5' 6"0oH
5 3
4
(VaVaVaVal

Figure 42-2 : Structure partielle 2 du composé 6.

105



Partie I Chapitre III : Résultat et discussion

Sur le spectre HMBC, le proton H-4 montre une tache de corrélation avec un carbone
quaternaire hydroxylé a 73,05 ppm. Ce carbone est attribué a la position C-8. Toujours sur le
méme spectre, une tache de corrélation observée entre le C-8 et deux groupements méthyles
résonants sous forme d'un singulet a ox 1,31 ppm, que nous pouvons attribuer aux positions C-

9 et C-10. Cette observation permet de localiser ces deux méthyles sur le carbone C-8.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons suggérer que la structure plane du l'aglycone est celle

du p-menthane-1,2,8-triol.

' OH

0_3' 4' OH

5' 6'oH

Figure 42-3 : Structure plane du composé 6, p-menthane-1,2,8-triol 2-O-B-D-glucopyranoside
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Spectre 5-4b : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, dppm) du composé 6.
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Spectre 5-4¢ : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 6, étalement
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Spectre 5-3b : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 6, étalement
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Spectre 5-5 : Spectre HMBC (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 6, étalement

La stéréochimie de ce composé est déduite de la comparaison avec les données de la littérature
[8]. La conformation du cyclohexane devrait étre une forme de chaise et les orientations des
groupements C-7 et C-8 en [ et a respectivement. La position a-équatoriale de H-2 a été
déduite de la valeur de la constante de couplage observée pour ce proton (d/, J= 3,0 Hz) qui
signifie des interactions équatoriale/équatoriale et équatoriale/axiale entre H-2 et H»-3 ; celle
de la position H-4 est B-axiale grace aux valeurs des constantes de couplage qui indiquent des

interactions axiale/ axiale et axiale/équatoriale entre H-4/ H>-3 et H-4/H»-5.

L'ensemble de ces données est en parfait accord avec la structure reportée dans la Figure 42-4
soit (1S,2S,4R)-p-menthane-1,2,8-triol 2-O-B-D-glucopyranoside [8]. Cette molécule est isolée

pour la premiere fois chez les Zygophyllaceae.

HO

HO
HO

Figure 42-4 : Structure du composé 6, (15,2S,4R)-p-menthane-1,2,8-triol 2-O-B-D-

glucopyranoside.
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L’ensemble des données des résultats de spectroscopie de résonance magnétique nucléaire est

reportée dans le Tableau 27 et les spectres (5-2b) et (5-1c¢).
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Spectre 5-2b : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 3ppm) du composé 6
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Spectre 5-1c : Spectre RMN 13C (CD30D, 150 MHz, ppm) du composé 6
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Tableau 27 : Les données des résultats de spectroscopie résonance magnétique nucléaire du

composé 6
La position du (ppm) J(Hz) dc (ppm)
1 _ - 78,83
2eq 3,30 dl (3,0) 77,86
3ax 1,78 dl(11,4) 32,44
3eq 1,65 m
4ax 1,41 drt(2,8;12,4) 47.42*
Sax 1,68 m 22,98
Seq 1,47 dl (12,6)
6ax 2,14 dt (3,0; 14,2) 37,84
6cq 1,28 td(4,2;11,4)
7 1,36 S 22,63
8 - - 73,05
9 1,17 S 27,24
10 1,17 Ry 26,96
1' 4,47 d(7,6) 99,23
2' 3,26 m 75,93
3 3,39 1(8,9) 78,22
4' 3,34" - 71,76
5' 3,36 m 78,10
6' 3,85 dd (11,7 ; 2,2) 62,88
3,68 dd (11,7 ; 9,0)

* : Recouvert par le signal du MeOH-d4

I.6.Elucidation structurale du composé 7

OH

HO o

MeO

OH 0]

La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumiere de Wood ainsi que la valeur de la
longueur d’onde d’absorption maximale de la bande I dans son spectre d’absorption
ultraviolette enregistré dans le méthanol, apparait a 334 nm, orientant bien vers la structure d'un

flavonoide de type flavone.
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L'examen simultané de spectre RMN proton et la série spectral UV montre :

v Une bi-substitution du noyau B déduite de la présence de deux doublets d'intégration
2H chacun a on 7,91 ppm (J= 8,4 Hz) et du 6,92 ppm (J= 8,2 Hz) attribuables aux
protons H-2', H-6' pour le premier doublet et H-3', H-5' pour le deuxieme doublet. Par
ailleurs, un effet bathochrome de la bande I dans le spectre d’absorption ultraviolette
enregistré en présence de NaOH (Spectre 6-1a) comparativement a celui enregistré dans
le MeOH (AA= +60 nm) avec augmentation de l'intensité, révele la présence d'un OH
libre en position 4.

v" Une tri-substitution de noyau A aux positions C-5, C-6 et C-7 grice a :

e L'apparition d'une nouvelle bande a 325 nm dans le spectre d’absorption
ultraviolette enregistré en présence de NaOH (Spectre 6-1a) comparativement a
celui enregistré dans le MeOH, indique la présence d'un OH libre en position 7.

e Le spectre d’absorption ultraviolette enregistré en présence de AICI3 (Spectre
6-1b) comparativement a celui enregistré dans le MeOH, montre un déplacement
bathochrome de la bande I (AA=+23 nm), ainsi que 1’addition du HCI sur AICI3,
provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA =+18 nm) par rapport
au spectre enregistré dans le MeOH. Ces données orientent bien ver la présence
dun OH libre en position 5 avec une oxygénation en position 6.
Ceci est appuyé par le fait que 1'on observe sur le spectre proton qui montre, un
signal sous forme d'un singulet d’intégration 1H a du 13,3 ppm que 1’on ne peut
attribuer qu’au proton d’un OH en position 5 (OH-5) ; deux singulets a ou= 6,76
ppm et 6,59 ppm attribuable a H-3 et H-8 respectivement.

v' La présence d'un singulet d’intégration 3H a 8u 3,75 ppm, attribuable aux protons d’un
groupement méthoxyle additionnée aux données précédentes, indiquent que ce

groupement méthoxyle est porté par le carbone C-6.
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Spectre 6-1c : Spectre d’absorption UV-Visible MeOH (+NaOAc et NaOAc
+H3BO3) du composé 7.
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Spectre 6-2 : Spectre 'H (DMSO-ds, 500 MHz, 3ppm) du composé 7.

L'ensemble des donnés de la RMN 'H et ceux de 1’absorption ultraviolette rapportées dans le
Tableau 28-1 et Tableau 28-2, mene a la structure de 4',5,7'-trihydroxy-6-methoxyflavone,
connu sous le nom hispiduline (Figure 43). Ce composé est un flavone naturel, antérieurement
1solé de plusieurs plantes telles que les especes Grindelia argentine, Arrabidaea chica,
Saussurea involucre, Crossostephium chinense, Artemisia et Salvia, il est connu pour ses
activités  antioxydantes,  antifongiques,  anti-inflammatoires, = antimutagenes et

antinéoplasiques[9,10], antiasthmatique, antimicrobienne, antiproliférative [11].

OH

HO o

MeO

OH o

Figure 43 : la structure du composé 7, Hispiduline.
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Tableau 28-1 : Les données RMN 'H du composé 7

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimiques (ppm) (J Hz)

13,3 1H S OH-5
7,91 2H d(8,4) H-2', H-6'
6,92 2H d (8,2) H-3', H-5'
6,76 IH S H-3
6,59 1H S H-8
3,74 3H S 0O-CH3-C-6

Tableau 28-2 : Les données de la série spectrale UV-Visible du composé 7

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Nouvelle bande Commentaire
MeOH 334 273 Flavone
NaOH 394 273 325 OH libre en 4'

OH libre en 7
NaOH+5min
AlCl; 357 301 OH libre en 5
AICI3+HC1 352 301 OH libre en 5
ORen 6
NaOAc 384 273
NaOAc+H3BOs; 346 273

1.7 Elucidation structurale du composé 8

La similitude des données spectroscopique de résonance magnétique nucléaire du composé 8
avec celles des composés S et 6), indique que ce composé a un squelette de type

monoterpenique. On observe en effet :

v" Un signal sous forme de deux doublets, résonant a 8y 5,23 ppm (J= 17,4 Hz) et du 5,04
ppm (J= 10,8 Hz) que l'on peut attribuer a la position H-1 (6c 112,23 ppm). Ces
déplacements chimiques élevés permettent de déduire que cette position (C-1) est

occupée par un CH, hybridé Sp?, donc révélant a priori la présence d'une double liaison
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entre les carbones C-1 et C-2. Par ailleurs, les corrélations sur le spectre COSY entre

les protons H-1, et H-1p et un proton oléfinique d'un groupement CH résonant sous
forme d'un doublet de doublets a 6u 5,94 ppm (J= 10,8 ; 17,4 Hz ; 6c 146,86 ppm),
indiquent que la position 2 est occupée par ce groupement CH. La multiplicité de ce
dernier révélant que la position 3 étant occupée par un carbone quaternaire. Ce carbone
apparait a 6c 74,14 ppm grace a sa corrélation avec H-2, H-1, et H-1y, sur le spectre
relatif a I'expérience HMBC, ainsi que la valeur de son déplacement chimique indique
qu'il est hydroxylé. Sur le méme spectre HMBC le C-3 montre une tache de corrélation
avec un méthyle résonant sous forme d'un singulet a du 1,27 ppm (3¢ 27,73 ppm) que
nous pouvons numéroter C-10.

v" Un signal sous forme de deux triplets de doublets attribuable aux protons d'un
groupement CH» hybridé Sp?, résonant 'un a 1, 89 ppm (J = 4.8, 13.2 Hz) et l'autre 2
1,54 ppm (J = 4.2, 13.2 Hz), montre une corrélation sur le spectre HMBC avec le
carbone C-3, ceci permet de placer ce groupement CH; a la position C-4.

v Un signal caractéristique de deux protons d'un méthyléne apparaissant a 6u 1,37 ppm
(m) et du 1,71ppm (ddd, J=3,0 ; 4,2 ; 12,0 Hz), sont attribués a H-5, et H-5y, grace a ses
corrélations sur le spectre COSY avec les protons H-4, et H-4y.

v Un signal d'intégration 1H sous forme d'un doublet large a 6u 3,23 ppm (J=10,8 Hz),
correspondant a un proton d'un groupement CH hybridé sp?, corrélant sur le spectre
COSY avec H»-5. Ce proton est attribué au carbone de la position C-6. Les déplacements
chimiques de ce groupement CH indique qu'il est hydroxylé. Sa multiplicité permet de
déduire que la position 7 est occupée par un carbone quaternaire. Ce raisonnement est
appuyé par la corrélation de H-6 avec un carbone quaternaire a dc 74,14ppm sur le
spectre HMBC. Ce carbone C-7 est hydroxylé selon la valeur de son déplacement
chimique.

v Deux signaux d'intégration 3H chacun sous forme de deux singulets I'un a 61 1,18 ppm
et l'autre a ou 1,14 ppm, montrent la présence de deux groupements CHs, que nous
pouvons attribuer aux positions C-8 et C-9 respectivement en raison des corrélations

HMBC entre les protons H3-8, H3-9 avec le carbone C-7.
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Spectre 7-2 : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 8.
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Spectre 7-3 : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 8.
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Spectre 7-4 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 8.
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La comparaison des données relatives des spectres de RMN (Tableau 29, spectre 7-1b et 7-5)
de ce composé a celles reportées dans la littérature pour 3,7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol

(Figure 44), montre une parfaite similarité [12]. Ce monoterpene de type linalool a été rapporté

pour la premiere fois chez les Zygophyllaceae.

OH

HO

OH

Figure 44 : structure du composé 8 ; 3,7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol.
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Spectre 7-1b : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 8
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Spectre 7-5 : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 8.

Tableau 29 : Les données relatives aux spectres de RMN 'H et '*C du composé 8

La position on (ppm) J(Hz) oc (ppm)
1 5,04 d(17,4) 112,23
5,23 d(10,8)
2 5,94 dd (10,8 ; 17,4) 146,86
3 - - 74,14
4 1,89 td (4,8, 13,2) 41,04
1,54 td (4,2, 13,2)
5 1,71 ddd ( 3; 4,2 ; 12,0) 26,89
1,37 m
6 3,23 dl(10,8) 80,46
7 - - 74,14
8 1,18 K} 25,12
9 1,14 s 25,97
10 1,27 K} 27,73
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1.8.Elucidation structurale du composé 9

Les données résultant de 1'analyse des spectres de RMN'H (spectre 8-1), RMN !3C (spectre 8-
2), (Tableau 30) de ce composé, sont en parfait accord avec celles reportées dans la littérature

pour l'acide p-coumarique [13].

Le spectre RMN du proton fait apparaitre deux signaux aromatiques sous forme d'un doublet
d'intégration 2H chacun a on 6,81ppm (J= 8,7 Hz) et 7,43 ppm (J= 8,7Hz), suggérant la
présence d'un cycle benzénique para-substitué. De plus, on peut aussi noter la présence de deux
doublets d'intégration 1H chacun a du 6,45 ppm (J= 15,9 Hz) et 7,61 ppm (J= 15,9 Hz)

caractéristique deux protons éthyléniques.

Dans le spectre RMN '3C, on distingue aisément les signaux relatifs au cycle benzénique,

notamment :

* Deux signaux correspondants aux quatre méthynes, 'un résonant a 6c 131,0 attribuable
aux positions C-2, C-6, et 'autre a 117,2 ppm attribuable aux positions C-3, C-5.
» Deux signaux relatifs aux deux carbones quaternaires, 1'un situant a 125,91 ppm, et

l'autre est hydroxylé a 159,95 ppm.

Les carbones oléfiniques sont localisés a 114,5 ppm et 146,1 ppm. On peut aussi noter la

présence d'un groupement COOH qui apparait a 169,1ppm.
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Spectre 8-1 : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 9
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Spectre 8-1 : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 9

121



Partie I Chapitre III : Résultat et discussion

Tableau 30 : Les données relatives aux spectres de RMN 'H et 1*C du composé 9

La position o (ppm) J(Hz) dc (ppm)
T - - 125,91
2.6 7,43 d(8,7) 131,0
3.5 6,81 d(8,7) 117,20
A ) ] 159,95
7 7,61 d(15,9) 146,10
8 6,45 d(15,9) 114,50
5 ] ) 169,10

Ce composé est donc l'acide p-coumarique (Figure 45), également connu sous le nom acide
parahydroxycinnamique. Il est décrit pour la premiere fois dans le genre Fagonia. Par ailleurs
l'acide p-coumarique est douée d'activités antioxydante [14], antidiabétique et

antihyperlipidemique [15].

OH

HO

Figure 45 : la structure du composé 9, acide p-coumarique

1.9.Elucidation structurale du composé 10

L’examen du spectre RMN 'H (spectre 9-1), montre qu’il s’agit d’un composé aromatique dont

le cycle benzénique para substitué est caractérisé par:

* Un doublet d’intégration 2H a ou 7,91 ppm (J=8,7Hz), attribuable aux positions
H-2, H-6.

* Un doublet d’intégration 2H a du 6,80 ppm (J=8,7Hz), attribuable aux positions
H-3, H-5.

122



{rell

5

1 H-3, H-5 ‘

: . e IS : : : : r : . ' —
a 6 a 2 [ppml

Spectre 9-1 : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 10.

La présence de cycle benzénique para substitué est confirmée par l'analyse du spectre RMN

3¢, qui montre en effet :

» Quatre carbones CH Sp? caractéristiques d'un noyau aromatique para substitué, a 8c
117,0 et 132,8ppm attribuables aux C-3, C-5 et C-2, C-6 respectivement.

= Un carbone quaternaire sp® oxygéné a 8¢ 160,9ppm attribuable 2 C-4.

» Un carbone quaternaire sp” a 8¢ 125,9ppm attribuable a C-1

= Un carbone quaternaire a 6c 170,5ppm attribuable a un groupement COOH.

Ces observations sont en faveur d’un para substitution du noyau aromatique par un groupement

COOH d'une part et un groupement OH d'autre part.

f1E 0T

' C-2,C6 ’ C-3,C-5

L

’ c-7 ",C"‘_ ' ' c1 |

Spectre 9-2 : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 10.
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La comparaison de nos données spectroscopiques avec celles de la littérature [16], indiquent
que celles-ci sont en parfait accord avec celles de ’acide para-hydroxy benzoique comme
reporté dans la Figure 46. Ce composé est un agent antimicrobien [17], antioxydant [18]. 1l est

décrit pour la premiere fois chez les Zygophyllaceae.

OH

HO

Figure 46 : la structure du composé 10, acide para-hydroxy benzoique.

Tableau 31 : Données de la spectroscopie de RMN 'H et RMN 3C du composé 10

La position ou (ppm) J(Hz) dc (ppm)
1 i - 125,9
2,6 791 d(8,7) 132,8
3,5 6,80 d(87) 117,0
A ) i 160,9
7 - - 170,5

I1.10.Elucidation structurale du composé 11

L'analyse du spectre RMN proton (spectre-10-1a) de ce composé révele la présence de deux
noyaux aromatiques para substitués en positions 1,4, grace a la présence de deux séries de 4
protons aromatiques résonant sous forme de deux doublets d'intégration 4H chacun a on 7,02
ppm (J= 84Hz) et ou 6,69 ppm (J= 84Hz), ainsi que le couplage ortho confirmant la
substitution para de chaque noyau. De plus, on peut aussi noter la présence des protons
aliphatiques blindés se situant entre a ou 1,54 et 2,70 ppm et un proton d'un groupement

hydroxyméthine déblindé résonant a du 3,83 ppm.
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Spectre 10-1a : Spectre RMN 'H (CD30OD, 600 MHz, 5ppm) du composé 11.

Par ailleurs les spectres RMN !3C (spectre 10-2) et HSQC (spectre 10-3) montre la présence de
- 12 carbones aromatiques, dont 8 CH éthyléniques, 2 carbones quaternaires et 2 carbones
quaternaires hydroxylés grace a les valeurs de ses déplacements chimiques.

- 7 carbones d’hybridation sp® de la partie aliphatique, dont 6 méthylénes et un

hydroxyméthine.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons proposer pour ce composé 11 un squelette de type

diarylheptanoide.

12C aromatigues :-* o8
Lesio

=4 -

Spectre 10-2b : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 11.
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Spectre 10-3 : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 11.

L'examen simultané des spectres 1D-TOCSY (spectre 10-4) et HMBC (spectre 10-5) permet
d'attribuer les carbones a leurs protons dans la chaine aliphatique C-1(H»-1), C-2(H2-2), C-
3(H-3), C-4(H>-4), C-5(H»-5), C-6(H2-6) C-7(H»-7) aux signaux oc 32,42 ppm (0u 2,67 ppm),
41,78 (ou 1,68 ppm), 68,82 (ou 3,83 ppm), 41,78 (ou 1,68 ppm), 46,11 (ou 1,54 ppm), 41,78
(6u 1,68 ppm), et 32,42 (6u 2,56 ppm), respectivement (Figure 47-1).

1 3 5 7
ii 2 4 6 37
Figure 47-1 : la chaine aliphatique présente dans le composé10.

Le spectre HMBC montre des corrélations hétéronucléaires entre le carbones C-7, C-1 et les
protons aromatiques a ou 7,02 ppm permettant de placer les 2 cycles aromatiques en bout de
chaine. Ces protons aromatiques seront numérotés 2' et 6' pour le premier noyau aromatique et
2" et 6" pour le deuxieme noyau aromatique. En effet, H-3', H-5', H-3", H-5" correspondent aux
signaux indiqués plus haut. Les positions 4', 4" sont occupées par les carbones quaternaires

hydroxylés précédemment évoqués.
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Spectre 10-4 : Spectre TOCSY (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 11.
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Spectre 10-5 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 11.

Toutes ces données sont similaires a celles décrites par Elita Smite sur la série d'arylbutanoides
et diarylheptanoides glycosides qu'elle a isolé a partir de Betula pendula [19]. Cette molécule
qui est donc le centrolobol (Figure 47-2) est nouvelle pour les Zygophyllaceae. Elle est un

agent anticancéreux [20] et oestrogéne [21].
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Figure 47-2 : Structure finale du composé10, centrolobol.

Les corrélations hétéronucléaires 'J proton-carbone (HSQC) et 2J-*J proton-carbone (HMBC)
ont permis d’attribuer les protons reliés a chaque carbone, comme indiqué dans les spectres (10-

1b et 10-2b et le tableau 32.

¢-2',C-6'/C-27, -6~ L3, €5, C-3", 05" [

C-2,C-4,C6

Spectre 10-2b : Spectre RMN 13C (CD30D, 150 MHz, 6ppm) du composé 11.
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Spectre 10-1b : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 11.

Tableau 32 : Les données de 1la RMN 'H et '*C du composé 11

La position on (ppm) J(Hz) oc (ppm)

1 2,67 m 32,42

2 1,68 m 41,78

3 3,83 qu (J=6,0) 68,82

4 1,68 m 41,78

5 1,54 t(J=6,6) 46,11

6 1,68 m 41,78

7 2,56 m 32,42
11" - - 134,68
2'6'2".6" 7,02 d(J=84) 130,60
3'5'3"5" 6,69 d(J=84) 116,30
4'4" - - 156,60
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I.11.Elucidation structurale du composé 12

OH

H O O \\\\\\\

OH
OH
HO
o) 0]
OH
@)

L'examen du spectre RMN 'H (spectre 11) de ce composé, montre qu'il s'agit d'un flavonoide

OH

de type dihydroflavonol caractérisé par :

v" Deux doublets d'intégration 1H chacun a éy 5,27ppm (J= 10,6 Hz) et 6u 4,95ppm (J=
10,6 Hz) attribuable aux protons H-2, H-3 respectivement. La valeur 10,6 Hz de la
constante de couplage, indique une disposition trans des protons vicinaux H-2 et H-3.
Un doublet d'intégration 2H a u 7,55ppm (J= 8,0 Hz) attribuable au proton H-2', H-6".
Un doublet d'intégration 2H a 6u 6,45 ppm (J= 8,0 Hz) attribuable au proton H-3', H-5'.
Un doublet d'intégration 1H a 6u 5,90 ppm (J= 2,0 Hz) attribuable au proton H-8.

Un doublet d'intégration 1H a on 5,80 ppm (J= 2,0 Hz) attribuable au proton H-6.

NN

Un doublet d'intégration 1H a ou 3,90 ppm (J= 7,7 Hz) suggérant la présence d’un sucre
en configuration £.
v Deux doublet de doublet d'integration 1H chacun a 8 =3,53 ppm (J= 11,5 ; 5,4 Hz) et
adu=3,75 (J=11,5; 2,2 Hz) attribuable aux protons H-6", et H-6"y, respectivement.
L’hydrolyse acide de ce composé libére le glucose comme sucre révélé par co- chromatographie

avec un échantillon standard de glucose.
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Spectre 11 : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 12.

L'ensemble de ces arguments est en faveur de la structure du dihydroflavonol 3-O-B-D-
glucoside. La biogenese des dihydroflavonols impose une orientation o au cycle B, ce qui
indique que la stéréochimie de la position C-2 est déterminée (2R). Quant a la position C-3, la
valeur de la constante de couplage (/2,2 Hz) entre H-2/H-3 qui signifie une disposition trans de
ces deux noyaux (22, 23) permet de déduit que la stéréochimie de cette position est déterminée
(3R). De ce fait, ce composé est (2R,3R)-dihydrokaempferol 3-O-B-D-glucoside. Il est doué
d'activité antioxydante et anti-inflammatoire [22]. Cette molécule est isolée pour la premiere

fois chez les Zygophyllaceae.

OH

HO o

OH

OH
OH )

Figure 48 : la structure du composé 12, (2R,3R)-dihydrokaempferol 3-O-B-D-glucoside
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Tableau 33 : données relatives au spectre de RMN 'H du composé 12

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimiques (ppm) (J Hz)

7,55 2H d (8,0) H-2', H-6'

6,45 2H d (8,0) H-3', H-5'

5,90 1H d(2,0) H-8

5,80 1H d(2,0) H-6

3,90 1H d(7,76) H-1"

3,20-3,50 6H H-2", H-3", H-4", H-5"

3.53 1H dd (11,5 ;54) H-6"a

3.75 1H dd(11,5; 2,2) H-6"b

I.12.Elucidation structurale du composé 13

HO

HO
HO

Le spectre RMN proton (spectre 12-1) de ce composé montre une similitude structurale avec le
composé 6, la différence réside en la présence de deux singulets larges d'intégration 1H chacun
a ou 4,73 ppm et 4,69 ppm correspondant aux deux protons d'un groupement CHz éthylénique,
et I'absence du signal correspondant au groupement CH3 attribuable a la position C-9 dans le
composé 6. Ces données indiquent que le composé 13 a la structure du composé 6 ou le

groupement CHj3 est remplacé par un groupement CH» éthylénique.

Ceci est d'ailleurs appuyé sur les spectres RMN 3C (spectre 12-2), HMBC (spectre 12-3) du
composé 13 par I'apparition de deux signaux 1'un a dc 107,59 ppm correspondant au groupement
CH: éthylénique et l'autre a 8¢ 149,45 correspondant au carbone quaternaire sp? porteur de ce
groupement CH> éthylénique grace a ses corrélations sur le spectre HMBC. Par ailleurs nous
observons également la disparition du signal de carbone C-8 porteur le groupement CH3 (6c
73,05 ppm) et le signal correspondant au CH3 (3¢ 26,96 ppm) dans le composé 6. Ce qui
confirme le remplacement du carbone quaternaire sp’ et le groupement CH3 par le carbone

quaternaire sp® et le groupement CH; éthylénique dans le composé 13.

132



Partie I Chapitre III : Résultat et discussion

A ce stade de notre analyse, nous pouvons déduire que la structure plane de 1'aglycone est celle

du p-menth-8-ene-1,2-diol (Figure 49-1).

7
' OH
o "~OH
o] 0 3! 4
6 2 I 5' 6'oH
5 3
4
9 10

Spectre 12-1 : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 13.
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Spectre 12-3 : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 13.

En matiere de stéréochimie, la multiplicité (dd) du signal H-2 et les valeurs des constantes de
couplage (J=4,2 ; 11,7) orientent vers une configuration axiale pour le proton H-2 et équatoriale

pour groupement O-glucopyranoside et la multiplicité (¢#f) du signal H-4 et les valeurs des
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constantes de couplage (/=3,3 ; 12,0) orientent bien vers une configuration axiale pour le proton

H-4. De plus le H-4 donne des interactions avec tous les protons de la génine sur le spectre
ROESY (1D). Par ailleurs la comparaison avec les données de la littérature du composé
(1S,2S,4R)-p-menth-8-ene-1,2-diol [23] indiquent que celles-ci sont en parfait accord avec
celles de la génine de notre molécule, la conformation du cyclohexane devrait étre sous forme
chaise avec des orientations 3 pour le carbone C-7 et le proton H-4 et des orientations o pour

le carbone C-8 et le proton H-2 .

L’ensemble de ces données menent a la structure du (/5,2S,4R)-p-menth-8-ene-1,2-diol 2-O--
D-glucopyranoside, rapportée dans la Figure 42-2. Ce composé est isolé pour la premiere fois

dans la famille des Zygophyllaceae.

SPL RGP b 20=07

H-4 Jax ,Sa:l: -zE-07

Spectre 12-4 : Spectre 1D-ROESY (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 13.

HO

HO
HO

Figure 49-2 : Structure du composél12, (1S5,25,4R)-p-menth-8-ene-1,2-diol 2-O--D-
glucopyranoside.
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Spectre 12-6a : Spectre HSQC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 13.
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Spectre 12-6 : Spectre COSY (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 13.

Les données des résultats de spectroscopie de résonance magnétique nucléaire sont reportées
dans le Tableau 34.
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Tableau 34 : Les données des résultats de RMN du composé 13.

La position on (ppm) J(Hz) oc (ppm)

1 - - 77,51
2ax 3,36 dd (4,2 ;11,4) 76,34
3eq 1,70 dl(11,9) 35,03
3ax 1,82 m
4ax 2,01 tt(3,3:12,0) 44,08
Seq 1,42 dl(12,2) 25,92
Sax 1,80 m
6cq 1,33 td (3,6 ; 13,8) 36,56
Gax 2,15 dt(2,8;17,0)

7 1,37 s 19,66
8 - - 149,45
9, 4,73 sl 107,59
% 4,69 sl 21,20
10 1,76 s

I' 4,58 d(7,8) 97,88
2' 3,27 m 74,04
3 3,40 1(8,4) 76,76
4 3,35 - 70,43
5 3,25 m 76,44
6' 3,85 dd (12,0, 2,4) 61,56

3,67 dd (12,0, 5,8)

* . Recouvert par le signal du MeOH-d4

I.13.Elucidation structurale du composé 14

OH o OH

Exposé a la lumiere de Wood (A = 365 nm), ce composé montre une fluorescence noire-violette

orientant vers un composé flavonique de type flavone ou flavonol 3-OR.
L'examen de son spectre proton montre :

v Un doublet d'intégration 1 H, a 6y 7,72 ppm (J= 2,2 Hz) attribuable a H-2'.
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v Un doublet de doublets d'intégration 1 H, a du 7,53 ppm (J= 8,1 ; 2,2H7) attribuable a
H-6'.

Un doublet d'intégration 1 H, a 8y 6,97 ppm (J= 8,1 Hz) attribuable a H-5'".

Un doublet d'intégration 1 H, a 8y 6,38 ppm (/= 2,1Hz) attribuable a H-8.

Un doublet d'intégration 1 H, a 6u 6,20 ppm (J= 2, 1 Hz) attribuable a H-6.

NS NEE NN

Un doublet d'intégration 1 H, a éu 5,20 ppm (J= 7,9 Hz) attribuable a un proton
anomérique, ainsi que l'ensemble des signaux résonant entre ou 3,21 et 3,75 ppm,

suggérant la présence d’un sucre en configuration S .

L’hydrolyse acide du composé 14 et 1'analyse co-chromatographie du sucre avec 1’échantillon

authentique, ont permis d’identifier la partie osidique comme étant du D-glucose.

[rel

15

1.0

H gycosidique

H-8 H-6 . '
| H anomerique

o SN,

Spectre 13 : Spectre RMN 'H CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 14.

L'ensemble de ces arguments est en faveur de la structure du quercétine-3-O-f-glucopyranoside
(Figure 50). Ce composé est connu sous plusieurs noms notamment : isoquercétine. Il est trouvé
couramment dans les herbes médicinales, les fruits, les 1égumes et les aliments et boissons
dérivés des plantes [24]. Cette molécule a été détectée dans plusieurs especes de la famille des
Zygophyllaceae telles que les especes du genre Fagonia : F. taeckholmiana [25], F. paulayana,
F. indica et F.cretica [26]. L'isoquercétine a une biodisponibilité plus élevée que la quercétine,
elle montre un certain nombre d'effets chimioprotecteurs in vitro et in vivo, contre 1'oxydation,

le stress, le cancer, les troubles cardiovasculaires, le diabete et les réactions allergiques [24].
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OH o} OH

Figure 50 : la structure de composé 14, quercétine-3-O-B-glucopyranoside

Tableau 35 : Données de la RMN 'H (600 MHz, CD30D, J(Hz)) du composé 14

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimiques (ppm) (J Hz)
7,72 IH d(2,2) H-2'
7,53 1H dd (8,1, 22) H-6'
6,97 1H d(81) H-5'
6,38 1H d(2,1) H-8
6,20 IH d(2,1) H-6
5,20 1H d(7,9) H-1"
3,20-3,75 6H H-2" ,H-3" H-4" H-5" H>-6"

1.14.Elucidation structurale du composé 15

OH

HO o 0 >

6
HO—6 7

Le spectre RMN proton (Spectre 14) du composé 15 montre clairement la présence d'un cycle

benzénique monosubstitué, grace a I'apparition des signaux aromatique, notamment :

v Un doublet de doublet d'intégration 2H a én 7,42 ppm (J= 7,8 ; 2,4 Hz) attribuable a H-
2, H-6.

v" Un triplet d'intégration 2H a 8u 7,31 ppm (J= 7,8 Hz) attribuable a H-3, H-5.

v Un multiplet d'intégration 1H a 8y 7,28 ppm attribuable & H-4.

Dans le méme spectre, on peut également noter la présence d'un groupement glycoside de
configuration S, grace a la présence d'un doublet a 6x 4,96 ppm (J= 7,7 Hz) correspondent au

proton anomérique (H-1") et un ensemble des signaux résonant entre ox 3,2-3,88 ppm.
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En plus de ces signaux, le spectre RMN 'H révele la présence d'un systtme AB 2 du 4,38 (d,

J=12,0 Hz) ppm et 4,65 (d, J=12,0 Hz) ppm correspondant aux protons d'un groupement CHo.
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Spectre 14 : Spectre RMN 'H (CD30D, 600 MHz, ppm) du composé 15

L'ensemble de nos analyses et la comparaison avec les données rapportées dans la littérature
[27], menent a la structure reportée dans la Figure 51, soit le benzyl alcool glucosyl. Ce
composé a été précédemment identifié dans certaines plantes telle que Pycnanthemum

flexuosum [27]. Ce composé est décrit pour la premiere fois dans la famille Zygophyllaceae.

Tableau 36 : Données de la spectroscopie de RMN 'H (CD30D, 600 MHz, §ppm) du
composé 15

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimiques (ppm) (J Hz)
7,42 2H dd (7,8 ; 2,4) H-2, H-6
7,31 2H t(7,8) H-3, H-5
7,28 1H m H-4
4,65 1H d(12,0) H-7,
4,38 1H d(12,0) H-7y
4,96 1H d(7,7) H-1"
3,20-3,38 6H - H-2", H-3", H-4", H-5"

3,65 1H m H-6",
3,83 1H dd(11,8; 2,2) H-6"y
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OH
0
Homo
HO
HO

Figure 51 : la structure de composé 15, benzyl alcool glucosyl

I.15.Elucidation structurale du composé 16

La similarité des spectres RMN 'H des composés 15 et 13 montre que ces deux composés sont
tres proches structuralement. Néanmoins, nous pouvons noter la présence d'un signal
supplémentaire sur le spectre du composé 16 correspondant au groupement méthoxyle. De ce

fait, le composé 16 est un flavonoide substituté en position 3' et 3 par un méthoxyle et un sucre.
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Spectre 15-1 : Spectre RMN 'H (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 16
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Ceci est appuyé par le fait que 1'on observe sur la série spectrale UV les indications suivantes :

» Le maximum d’absorption de la bande I a 355 nm dans le spectre enregistré dans le
méthanol oriente bien vers un flavonoide substitué en 3.

» [’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (ALl = +48
nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, avec une augmentation de
I’intensité, révele la présence d’un OH libre en C-4'. Sur le méme spectre, 1’apparition
d’une nouvelle bande a 327 nm indique la présence d’un OH libre en position 7,
confirmée par 1’effet bathochrome (8 nm) de la bande II dans NaOAc par rapport au
spectre méthanolique.

» [’addition de AICI3 provoque un déplacement bathochrome (ALl =+40 nm) de la bande
I, par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, révele la présence d’'un OH en
position 5.

= L'effet bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu en comparant les spectres
AICI3+HCI/MeOH (A A =41 nm), confirme la présence d’un OH libre en 5.

= La comparaison entre les spectres AICI3/HCI et AICI3 montre qu’il n’y a pas de
changement notable de la bande I, ainsi que I’effet bathochrome faible de la méme
bande dans NaOAc/H3BO3 par rapport au méthanol, laissent prévoir 1’absence d’un

systeme ortho dihydroxylé sur le cycle B.

Lbsorbance
Absorbance

| T T T T T T T T

Longuewr D'ande -
= L engueur 0'a nde
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Spectre 15-2a : Spectre d’absorption Spectre 15-2b : Spectre d’absorption UV-
Visible MeOH (+NaOH) du composé 16 UV-Visible MeOH (+AICl;3 et AlCl3
+HCl) du composé 16.

Absorbarce

a4 T T T T T T T T
20 300 400 00 &0

Lomguenr D'ande
Spectre 15-2¢ : Spectre d’absorption UV-Visible MeOH (+AICl3 et AICI; +H3BO3)
du composé 16.

A ce stade de notre analyse, nous pouvons donc supposer la structure rapportée dans la Figure

52-1, les substituants R et R2 sont un gylcosyle et un groupement méthoxyle.
OR;

OH

HO o

OR,

OH O]
Figure 52-1 : structure partielle du composé 16

Tableau 37-1 : Les données de la série spectrale UV-Visible du composé 16

Réactifs Bande I (nm) Bande II (nm) Nouvelle bande Commentaire
MeOH 355 267 Flavonol 30R
NaOH 403 275 327 OH libre en 4'

OH libre en 7

NaOH+5min 403 275 327
AlCl; 395 273 OH libre en 5
AlCI;+HCI 396 275 OH libre en 5
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Pas de di-OH sur B
NaOAc 387 275 OH libre en 7
NaOAc+H;BO; 361 271 Pas de di-OH sur B

Tableau 37-2 : Données de la spectroscopie de RMN 'H (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du
composé 16

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimiques (ppm) (J Hz)
8,15 IH d(2,24) H-2'
7,51 1H dd (7,91 ; 2,24) H-6'
6,97 1H d (7,90) H-5'
6,39 1H d(2,4) H-8
6,21 IH d(2,4) H-6
5,28 1H d(7,77) H-1"
3,20-3,75 6H H-2",H-3",H-4",H-5",H>-6"
3,93 3H s 0O-CH;3

L'hydrolyse acide du composé 16 mene a I'obtention du D-glucose qui a été révélé par co-

chromatographie avec 1I’échantillon authentique.

La totalité de ces données confortées par la comparaison avec celles de la littérature, menent a
la structure de 5, 7, 4’-trihydroxy-3’-methoxy-3-O-glucosylflavone reportée dans la Figure 52-
2. Ce composé est connu sous le nom isorhamnétine 3-O-glucoside ou bien cacticine, il a été
détecté dans plusieurs espece du genre Fagonia tels que : F. indica, F. taeckholmiana et F.
arabica [26]. Biologiquement, l'isorhamnétine 3-O-glucoside est caractérisée par ses effets

antioxydant et antiprolifératif [28].

Figure 52-2 : la structure de composé 16, isorhamnétine 3-O-glucoside
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1.16.Elucidation structurale du composé 17

La fluorescence noire violette de ce composé sous la lumiere de Wood ainsi que la coloration
jaune apres la révélation par 1'anisaldéhyde indique qu’il s’agit d'une flavone ou un flavonol

substitué en position 3.

L'examen du spectre RMN 'H de ce composé, confirme qu'il s'agit bien d'un flavonoide de type

flavone ou flavonol comportant deux sucres, caractérisé par :

v" Un doublet d'intégration 2H a 8y 8,06 ppm (J= 8,7 Hz) attribuable aux protons H-2' et
H-6'.

v Un doublet d'intégration 2H a 6u 6,91 ppm (J= 8,7 Hz) attribuable aux protons H-3' et
H-5'".

v" Deux singulets d'intégration 1H chacun a 8y 6,36 ppm et du 6,18 ppm attribuable aux
protons H-8 ou H-6 ou H-3

v Deux signaux d'intégration 1H chacun a du 5,75ppm (d, J= 7,5 Hz) et 81 5,25 ppm (sl)
attribuable aux deux protons anomériques H-1" et H-1"".

v un doublet a 5 0.98 ppm d’intégration 3H avec une constante de couplage J=6.6 Hz

caractéristique du méthyle du rhamnose, indiquant ainsi la présence du rhamnose.
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Spectre 16-1a : Spectre RMN 'H (CD30OD, 600 MHz, 5ppm) du composé 17.

Le spectre relatif a I'expérience HSQC montre une tache de corrélation entre le proton a oy 6,36
ppm et le carbone a dc 94,94 ppm, la valeur de ce dernier est caractéristique du C-8, car ceux
de C-3 et C-6 seraient plus élevés. Ceci est appuyé par la présence de corrélation dans le spectre
HMBC entre le proton H-8 et le carbone quaternaire oxygéné a dc 165,0 ppm attribuable a la
position C-7 vu la valeur de son déplacement chimique. Par ailleurs et toujours sur le spectre
HMBC, le carbone quaternaire hydroxylé situé a ¢ 163,09 ppm attribuable a la position C-5
ne montre aucune corrélation avec le proton H-8 ce qui confirme I'attribution de ce dernier, et
d'un autre c6té, ce carbone (C-5) montre une corrélation avec le proton résonant a ou 6,18 ppm
ce qui permet d'attribuer ce dernier a H-6. Ces attributions permettent de localisation de C-6,

C-9 et C-10 a oc 100,24, &¢ 157,81 ppm et dc 105,51 ppm respectivement.

Les déplacements chimiques des carbones du cycle B sont aussi confirmés par l'analyse de
spectre HMBC, qui montre une tache de corrélation entre le signal des protons H-3' et H-5' et
le carbone quaternaire a d¢c 123,18 ppm indiquant que ce carbone attribuable a C-1', et les
corrélations entre les protons H-2', H-3', H-5' et H-6' et le carbone quaternaire oxygéné situé a
161,33 ppm permettant son attribution a C-4'. Les autres carbones sont attribués grace a leurs
corrélations hétéronucléaires 'J proton-carbone (HSQC) C-2', C-6"a 132,05 ppm et C-3', C-5'
a116,11 ppm.
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Le carbone C-4 est localisé a dc 179,24 ppm. Le carbone C-2 est situé a dc 158,54 ppm grace a
sa corrélation avec H-2' et H-6' sur le spectre HMBC. Cette analyse permet enfin de localiser
la partie osidique en C-3, ainsi que la présence du signal a dc 134,32 ppm attribuable a la

position C-3 confirmant la glycosylation de cette position.
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Spectre 16-2a : Spectre HSQC (CD30OD, 600MHz, 6ppm) du composé 17.
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Spectre 16-3a : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 5ppm) du composé 17, étalement.
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La combinaison des résultats des analyses des spectres COSY (2D), TOCSY (1D), HSQC (2D),

a permis de distinguer aisément entre les signaux du rhamnose et 1'autre sucre.

Partant du signal du méthyle du rhamnose qui résonant a dy 0.98 ppm (6c 17,52 ppm), ces
analyses montrent que le proton anomérique du rhamnose résonne a o 5,25 ppm (s/, 6c 102,59
ppm), ceci orientent bien vers une jonction a-O- rhamnopyranoside. Les autres protons H-2"",
H-3", H-4"", H-5"", sont attribués aux signaux a ou4,02 ; 3,80 ; 3,36 ; 4,07 ppm respectivement.
Les carbones correspondants aux protons de ce rhamnose C-2"", C-3"", C-4", C-5"", résonnent

a Oc 72,39 ;74,06 ; 72,29 ; 69,91 ; ppm respectivement.

Par ailleurs, ces analyses révelent la présence d'une jonction B-O-glucosidique déduite de la
valeur des déplacements chimiques du carbone et du proton anomérique (6¢ 100,28 ppm ; dn
5,75ppm) et de la valeur de la constante de couplage relevée dans le signal de H-1" (d, J= 7,5
Hz). Partant du signal de ce proton anomérique (H-1"), les autres protons H-2", H-3", H-4", H-
5", H>-6" sont attribués aux signaux a oy 3,63 ; 3,57 ; 3,32 ; 3,25 ; (3,53 et 3,74) ppm
respectivement, et les carbones correspondants a ces protons soient C-2", C-3", C-4", C-5", C-

6" résonnent aux oc 80,05 ; 78,90 ; 71,82 ; 78,32 ; 62,61 ppm respectivement.

Sur le spectre relatif a I'expérience HMBC, la corrélation entre le carbone C-3 du flavonoide et
le proton anomérique (H-1") de l'entité glucopyranosyle, mene a localiser cette entité
glucopyranosyle en position C-3. Par ailleurs la valeur du déplacement chimique de carbone C-
2" additionné a sa corrélation dans le spectre HMBC avec le proton anomérique du groupement
rhamnopyranosyle H-1"" orientent bien vers la substitution du groupement glucopyranosyle par
le groupement thamnopyranosyle en C-2". Ceci est appuy€ par le fait que I'on observe sur le

spectre relatif a I'expérience ROESY (1D) une interaction entre H-1""/ H-2".
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Spectre 16-4b : Spectre TOCSY (1D) (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 17.
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Spectre 16-5a : Spectre COSY (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 17, étalement.
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Spectre 16-5b : Spectre COSY (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 17, étalement.
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Spectre 16-2b : Spectre HSQC (CD30D, 600MHz, 6ppm) du composé 17, étalement.
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Spectre 16-3b : Spectre HMBC (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 17.
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Spectre 16-6 : Spectre RMN ROESY (1D) (CD30D, 600 MHz, 6ppm) du composé 17.
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Spectre 16-7 : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 17.

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

Tableau 38.
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Tableau 38 : Données de la spectroscopie de RMN 'H (CD30D, 600 MHz) et RMN '*C
(CD30D, 600MHz) du composé 17.

La position oH (ppm) J(Hz) oc (ppm)
2 - - 157,81
3 - - 134,32
4 - - 179,24
5 - - 163,09
6 6,18 s 100,24
7 - - 165,00
8 6,36 s 94,94
9 - - 157,81
10 - - 105,51
I' - - 123,18
2.6’ 8,06 d(87) 132,05
3.5 6,91 d(7,7) 116,11
4 - - 161,33
B-D-glucopyranoside
1" 5,75 d(7,5) 100,28
2" 3,63 dd (7,7 ; 9,0) 80,05
3" 3,57 t(9,0) 78,90
4" 3,32% - 71,82
5" 3,25 m 78,32
6" 3,53 dd (6,0, 12,0) 62,61
3,74 dd (1,9 ; 12,0)
a-L-rhamnopyranosyl
" 5,25 sl 102,59
2" 4,02 dl(1,4) 72,39
3™ 3,80 dd (3,28 ; 9,59) 74,06
4" 3,36 1(9,6) 72,29
s 4,07 m 69,91
6" 0,98 d (6,6) 17,52

* : Recouvert par le signal du CD30D

Ces données menent a la structure de kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1—2) B-D-
glucopyranoside (Figure 53). Ce composé a été isolé auparavant de Paris verticillata M. v.

BIEB. (Liliaceae) [29]. Il est nouveau pour la famille des Zygophyllaceae.
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Figure 53 : structure du composé 17, kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1—2) B-D-
glucopyranoside

I1.17.Elucidation structurale du composé 18

OH 0 HO

Le Composé 18, a été isolé sous forme d'une poudre jaune soluble dans le méthanol. La
fluorescence noire violette sous la lumiére de Wood indique qu’il s’agit d’une flavone ou d’un

flavonol 3-OR.

L’examen simultané des spectres RMN 'H et RMN '*C enregistré dans le CD3OD, montre qu'il

s'agit bien d'un flavonoide de type flavone ou flavonol caractérisé par :

v" une bi-substitution para du cycle B déduite de I’existence de deux doublets avec
un couplage ortho a 6u 8,12 ppm (d¢ 132,1ppm, 2H, J= 8,5 Hz) et 6,80 ppm (dc
116,4 ppm, 2H, J= 8,5 Hz), attribuable aux protons H-2', H-6' et H-3', H-5'
respectivement.

v' laprésence de deux doublets sur le cycle A avec un couplage méta et intégration
1H chacun, a dy 6,10 ppm (3¢ 100,10 ppm, J= 2,0 Hz) et 6,28 ppm (6c 94,98
ppm, J= 2,0 Hz), attribuable aux protons H-6 et H-8 respectivement.
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v Un groupement S-D-glucopyranoside déduit de la présence d'un doublet a éu

5,15 ppm (101,98 ppm, J= 7,4 Hz) attribuable au proton anomérique et la
présence de signaux osidiques situés entre ou 3,15-3,61 ppm corrélant avec des

carbones dans le spectre HSQC a 6c 74,80, 76,87, 70,01, 77,10 et 62,54 ppm

v Une glycosylation en position C-3 grice a la présence d'un signal a 6c 134,9
ppm

pretone 1 1 C:\Bruker\TopSpind.zidataltina

[rel]

Pl= A.25usec PLWl= 6.4W

20

15

H Glycosidique

H-2'. H-6' H-3', H-5' anomeri
H-8

T T T =T T 1 T T T 1 1 :
8 6 4 2 [ppm]

Spectre 17-1 : Spectre RMN H (CD30OD, 600 MHz, 6ppm) du composé 18

Bl Bl 5

Spectre 17-2 : Spectre RMN 13C (CD30OD, 150 MHz, 6ppm) du composé 18
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Tenant compte des résultats de la littérature et tous ces arguments [30], le composé 18 est le
Kaempferol-3-O-f-D-glucopyranoside (Figure 54), connu sous le nom I’astragaline. Ce
composé est un puissant agent anti-inflammatoire [31], isolé de plusieurs especes du genre
Fagonia notamment F.cretica, F.scabra Forsskal, F.schweinfurthii, F. sinaica, F. olivieri, F.

schimperi, F. paulayana, F. indica [26], et d'autres especes de la famille des Zygophyllaceae.

OH

OH

OH

OH o) HO

Figure 54 : la structure du composé 18, 1’astragaline

Tableau 39 : Données de la spectroscopie de RMN 'H (CD30D, 600 MHz) et RMN '*C
(CD30D, 125 MHz) du composé 18

La position ou (ppm) J(Hz) dc (ppm)
> - : 157,80
3 ] i 134,20
4 - - 179,00
s ] i 162,88
6 6,18 s 100,10
7 i i 166,10
8 6,36 Ky 94,98
9 i i 157,75

10 ] i 106,00
X ] i 123,20
2.6 8,06 d(8,77) 132,10
35 6,91 d(7,76) 116,40
4 _ - 161,98
1" 5,75 d(7,59) 101,98
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IT. Activité biologique
I1.1.Activité antibactérienne

Les résultats de 1'évaluation de 1'activité antimicrobienne (Figure 55) de I'extrait acétate d'éthyle
de Fagonia longispina contre les souches bactériennes a Gram positif (Staphylococcus aureus),
et Grams négatifs (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), ont montré la sensibilité de
Staphylococcus aureus vis-a-vis de I'extrait testé, indiquée par la valeur du diametre de la zone
d’inhibition (14 mm), alors que la valeur du diamétre de la zone d’inhibition d'Escherichia coli
(10 mm) indique que la sensibilité est moindre , tandis que la sensibilité de Pseudomonas

aeruginosa est nulle avec un diametre de la zone d’inhibition de 2 mm. (figure 55)

diameétre de la zone d'inhibition (mm)
16
14
12

10

o N B OO

L4

Staphylococcus aureus Escherichia coli pseudomonas aeruginosa

M diametre de la zone d'inhibition (mm)

Figure 55: diamétre des zone d’inhibition (mm) de ’extrait acétate d'éthyle de Fagonia
longispina vis-a-vis Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

I1.2.Activité antioxydante

Dans cette étude, les différents extraits de Fagonia longispina ont présenté un pourcentage (%)
de l'effet de scavenger dépendant de la concentration d'extrait. Les activités anti scavenger vis-
a-vis du DPPH des extraits n-butanol, chloroformique et I'exsudat chloroformique sont assez
faibles avec des valeurs ICsp de 159,98 + 0,2 ; 289,02 + 5,35 ; et 489,69 + 2,06 ug / ml
respectivement. L’'extrait acétate d'éthyle donne une ICso de 114,46 + 2,05, montrant une

activité relativement plus importante . Néanmoins, les quatre extraits de F. longispina se
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montrent nettement moins actifs que l'activité antioxydante de l'acide ascorbique utilisé en
standard avec un ICso=5 pg/ ml.

100 4 =#=n-butanol extract == Ethyl Acetate extract

90 - Chloroform extract =>¢=exda-chloroform extract
——f—1l

80 -

A U o
o O O o
1 1 1 1

w
o
1

Inhibition (%)

= N
o O
1

-50 10 d) 50 100 150 200 250 300 350

Concentration (pug/ml)

Figure 56 : Pourcentage de 1’activité antiradicalaire (Scavenger) DPPH des différents extraits
de Fagonia longispina. (Moyenne + SD, n = 3)

I1.3.Dosage des composés phénoliques totaux

De nombreuses études ont rapporté une corrélation positive entre les composés phénoliques
dans les plantes et leurs activités antioxydantes, ce qui montre 1'importance des composés
phénoliques comme antioxydants [5]. Cette étude montre que 1"extrait acétate d’éthyle de F.
longispina a la teneur phénolique la plus élevée avec 210 pg d'équivalents d'acide gallique / mg
d'extrait végétal, suivie par ordre décroissant de l'extrait n-buthanol et de l'extrait
chloroformique avec 156 et 108 ng de GAE / mg extrait respectivement. Alors que 1'exsudat

chloroformique possede la plus faible quantité avec 25 pg de GAE / mg d'extrait.
I1.4.Dosage des composés flavonoides totaux

Bien connu que les flavonoides montrent une activité antioxydante, ainsi que leurs effets sur la
nutrition et la santé humaine sont considérables. Les mécanismes d'action des flavonoides sont
par processus de balayage ou de chélation [6]. Les résultats indiquent que les extraits de n-
butanol et d'acétate d'éthyle possedent une grande quantité de flavonoides avec 81,52 + 15,18

et 68,08 = 12,50 pg d'équivalent quercétine / mg d'extrait respectivement, comparativement a
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I'exsudat chloroformique et 1'extrait chloroformique qui sont présentés moindre quantité avec

27,05 £2,90 et 27,64 + 0,52 pg de QE / mg d'extrait végétal respectivement.

Tableau 40 : I’effet scavenger du radical DPPH et la quantité de teneur totale en phénol et
flavonoides des différents extraits (acétate d'éthyle, n-butanol, chloroformique et exsudat
chloroformique) de Fagonia longispina

Extrait Total phénolique Total flavonoides I1C50 DPPH
Acetate 210 pg GAE/ mg 68.08+ 12.50 ug QE/ mg 114,46 +
d'éthyle extrait extrait 2,05ug/ml.
n-Butanol 156 ng GAE/ mg 81.52+ 15.18 pg QE/ mg 159,98 £ 0,2 pg/ml.
extrait extrait
Chlorformique 108 ug GAE /mg 27.64 +0.52 ug QE/mg 289,02 +
extrait extrait 5,35ug/ml.
Exsudat 25 ng GAE/mg extrait  27.05 +2.90 QE/mg extrait 489,69 + 2,06
chloroformique ug_g/ml

. Conclusion

L'investigation phytochimique de Fagonia longispina, espece endémique du sahara
appartenant a la famille des Zygophyllaceae, a permis d'isoler et d'identifier 18 composés par

utilisation des différentes méthodes spectroscopiques (RMN 1D et 2D, MS et UV), il s'agit de

+ Cing monoterpenes, dont un nouveau.
e A-2-careéne-6-0l-6-O-(2',6'-diacetyl)-B-D-glucopyranoside.
e (35)-3-O-(B-D-glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3,7-diol.
e (1S,25,4R)-p-menthane-1,2,8-triol 2-O-B-D-glucopyranoside.
e 3.7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol.
e (1S,25,4R)-p-menth-8-ene-1,2-diol 2-O-B-D-glucopyranoside.
¢ Sept flavonoides:
e Cirsimaritine.
e Hispiduline.
¢ (2R ,3R)-dihydrokaempferol 3-O-B-D-glucoside.
¢ Quercétine 3-O-B-D-glucopyranoside
e Isorhamnétine 3-O-glucopyranoside.
e Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1—2) B-D-glucopyranoside.

e Astragaline.
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¢ Quatre dérivés phénoliques.
e Acide p-coumarique
e Acide para-hydroxy benzoique.
e Centrolobol.
e Benzyl-O-B-D-glucopyranoside
¢ Deux stérols.
e Stigmastérol

e [3- Sitostérol

Tous ces composés sont nouveaux pour l'espece Fagonia longispina, dont neuf composés isolés
pour la premiere fois dans la famille des Zygophyllaceae et un nouveau composé décrit pour la

premiere fois dans la littérature.

Biologiquement, 1'extrait acétate d'éthyle possede un bon effet antibactérien, ainsi qu'il
est une bonne source des composés antioxydants. De méme l'estimation quantitative des
phénols et des flavonoides totaux a montré que 1'extrait d'acétate a une forte teneur par rapport
aux autres extraits. Cependant I’effet synergétique de ces composés ne semble pas étre positif

vu D’effet antioxydant relativement moyen observé pour cet extrait.
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I. La famille des Rhamnaceae

I.1.Description de la famille des Rhamnaceae

La famille des Rhamnaceae inclut plus de 900 especes répartis dans 54 genres, dont les
principaux sont Phylica (150 especes), Rhamnus (100 especes), Zizyphus (100 especes) et
Ceanothus (55 especes) [1]. Cette famille est divisée en 11 tribus répartis en trois sous-familles

: les Ziziphoides, les Rhamnoides et les Ampeloziziphoides [2].

Les Rhamnaceae sont presque toutes arbustives, quelquefois épineuses (Rhamnus, Paliurus) ou
lianescentes (Berchemia), certaines especes s'agrippant au moyen de crochets (Ventilago) ou
de vrilles (Gouania). Les herbes sont tres rares (Crumenaria). Les feuilles, alternes ou
subopposées, stipulées, sauf chez les Phylica, sont simples. Le limbe a une nervation pennée ou
réduite a 3-5 veines longitudinales, et des marges entieres a dentées. Colletia est singulier par
ses deux bourgeons a chaque aisselle de feuille, le supérieur se développant en épine, l'inférieur
en rameau. Les Paliurus du sud de I'Europe et de 1'Asie sont des arbrisseaux épineux du fait de
la transformation des stipules. Chez Z. spina-christi, les deux épines d'une méme feuille sont
dissemblables, 1'une est droite et l'autre courbe. Beaucoup de Ziziphus des pays chauds,
montrent aussi des stipules épineuses dimorphes. Les inflorescences sont de type cymeux, en
€pis paniculés, cymes racemeuses ou cymes paniculées, généralement axillaires, sont parfois
réduites a des fleurs solitaires ou fasciculées. Actinomorphes, elles sont bisexuées ou
unisexuées, rarement polygames, et généralement protandres. Le réceptacle est cupuliforme ou
tubulaire. Les 4 ou plus rarement 5 sé€pales valvaires sont libres ou connés, et forment un calice
campanulé. Les 4 ou plus rarement 5 pétales, parfois absents, indupliqués valvaires, sont
spatulés et souvent onguiculés, et presque toujours plus petits que les sépales. Les 4 ou rarement
5 étamines sont libres et opposipétales. Les antheres sont basifixes ou dorsifixes, versatiles, et
ont une déhiscence longitudinale ou valvaire, introrse. Le gynécée est formé de 2-5 carpelles
soudés en un ovaire, supere, semi-infere ou infere, généralement divisé en 2-3 loges par le
développement centripete des bords placentaires, rarement uniloculaire par avortement de
loges. Chaque loge renferme un ovule anatrope ou épitrope sur un placenta basal. Le style est
simple, et le stigmate souvent trilobé. Les fruits sont tres variés : ce sont généralement des
drupes ou des capsules a déhiscence ventrale. Lorsque ces derniers sont indéhiscents, ils
montrent souvent des adaptations a la dispersion par le vent, comme 1'aile du fruit de Paliurus.

Les graines n'ont pas ou guere d'albumen et renferment un grand embryon droit [1].
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I.2.Classification botanique des Rhamnaceae

&égne : Plantae )
Clade 1 (Embranchement) : Spermatophyta

Clade 2 (Sous-embranchement) : Angiospermes

Clade(s) : Eudicotylédones, Noyau des Eudicotylédones, Rosidées, Fabidées
Ordre : Rosales
@mille : Rhamnaceae /

Figure 57 : Place Dans La Systématique de la famille Rhamnaceae

II. Le genre Zizyphus
IT.1.Description de genre Zizyphus

Le genre Zizyphus contient plus de 100 especes d'arbustes épineux et de petits arbres avec
feuilles caduques ou feuilles persistantes [3], a trois nervures. Les inflorescences sont de type
cymeux et les fleurs sont petites, périgines un ovaire entouré par un disque nectaire épais [4].

Les fruits drupes avec un pyrene solitaire [5].

Les Zizyphus ou les Jujubiers ont une large distribution, dans les régions tropicales et
subtropicales du monde [3], allant du continent asiatique en passant par le bassin méditerranéen
jusqu'a atteindre le continent américain. Elles sont concentrées principalement en Asie et en

Amérique [6]. En Algérie, ce genre est représenté par quatre especes, dont Zizyphus lotus (L.)

Desft. et Zizyphus mauritianus [7].
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Zizvphus Jwuba il

Figure 58 : différents especes de Zizyphus [8]

I1.2.Propriétés biologiques et pharmacologique du genre Zizyphus

IT.2.1. Utilisation en médecine traditionnelle

Les especes de genre Zizyphus sont largement utilisées en médecine traditionnelle. Dans ce qui

suit, nous allons citer quelques exemples :

Zizyphus jujuba cv. Muzao a été largement utilisée dans la médecine traditionnelle
chinoise pour traiter 1'anorexie, la fatigue et la diarrhée [9].

Zizyphus xylopyrus (Retz.) Willd est utilisé traditionnellement dans le traitement de
diverses maladies telles que : 1'obésité, les troubles urinaires, le diabete, les infections
cutanées, la fievre, la diarrhée, I'insomnie et les troubles digestifs [10,11].

Zizyphus spina-christi L. est employée traditionnellement dans le traitement la douleur
et de l'inflammation [12], Ainsi que la perfusion d'écorce des racines est utilisée
traditionnellement dans le nord du Nigeria comme un remede contre les douleurs
d’estomac et autres affections gastro-intestinales [13].

Zizyphus mauritiana dans la médecine traditionnelle, guérit la douleur abdominale et
les troubles gastro-intestinaux, l'ulcére peptique, les troubles de I'estomac et les

vomissements [14].
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e Zizyphus sativa est une plante médicinale, utilisée dans de nombreuses régions du
monde. Ses feuilles sont utilisées comme antidiabétique et dans le traitement de la gale,
son fruit est expectorant, tonique général, purifie le sang et ses graines sont employées

contre la toux seche et les éruptions cutanées [15].

I1.2.2.Activités biologiques

Les études effectuées sur certaines especes de Zizyphus, ont montré un large éventail de
propriétés biologiques telles que : antioxydante, immunologique [16], antidépresseur [17],
anthelminthique [18], anti-inflammatoire, antalgique [19], hépatoprotectrice [20]

antidiabétique [21], antiallergique et anti-anaphylactique [22].
I1.3. Les investigations phytochimique sur le genre Zizyphus

Les travaux phytochimique effectués sur certaines especes de ce genre montrent la présence de
quatre-vingt-un différents alcaloides cyclopeptides ainsi qu’un certain nombre de

phytoconstitutants différents tels que les flavonoides, les terpenes, stérols et les acides gras [11].

Tableau 41 : Quelques phytoconstitutants isolés du genre Zizyphus

Le métabolite Le composé L'espece Ref

secondaire
Quercétine 3-O-rutinoside 1

Flavonoides Quercétine 3-O-B-D-xylosyl-(1—2)-a-L- Zizyphus jujuba L. [23]
rhamnoside 2 | Zizyphus
3',5'-di-C-B-D-Glucosylphloretine 3 | spina-christi (L.)
Quercétine 3-O-B-D-xylosyl-(1—2)-a-L- Willd
rhamnoside-4'-O-a-L-rhamnoside 4
5,7,3',4'-tetramethoxycatechine S | Zizyphus jujuba [24]
Pinocembrine 6 | Mill. var. spinosa
Jubanine-C 7 | Zizyphus jujuba [25]
zizyphine-A 8

Alcaloides Mauritine J 9 | Zizyphus mauritiana | [26]
Amphibine E 10
sanjomine-B 11 | Zizyphus vulgaris [27]
sanjomine-F 12
Betuline 13
acide betulinique 14

Terpenes acide alphitolique 15 | Zizyphus jujuba [24]
Ester méthylique d'acide alphitolique 16 | Mill. var. spinosa
Acide epiceanothique 17
Acide ceanothique 18

Acide gras Acide alpha-linolénique 19 | Zizyphus mistol [28]
Acide gamma-linolénique 20
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Figure 59 : quelques phytoconstitutants isolés du genre Zizyphus
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III. L'espéce Zizyphus lotus (L.) Desf.

Z. lotus est connue sous plusieurs dénominations internationales, notamment [29,30] :
Francais : Jujubier sauvage, jujubier de Berbérie, lotus des anciens, jujubier des Lotophages.
Anglais : African jujube, Lote fruit, Lotus tree, lotus jujube, wild jujube.

Allemand : Wilde Jujube.

Portugais : Acufeifa-menor

Espagnol : Azufaifo africano, Azufaifo ibérico, Arto, Arto blanco, Espina de Cristo.

Arabe :  Zizouf, <)/ sedra, 3, /sidr, o2 /sidr barri g _n o

I11.1. Description botanique

Zizyphus lotus (L.) Desf. est une plante frutescente de 1,3 a 2,2 m, tres ramifiée. Les rameaux
sont recourbés vers le bas, flexueux, blanc grisatre a épines par paires droites ou recourbées.
Les feuilles sont petites, alternes, obtuses, crénelées, a trois nervures, glabres, faiblement
rigides, de 7 2 9 mm de large et de 9 a 13 mm de long, a pétiole court. Les fleurs sont solitaires
ou groupées avec un seul pédicelle court ; a calice en forme d’entonnoir, pentamére ; a petite
corolle a cinq pétales ; a cinq étamines épipétales ; a deux styles courts. Les fruits sont des
drupes sphériques dont les noyaux osseux biloculaires, petits et ronds sont recouverts d’une

pulpe demi-charnue, tres vite seche, riche en sucre [30,31].

Figure 60 : Zizyphus lotus (L.) Desf. [29]
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II1.2.Synonymes

Les synonymes de cette espece décrits dans la littérature sont : Zizyphus lotus Lam., Zizyphus
lotus Aitch. = Zizyphus rotundifolia, Zizyphus lotus Blanco, Zizyphus lotoidea St. Lag.,
Rhamnus lotus L. [30].

I11.3. Place Dans La Systématique
/ Régne Végétal \
Embranchement Magnoliophyta (=Phanérogames)

Sous-embranchement ~ Magnoliophytina (=Angiospermes)

Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Rhamnales

Famille

Tribu Zizyphae

Genre
Espece @yphus lotus (L.) D@

\_ J

Figure 61 : Place Dans La Systématique de 'espece Zizyphus lotus (L.) Desf. [30]

I1T.4.Répartition géographique

Z. Lotus est un espece méditerranéenne, généralement dans les pays arides et semi-arides, elle
est largement distribuée en Chine, Iran, Afrique, en Corée du Sud et en Europe dans des pays
tels que Chypre, 1'Espagne, la Grece et la Sicile [3,32,33]. En Afrique, Z. Lotus est largement
distribuée dans la région méditerranéenne, comme 1'Algérie, le Maroc, la Tunisie et la Libye

[34].
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II1.5. Propriétés biologiques et pharmacologique de Zizyphus lotus (L.) Desf
II1.5.1. Usage traditionnels

I1.5.1.1.Zizyphus lotus et 1a nutrition

Les fruits de cette plante sont délicieux, ils seraient encore consommés par la population
d'Afrique du Nord di a sa haute valeur nutritive [35].

La vertu nutritionnelle de Z. lotus repose principalement sur sa richesse en vitamine E, vitamine
C, fibres, acides gras, acides aminés, calcium, magnésium et les sucre en quantités

considérables [34,36].

II1.5.1.2.Zizyphus lotus et 1a santé

Plusieurs parties de Z. lotus ont été utilisées dans la médecine traditionnelle pour le traitement
de la bronchite, la diarrhée et des abces [34,37]. En effet, la poudre des feuilles et les fruits
séchés et mélangés avec de l'eau ou du lait ont utilisé pour le traitement des furoncles [62] et
I'écorce de la racine pour le traitement du diabete [34,38]. Le jus de racine de Z. lotus est efficace
dans le traitement des leucomas des yeux [34,39]. Les fruits et les feuilles de la plante sont
également utilisés comme émollients [34,37] et dans le traitement de la diarrhée et des maladies
intestinales [34,39]. La décoction des feuilles est aussi utilisée pour les soins des cheveux. Par
ailleurs, la cendre de bois, additionnée de vinaigre, constitue un traitement local des morsures
de serpent. Au Sahara occidental, elles ont gardé encore la réputation d’étre antivarioliques et
actives contre la rougeole [30]. Cette plante est également utilisée dans la médecine
traditionnelle algérienne pour ses activités anti-diabétiques, sédatives et hypoglycémiques ainsi

que dans le traitement de la diarrhée, des maladies intestinales et de la fievre [40].

II1.5.2. Activité biologique de Zizyphus lotus

Les propriétés thérapeutiques des composés ou extraits de Z. lotus ont été mis en évidence par
plusieurs modeles expérimentaux (cellules et animaux) des études in vivo et in vitro,
notamment : l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, antiulcérogene, antibactérienne,
antifongique, antidiabétique, hypoglycémique, analgésique, antispasmodique. Le Tableau 40

rapporté les principaux effets bioactifs de Z. lotus dans différents modeles expérimentaux.
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Tableau 42-1 : les principaux effets bioactifs de Z. lotus dans différents modeles expérimentaux [34]

Activités biologiques Partie utilisée de Z.lotus Modéles expérimentaux Réf
Les extraits des pulpes, des graines, Etudes in vitro sur les cellules jurkat
des feuilles, des racines et des tiges
Les extraits de fruits et de racines l'effet scavenger des radicaux
hydroxyles et DPPH [33,
. Les extraits méthanoliques des fruits | test DPPH 41-
antioxydante .
et des feuilles 45]
Les extraits de racines et des feuilles | Etudes in vivo chez les rats wistar:
pancréas, le foie et les érythrocytes.
Les extraits hydroalcooliques des | Peroxydation des lipides, DPPH.
fruits et des feuilles
L'extrait méthanolique des fruits. test DPPH.
Les extraits méthanoliques des fruits | tests in vitro sur des bactéries de
et des feuilles Gram négatives : Escherichia coli
atcc 8739, Salmonella typhimurium
nctc 6017, Aeromonas hydrophila
ei et Pseudomonas aeruginosa atcc
. . 27853
antibactérienne tests in vitro sur des bactéries Gram- | [41,
positives : Staphylococcus aureus | 46]
atcc 29213, Listeria monocytogenes
atcc 7644 et Bacillus cereus atcc
1247.
Les extrais d'éther, dichlorométhane, | tests in vitro sur les especes
méthanol des fruits et ses composée | bactériennes Bacillus subtilis,
actifs (phénols, flavonoides et tanins). | Bacillus cereus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi,  Staphylococcus  aureus,
Enterococcus faecalis et
Pseudomonas aeruginosa
Les extraits méthanoliques des fruits | Teste in vitro : Aspergillus flavus et | [
antifongique et des feuilles. Aspergillus niger. 41,
Les extrais d'éther, dichlorométhane, | L'espece fongique Penicillium | 46]
méthanol, difénoconazole des fruits. italicum,  Fusarium  culmorum,
Aspergillus ochraceus, et
Rhizomucor sp.
Flavonoide et saponine provenant de | Etudes in vivo chez les rats wistar
1'écorce des racines et des feuilles et les souris albinos suisses. [19,
Etudes in vitro sur RAW 264.7. 45,
anti-inflammatoire | Les extraits méthanoliques des Etudes in vivo chez les rats 47]
écorces des racines et des feuilles.
Les extraits hydroalcooliques des | testes de lipoxygénase.
fruits et des feuilles
analgésique Flavonoides et saponines provenant Etudes in vivo chez les rats wistar [19,
de 1'écorce des racines et des feuilles et les souris albinos suisses. 47]
antiulcérogéne Les extraits : aqueux, acétate d'éthyle, Etudes in vivo chez les rats wistar (42,
chloroformique et méthanolique de 48]

racines, des feuilles et des fruits.
L'extrait méthanolique des fruits.

Etudes in vivo chez les rats wistar
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Tableau 42-2 : les principaux effets bioactifs de Z. lotus dans différents modeles
expérimentaux (suite) [34]

Antidiabétique Les extraits aqueux des racines et des | Etudes in vivo chez les rats wistar | [49]
feuilles. diabétique, le pancréas, le foie et les
érythrocytes.
hypoglycémique | Les extraits aqueux des racines et des | Etudes in vivo chez les rats wistar | [49]
feuilles.
gastroprotectrices | L'extrait méthanolique des fruits Etudes in vivo chez les rats wistar [42]
Etudes in vitro sur 22 souches
cliniques de Helicobacter pylori j99
immunosuppressive | Les polyphénols isolant a partir des Etudes in vitro : cellules T [45,
fruits. (lymphocytes T) humaines 50]

Les extraits des pulpes, des graines, | Etudes in vitro : cellules jurkat
des feuilles, des racines et des tiges

I11.6. La composition chimique de Zizyphus lotus (L.) Desf

Du point de vue chimique, 1'espece constitue une source riche des différents composés bioactifs
qui sont censés étre responsables aux soins de santé tels que les propriétés hypoglycémiques,
gastroprotectives, immunomodulatrices et antioxydantes. Les principaux constituants

chimiques de différentes parties de Zizyphus lotus figurent dans le Tableau 41.

Tableau 43 : Composition chimique des différentes parties de Zizyphus lotus [30].

Familles de constituants Constituants principaux

Ecorces de racines
o Alcaloides cyclopeptidiques  Lotusines A a G, lotusanines A et B, sanjoinénine,
sanjoinine, frangufoline

o Saponosides Lotosides I et IT ; jujubosides A et C
Feuilles
o Saponosides Jujuboside B,

3-0O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-
glucopyranosyljujubo-génine-20-O-(2,3,4-O-triacétyl)-RL-
rhamnopyranoside,
3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-p-D-glucopy-
ranosyljujubogénine-20-O-a-L-rhamnopyranoside,
3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[(4-sulfo)-B-D-
glucopyranosyl-(1—3)]-a-L-
arabinopyranosyl-jujubogénine,
3-0-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-[(4-sulfo)-B-D-
glucopyranosyl-(1—3)]-B-
D-galactopyranosyl-(20R,22R)-16,22:160,30-
diépoxydammar-24-¢ne-3f,20-diol

o Flavonoides Quercétine  (4p-O-[a-L-rhamnopyranosyl]-3-O-[6-O-(a-L-
rhamnopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl])

o Divers
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B-tocophérol (Vit E), acide linoléique

Graines
o Acides gras (32,9 %) Acide oléique (61,93 %), acide linoléique (18,31 %), acide
palmitique (9,14 %).
o Protéines (19,1 %) 3 protéines riches en thréonine, acide glutamique, leucine,
arginine et acide aspartique.
o Stérols A7-campestérol et B-sitostérol
o Divers B-tocophérol (Vit E), acide ascorbique (Vit C),
carbohydrates (40,8 %)
Fruit (pulpe)
o Acides gras Acide linoléique
o Vitamines Rétinol (Vit A), acide ascorbique (Vit C)
IV, Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement considérées comme des composés volatiles, qui sont
facilement soluble dans l'alcool, 1'éther et les huiles végétales et minérales. Elles sont souvent

supposées étre le résultat d'une distillation ou d'un bain de vapeur [51].

Elles sont également définies comme des mélanges complexes des substances plus ou moins
lipophiles obtenues par la distillation ou pressage de plantes. La plupart des composants sont
des terpénoides (isoprénoides), principalement monoterpenes et sesquiterpenes. De plus, ce
groupe principal est suivi de composés aromatiques (phénylpropanoides) dérivés de la voie du
shikimate-chorismate, dérivés de polycétide, hydrocarbures paraffiniques, alcools et cétones,

acides gras et enfin composés contenant du soufre et de 'azote [52].

Aujourd'hui, plus de 3000 huiles ont été isolées et étudiées a partir d'un grand nombre d'especes

végétales, dont plusieurs centaines ont ét€ commercialisées [53].

IV.1.Les travaux antérieurs sur les huiles essentielles du genre Zizyphus

Certaines études consacrées pour les huiles essentielles du genre Zizyphus, montrent la présence
considérable d'acides gras avec des concentrations différentes, ainsi que les composés
phénoliques, monoterpeniques, sesquiterpeniques et les stérols. Ces compositions sont
caractérisées par divers propriétés biologiques telles que : antioxydante, antistériel, anti-
inflammatoire, antitumorale, et favoriser la pousse des cheveux. Le Tableau 42 rapporte

quelques constituants chimiques des huiles essentielles de trois especes de Zizyphus.
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Tableau 44 : quelques constituants chimiques des huiles essentielles des especes de Zizyphus.

L'espece Les principaux % Activité Ref
constituants
Ziziphus spina-  Geranyl acetone 14,0 [54]
christi (L.) Methyl hexadecanoate 10,0
Willd. Methyl octadecanoate 9,9
(les feuilles) Farnesyl acetone ¢ 9,9
Hexadecanol 9,7
Ethyl octadecanoate 8,0
Zizyphus Eugenol 48,3  Antioxydantes [55]
jujuba Isoeugenol 11,83 Antistériels [56]
(les grains) Caryophyllene 9,16 favoriser la pousse des [57]
Eucalyptol 3,27 cheveux [58]
Phyllene oxide 3,14  anti-inflammatoire
Zizyphus mistol o- acide linolénique 22,3 Antitumoral [28]
(les grains) Acide palmitique 9,4 [59]
Acide stéarique 6,5
Acide linoléique 12,6
Zizyphus acide oléique 50,68 [60]
jujuba acide palmitique 18,67
(pulpe) acide linoléique 18,13
Campesterol 2,4
Stigmasterol 4,69
B-Sitosterol 10,65

IV.2.Les travaux antérieurs sur les huiles essentielles de Zizyphus lotus

Des études ont rapporté que les huiles de Z. lotus sont de haute qualité, en raison de leurs teneurs
en acides gras insaturés et autres composés bioactifs tels que les tocophérols, stérols, les
composés phénoliques. Les exemples cités dans le Tableau 43 illustrent que la composition des
huiles essentielles de fruits varie selon la région de récolte de la plante. Néanmoins, tous les
résultats montrent que 1'acide oléique est le constituant principal de ces huiles, ainsi que la

présence considérable de I'acide linoléique.

Cette composition confirme l'intérét nutritionnel des fruits de Z.lotus, ainsi que leur intérét
économique dii a plusieurs applications possibles de ces composants dans les domaines :
alimentaire, cosmétique, médicale et industriel. Par ailleurs, la présence des antioxydants tels
que les composés phénoliques et les tocophérols dans ces huiles sont appuyés par les résultats
de test DPPH, teste de blanchiment du B-carotene, scavenger des radicaux hydroxyles, et le test
de la capacité chélatrice des ions ferreux sur les huiles des graines de Z./otus [61], indiquant
que ces huiles possedent un effet antioxydant.

Une autre étude concernée de la présentation de l'effet thérapeutique des huiles de Z. lotus,

montre leur effet immunosuppresseur sur la prolifération des lymphocytes T [45].
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Tableau 45 : 1a composition des huiles essentielles de Z. lotus

Les composés ‘3, = o & g,; 2 = & o g _
¢ T |§8dg w |g3 g @ ol g 3
- - = ST (S R = e - X & - o
Acides gras (%)
acide myristique 0,06 £0,00 | 0,084 | 0.15£0.028 | - - - -
acide palmitique 9,14+0,43 | 9,025 | 108+1.80 |43.41£1.82 | 33.80£1.95 | 27.59+1.77 | 38.76%1.59
acide palmitoléique 0,13+£0,00 | 0,134 | 0.13+£022 |596+0.63 | . - -
acide margaroleique 0,03£0,00 | - - - - - -
acid stéarique 4,84 +0,36 7,106 | 5.45+1.50 22.15+1.31 | 2440+ 1.62 | 11.25+1.31 | 22.00 +0.69
acide oléique 61,93 +0095 | 49,882 | 62.79+1.33 | 630150 | 21.73£1.94 | 24.52+0.13 | 19.73+1.80
acide linoléique 1831 +031 | 22,973 | 1422196 | 620£1.67 | 11.10£1.72 | 36.63+1.26 | 13.24+0.11
acide linolénique 1,35+0,06 | 0,409 | - - - - -
acide arachidique 0,17 0,00 | - 0.1+0.058 | - - - -
acide gadoleique 3,20+0,01 | 6,328 | - - - - -
acide behénique 0,73+0,09 | 1,409 | - - - - -
acide caprylique - 0,014 | - - - - -
acide pentadecylique | - 0,024 | - - - - -
acide hypogenique - 0,058 | - - - - -
acide margarique - 0,077 | - - - - -
acide arachidonique - 2,367 | - 1.58+0.95 | - - -
acide heneicosanoique | - 0,047 | - - - - -
acide a-linolénique - - 1.30£0.64 | 9.15£195 | - - -
acide eicosénoique - - 312140 | 2.17+031 | - - -
acide eicosadiénoique | - - 0.83+0.035 | - 8.95+091 | - 2.59+£0.63
acide lignocérique - - 0.9+£0.92 1.54£061 | - - 3.66 +1.18
Vitamine E - 9.2 £0.54 155.71£1.08 | 45+0.097 | 11.23+1.36 | 4.7+£0.23
B-Tocopherol 130.47+1.12 | -
6-Tocopherol 10.60 £0.12 | -
Vitamine A - - - 13.5240.06 | 3.8 +0.96 71.63+1.23 | 6.45+£0.09
Vitamine C - - 170.84+0.63 | 63.40£1.23 | 24.65+1.22 | 190.65£1.48 | 47.20 +0.82
Stérols (mg 100 g-1
oil) - - - - - -
Cholesterol 1.73 £0.04 - - - - - -
Campesterol 31.89£0.24 | - - - - - -
A’- Campesterol 147.82+0.40 | - - - - - -
Stigmasterol 16.38 £0.09 | - - - - - -
B-Sitosterol 82.10+0.13 | - - - - - .
A’ -Avenasterol 0.57+0.01 | - - - - - .
A3, 24 Stigmatadienol | 4.45 +0.02
Acide phénolique
(mg/100 g)
Acide p-coumarique 0.62+0.01 ) - - - - -
Acide gallique 0.73+0.02 |~ ) ) ) - -
Acide 4-hydroxy- 4051£001 | i i i i i
benzoique ) ) ) ) ) i
Acide cafeique 0.85+0.03 - - . . . ;
Acide syringique 0.14 £0.01 - - - - - -
Acide ferulique 1.36 £0.08 - - - - - -
Acide vanillique 0.71 £0.04

1: Zizuphus lotus de Sidi Bouzid, Tunisie j 2: Zizuphus lotus de la région d'Al Mader (Aures); 3: Zizuphus lotus
de Djelfa (Sud-Ouest de 1'Algérie).
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I.Extraction de 1'huile essentielle de Zizyphus lotus

I.1.La mati¢re végétale

Les fruits de Zizyphus lotus (L.) Desf. ont été récoltés en décembre 2014 dans la région d'Ouled
Fadhel Batna (Aures), et authentifiés par le professeur Mohamed Kaabeche, université Sétif 1,

Algérie.
1.2. Extraction

Les fruits (450g) de Zizyphus lotus (L.) Desf. ont ét€ soumis a une distillation par entrainement
a la vapeur dans un appareil Kaiser Lang pendant trois heures. L'huile essentielle obtenue a été
recueillie et séchée avec du sulfate de sodium anhydre, puis conservée a 4 ° C jusqu'a son

analyse. Le rendement des huiles a été calculé par rapport au poids sec de la plante.

I1.1.Analyse GC-FID et GC/MS

II.1.1. Analyse GC-FID

L’huile essentielle a été analysée sur un chromatographe en phase gazeuse Agilent (GC-FID)
modele 6890, équipé d’une colonne capillaire de silice fondue HP-5SMS (25m x 0,25 mm,
épaisseur du film 0,25um), la phase stationnaire (5% -phényl-95%-methylpolysyloxane),
programmé pendant Smin a 50 °C jusqu’a 250 °C a une vitesse de 3 ° / mn, puis maintenue
pendant 10 min. La température de 1’injecteur et le détecteur a ionisation de flamme est de 280
et 300 °C, respectivement. L’huile essentielle a ét¢ diluée dans l'acétone (3,5% (v / v)) et
injectée en mode split (1/60), 1'hélium a été utilis€ comme gaz porteur (1,0 ml / min). Les
solutions d'alcanes standards (C8-C20) ont été analysées dans les mémes conditions pour

calculer les indices de rétention (RI) avec 1'équation de Van den Dool et de Kratz.
I1.1.2.Analyse GC/MS

La spectrométrie de masse a été réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse Agilent (GC-
MS) modele 7890/5975, équipé d'une colonne capillaire HP-5MS (25 mx 0,25 mm, épaisseur
du film 0,25 pm) programmée avec les mémes conditions que pour le GC-FID. L'ionisation du
spectrometre de masse (MS) a été réglée en mode d'impact d'électrons positifs a 70 eV et le
multiplicateur d'électrons a été établi a 2200 V. La température de la source d’ion et la MS
quadripdles est de 230 °C et 180 °C, respectivement. Les données spectrales de masse ont été

acquises dans le mode de balayage dans la gamme 33-450 m/z.
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Les constituants de 1'huile essentielle ont été identifiés en faisant correspondre leurs spectres de
masse et leurs indices de rétention (RI) avec ceux de référence dans les bibliotheques comme
Adams [1] Mc Lafferty & Stauffer [2]. Les proportions des composés identifié€s ont été calculées

par normalisation interne.
III. Evaluation de l'activité antioxydante des huiles essentielles de Zizyphus lotus

La mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro des huiles essentielles de Z.lotus a été

réalisée par le test de blanchiment du B-carotene.

Dans ce test, la capacité antioxydante des huiles est déterminée par la méthode
spectrophotométrique de Miller30, en se basant sur la capacité de 1’huile a diminuer le

blanchiment oxydant du B-caroténe dans I'émulsion d'acide B-carotene / acide linoléique.

Les huiles essentielles de Zizyphus lotus ont été préparé a une concentration de 2 mg / mL dans
du méthanol. Ensuite, 25 pL d'acide linoléique et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés a la
solution de B-carotene qui a été préparée par solubilisation de 0,5 mg de B-caroteéne dans 2 ml
du chloroforme. Apres évaporation du chloroforme sous pression réduite a 40 ° C, 100 mL d'eau
oxygénée ont été ajoutés sous agitation vigoureuse jusqu'a la formation d'une émulsion. 3,5 mL
de cette émulsion ont été transférés dans un tube contenant 500 pL d'huile essentielle.
L'absorbance a zéro temps a été lue a 490 nm. Les lectures d'absorbance ont été enregistrées a

48 heures jusqu'a ce que la couleur visuelle du -carotene dans I'échantillon témoin disparaisse.
L'activité antioxydante (% d'inhibition) a été€ calculée en utilisant 1'équation suivante:
Inhibition% = (AB-caroténe apres 48 heures de dosage * 100) / AB-caroténe initial

OU ; Ag-caroténe apres 48 heures de dosage €St 1'absorbance du B-caroténe restant dans les échantillons
apres 48 heures de dosage et As-carotene initial €St 1'absorbance du B-caroténe initial au début de

I'expérience. Tous les tests ont été effectués en couple.
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IV. Résultats et discussion

IV.1. La composition chimique des huiles essentielles de Zizyphus lotus

La distillation des huiles essentielles de Z. lofus mene a 1'obtention d'un liquide visqueux, avec
un rendement de 0,005% (poids / poids) par rapport au poids sec de la plante. Cette investigation
a permis d'identifier trente-huit composés, correspondant a 92% d'huile total. La fraction
d'acides gras représente la majeure partie avec 78,9%, dont 67,8% d’ acides gras saturés et 11%
d’acides gras insaturés. Cette fraction contient 23 composés de C8 a C18. Alors que les

hydrocarbures ne représentent que 10,8% et les sesquiterpenes 1,1%.

Les principaux constituants sont par ordre décroissant :I” hexadécanoate d'éthyle (12%), ’acide
décanoique (11%), le dodécanoate d'éthyle (9,4%), I’ éthyl hexadéc-9-énoate (7,9%), 1’acide
dodécanoique (6,5%), le tétradécanoate d'éthyle 6,1%), l'acide tétradécanoique (5%), le
décanoate d'éthyle (4,8%), l'acide octanoique (3,1%), I'undécanoate d'éthyle (2,8%), 1'acide
nonanoique (2,4%) et l'acide undécanoique (2,1%). Les principaux hydrocarbures sont
I'heptacosane (3,7%) et le nonacosane (3,7%) tandis que les seuls sesquiterpenes trouvés sont

l'a et le B-eudesmol 0,6% et 0,5% respectivement.

Tableau 46 : composition des huiles essentielles de fruits de Zizyphus lotus

N° RT PRI 2*Composés %
1. 9,734 1167 Acide octanoique 3.1
2. 10,825 1260 (E)-Dec-2-enal 0,6
3. 11,075 1287 Acide nonanoique 24
4. 12,52 1390 Acide décanoique 11,0
S. 12,619 1397 décanoate d'éthyle 4.8
6. 13,2 1443 (2E)-dec-2-enoate d'éthyle 0,7
7. 13,604 1476 Acide undecanoique 2,1
8. 13,858 1496 Undécanoate d'éthyle 28
9. 14,808 1565 Acide dodécanoique 6.5
10. 15,049 1594 Dodécanoate d'éthyle 9.4
11. 15,782 1662 B-Eudesmol 0,6
12. 15,804 1664 a-Eudesmol 0,5
13. 16,143 1695 tridécanoate d'éthyle 1.1
14. 16,198 1697 Pentadecan-2-one 0,7
15. 16,947 1770 S . 5,0
16 17,066 1781 Acide tétradecanoique 03
17' : 7’1 o 1788 Acide (Z)-Tetradec-9-enoique 0’3
: ’ Acide (E)-Tetradec-9-enoique ’
18. 17,22 1796 oo 12 ' 6,1
Tétradécanoate d'éthyle
19. 17,698 1843 1,3
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20. 17,898 1863 6,10,14-Trimethyl-pentadecan-2-one | 0,8
21. 18,218 1894 Phtalate 0,8
22, 18,53 1926 Pentadécanoate d'éthyle 0,2
23. 18,975 1972 Hexadécanoate d'méthyle 7,9
24, 19,08 1983 (Z)-hexadéc-9-enoate d'éthyle 0,6
25. 19,22 1997 (E)-hexadéc-9-enoate d'éthyle 12,0
26. 20,11 2085 Hexadécanoate d'éthyle 0,3
27. 20,77 2163 Heptadécanoate d'éthyle 0,7
28. 20,827 2170 (Z)-octadéc-9-enoate d'éthyle 0,5
29. 21,011 2193 (E)-octadéc-9-enoate d'éthyle 0,3
30. 21,922 2300 Octadecanoate d'éthyle 0,3
31. 21,988 2308 Tricosane 0,6
32. 22,744 2399 Tricosan-2-one 0,3
33. 23,536 2500 Tetracosane 0,5
34. 24,262 2595 Pentacosane 0,2
35. 24,297 2600 Hexacos-9-ene 0,3
36. 25,046 2702 Hexacosane 3,7
37. 25,746 2800 Heptacosane 0,5
38. 26,446 2903 Octacosane 33
Total Nonacosane 92,0
hydrocarbures 10,8
acides gras 78,9
sesquiterpenes 1,1

2Composés : les composés sont listés par 'ordre de leur RI.
PRI : (indice de rétention) mesuré par rapport aux n-alcanes (C8-C20) en utilisant la colonne HP-5MS.
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Figure 62 : chromatogramme de 1'analyse GC-FID des huiles essentielles des fruits de
Zizyphus lotus.
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Ces résultats different considérablement de ceux obtenus auparavant sur les huiles essentielles
des fruits de cette espece provenant de deux échantillons algériennes de la région d'Al Mader
(Aures) [3] et de Djelfa (sud-ouest de I'Algérie) [4] qui ont ét€ mentionnés au chapitre

précédant.

Bien que, la fraction des acides gras représente la partie majoritaire dans les trois échantillons,
nos résultats montrent cependant la domination des acides gras saturés par rapport aux acides
gras insaturés, ainsi que l'acide gras principal I'hexadécanoate d'éthyle (12%), Contrairement
aux résultats des deux autres échantillons algériens qui ont montré la prépondérance des acides

gras insaturés avec 49,88% et I’acide oléique ( 62,79% ).

De plus, les hydrocarbures et les sesquiterpenes présents dans notre huile, sont absents dans les

deux autres échantillons.

Ces différences qualitatives et quantitatives dans la composition des huiles peuvent étre dues a
plusieurs facteurs, notamment : la région géographique, la période de la récolte ainsi que les

conditions et la méthode d'extraction.
IV.2. Activité antioxydante de 1'huile essentielle de Zizyphus lotus

Le test de blanchiment du B-caroténe a été utilisé pour 1'évaluation de 1'activité antioxydante,
du fait qu'il est réalisé dans une émulsion, une situation fréquente dans les aliments. Le Tableau
45 montre la diminution de I'absorbance pendant I'oxydation couplée du B-carotene et de I'acide

linoléique.

Tableau 47 : Inhibition de la peroxydation de 'acide linoléique (%) des fruits de Zizyphus lotus

Inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique (%)

Zyziphus lotus (L.) 81,61+11,37
Control Négatif 18,66+3,21
BHA 92,28+2.46

D'autre part, il est généralement convenu que l'oxydation est initiée par une attaque des radicaux
libres. Par conséquent, les tests de I'évaluation de l'activité de piégeage du radical sont

représentatifs du potentiel d'un composé a retarder 1'oxydation.

Les capacités antioxydantes ont été estimées a 92,28% et 81,61% pour le BHA et Z. lotus
respectivement. Ces résultats montrent l'activité antioxydante puissante des huiles essentielles

de Z. lotus qui peut étre liées a la présence des acides gras.
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V. Conclusion

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles des fruits de Zizyphus lotus a conduit
a l'identification de 38 composés, dont 23 acides gras qui représentent la partie majoritaire de
cette huile (78,9%), 10,8% d’hydrocarbures et 1,1% de composés sesquiterpéniques. Ces
résultats different considérablement de ceux obtenus auparavant sur les huiles essentielles

algériennes du fruit de cette espece.

Le test de blanchiment du -caroténe a montré que ces huiles essentielles possedent une activité

antioxydante puissante.
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Le présent travail est principalement consacré a la détermination de la composition chimique et
les effets biologiques de Fagonia longispina (Zygophyllaceae) et de I'huile essentielle des fruits

de Zizyphus lotus (Rhamnaceae), appartenant a la flore algérienne.

Notre critere de sélection de ces deux plantes repose sur leurs usages en médecine traditionnelle,

et I’endémisme de Fagonia longispina (Zygophyllaceae).

Notre étude est consacrée en premier lieu a l'investigation phytochimique et biologique de F.
longispina. Apres avoir décrit les conditions de récolte, extraction et séparation. Nous avons
décrits les diverses méthodes chromatographiques utilisées telles que la Chromatographie
liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie sur colonne (phase stationnaire : gel
de silice et sephadex LH 20), et la chromatographie sur couche mince. Ces opérations menent
a l'isolement de 21 composés, parmi lesquels nous avons établi les structures de 18. Tous ces
produits sont isolés pour la premiere fois de cette espece, notamment : un composé€ décrit pour
la premiere fois dans la littérature : A-2-carene-6-0l-6-O-(2',6'-diacetyl)-B-D-glucopyranoside,
neuf composés isolés pour la premiere fois dans la famille des Zygophyllaceae :  (3S)-3-O-

(B-D-glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3,7-diol, (/S,2S,4R)-p-menthane-1,2,8-triol
2-O-B-D-glucopyranoside, 3,7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol, acide para-hydroxy benzoique,
centrolobol, (2R,3R)-dihydrokaempferol 3-O-B-D-glucoside, (/S,2S,4R)-p-menth-8-ene-1,2-
diol 2-O-B-D-glucopyranoside, benzyl-O-f-D-glucopyranoside, kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl (1—2) B-D-glucopyranoside, et un composé isolé pour la premiere fois dans

le genre Fagonia : acide p-coumarique.

L'élucidation structurale des composés isolés a été effectués par des différentes méthodes
spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMNI1D ('H, '*C, TOCSY et ROESY)
et 2D (HSQC, HMBC, COSY et ROESY), l'analyse des spectres de masse haute résolution

(HRESI-MS), et par la comparaison avec les données de la littérature.

Cette investigation phytochimique de F. longispina a permis I’obtention de cinq monoterpenes,

sept flavonoides, quatre dérivés phénoliques et deux stérols.

La validation de I’usage médicinal en pharmacopée traditionnelle de F. longispina a été
effectuée par 1'évaluation du potentiel antioxydant de tous les extraits et le potentiel

antibactérien de 1'extrait acétate d'éthyle.



Bien que le pouvoir antioxydant n'a pas été significatif en comparaison de celui de 1’acide
ascorbique, nous pouvons considérer que l'extrait acétate d'éthyle est une bonne source des
composés antioxydants. Dans ce cas précis nous pouvons évoquer un effet synergique
défavorable. L’extrait acétate d’éthyle a montré la meilleure activité antioxydante. Ceci a été
confirmé par l'estimation quantitative des phénols et des flavonoides totaux dans cet extrait

acétate d’éthyle qui a montré une forte teneur par rapport aux autres extraits.
Ce méme extrait posseéde un bon effet antibactérien.

La seconde partie du présent travail a concerné 1'étude de la composition chimique et I'activité
antioxydante des huiles essentielles des fruits de Zizyphus lotus. Dans ce cadre, 1'analyse GC-
FID et GC-MS ont permis de détecter 38 composés dont 23 acides gras qui ont représentés la
partie majoritaire de cette huile (78,9%) , la présence des hydrocarbures (10,8%) et de
sesquiterpenes (1,1%). les constituants majoritaires sont les acides gras saturés tels que :

I’hexadécanoate d'éthyle (12%), I’acide décanoique (11%) et le dodécanoate d'éthyle (9,4%).

Ces résultats ont été comparés avec ceux décrits dans la littérature de deux autres échantillons
algériens qui ont montré la prépondérance des acides gras insaturés avec 49,88% et I’acide

oléique (62,79%).

L'effet antioxydant des huiles essentielles des fruits de Z. lotus a été évalué, en utilisant le test
de blanchissement du B-caroténe. Les résultats montrent une activité antioxydante puissante de

cette huile.



Résumé

Le présent travail est consacré a 1'étude phytochimique et biologique d'une espece

endémique saharienne Fagonia longispina (Zygophyllaceae) et 1'étude de la composition

chimique et Dactivité antioxydante de I’huile essentielle des fruits de Zizyphus lotus

(Rhamnaceae).

Dans une premiere partie, 1'extraction des parties aériennes de 1’espéce F. longispina et

les séparations chromatographiques (CC, CCM et HPLC semi-préparative), ont conduit a isoler

et identifier par les différentes méthodes spectroscopiques (RMN 1D et 2D, MS et UV) 18

composés parmi lesquels un monoterpene glucoside nouveau de type A-2-caréne, ainsi que

quatre autres monoterpenes, sept flavonoides et quatre dérivés phénoliques et deux stérols :

AN NN N Y N N NV U U U N N N N U N

Stigmastérol.

[-sitostérol.
A-2-caréne-6-0l-6-O-(2',6'-diacetyl)-B-D-glucopyranoside.
Cirsimaritine.
(35)-3-O-(B-D-glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3,7-diol.
(1S,2S,4R)-p-menthane-1,2,8-triol 2-O-B-D-glucopyranoside.
Hispiduline.

3,7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol.

Acide p-coumarique

Acide para-hydroxy benzoique.

Centrolobol.

(2R,3R)-dihydrokaempferol 3-O-p-D-glucoside.
(18,25,4R)-p-menth-8-ene-1,2-diol 2-O-B-D-glucopyranoside.
Quercétine 3-O-B-D-glucopyranoside
Benzyl-O-B-D-glucopyranoside.

Isorhamnétine 3-O-glucopyranoside.

Kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl (1—2) B-D-glucopyranoside.

Astragaline

Les tests de I'évaluation de l'activité antioxydante de tous les extraits et l'activité

antibactérienne de 1'extrait acétate d'éthyle, montrent d'une part que l'extrait acétate d'éthyle

possede un bon effet antibactérien et une bonne source des composés antioxydants d’autre part.



Le pouvoir antioxydant de tous les extraits est relativement moins élevé que celui de 1’acide
ascorbique. Enfin I'estimation quantitative des phénols et les flavonoides totaux a montré que

l'extrait d'acétate d’éthyle a une forte teneur par rapport aux autres extraits.

Dans une deuxieéme partie, I'analyse GC-FID et GC-MS des huiles essentielles des fruits
de Z. lotus, a permis d'identifier 38 composés dont la majorité sont des acides gras saturés et
insaturés (67,8 et 11%, respectivement) et a degré moindre la présence d’ hydro carbures
(10,8%) et de sesquiterpenes (1,1%). Les résultats de cette analyse different considérablement

de ceux obtenus auparavant sur les huiles essentielles du fruit de cette espece.

Le test de recherche d'activité antioxydante des huiles essentielles des fruits de Z. lotus

a montré 'activité puissante de cette huile.

Mots clés : Fagonia longispina, Zizyphus lotus, huiles essentielles, séparations
chromatographiques, méthodes spectroscopiques, analyse GC-FID et GC-MS, activité

antioxydante, activité antibactérienne.



Abstract

The present work is devoted to the phytochemical and biological study of an endemic species
of the septentrional Sahara Fagonia longispina Batt. (Zygophyllaceae) and the chemical
composition and antioxidant activity study of fruit essential oil of Zizyphus lotus (L.) Desf.

(Rhamnaceae).

In a first part, the phytochemical investigation of the species F. longispina using different
chromatographic methods (CC, TLC and HPLC) led to isolation and identification by different
spectroscopic methods (1D and 2D, MS and UV) 18 compounds. Among these isolated
compounds, a new monoterpene A-2-carene-6-ol-6-O-(2',6'-diacetyl)-B-D-glucopyranoside,
together with four other monoterpenes, seven flavonoids, four phenolic derivatives and two

sterol.

Moreover, the in vitro free radical-scavenging activity of the all extracts has been investigated
by DPPH test, which have demonstrated that ethyl acetate extract are good sources of
antioxidant compounds. However, all extracts of F. longispina showed no substantial result
compared to the antioxidant activity of ascorbic acid. In addition, the total phenolic and the
flavonoids contents were measured using spectrophotometers methods, the results showed that
the acetate extract has a high content compared to the other extracts. As for antibacterial activity

study, showed that a high antibacterial effect of the ethyl acetate extract.

In a second part, the chemical composition of fruit essential oil Z. lotus has been investigated
by the GC-FID and GC-MS analysis, which led to identified 38 compounds. Fatty acids
represented the major fraction (saturated and unsaturated compounds 67.8 and 11%,
respectively), followed by hydrocarbons (10.8%) and sesquiterpenes (1.1%).These results were
quite different from those obtained previously on the fixed oil of the fruit of this species from

two samples from Algeria.

The antioxidant property of this oil was evaluated using B-carotene bleaching method. The

result indicated the potent antioxidant activity of essential oils from Z. lotus.

Keywords: Fagonia longispina, Zizyphus lotus, essential oil, different chromatographic

methods, GC-FID and GC-MS analysis, spectrophotometers methods, antioxidant activity.
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One new monoterpene A-2-carene-6-0l-6-O-(2°,6’-diacetyl)-p-D-glucopyranoside together with fifteen known compounds among which seven flavonoids, four
terpene glucosides and four phenolic derivatives, were isolated from the leaves of Fagonia longispina Batt., an endemic species of the septentrional Sahara.
Their structures were determined by NMR spectroscopy and mass spectrometry analysis.

Keywords: Fagonia longispina, Zygophyllaceae, Monoterpenes, Flavonoids.

The genus Fagonia is one of the 27 genera of Zygophyllaceae
family. It contains about 34 species with a disjunct distribution
confined to warm and arid areas of the New and Old World [1].
This genus is present in Algeria with 17 species [2]. Several
phytochemical studies of this genus showed the presence of
flavonoids [3], diterpenoids [4, 5], and triterpenoid saponins [6].
Fagonia longispina Batt. is a rare small spiny shrub endemic to
Algeria and Southeast of Morocco [3]. It is called "Chouika" or
"Atlihia" and used in folk medicine for the treatment of urinary tract
inflammation and cold diseases, against rheumatoid and arthritis,
and as insect repellent [7]. The aerial parts of this species were
previously investigated by GC-MS [8].

In this study, we performed a phytochemical study of the aerial
parts of Fagonia longispina Batt., and we here describe the isolation
and characterization by spectroscopic analyses of a new A-2 carene
glycoside 1, along with fifteen compounds described for the first
time for this species, among which nine derivatives (3, 4, 6, 8-11
and 13) are isolated for the first time from the Zygophyllaceae
family, and compounds 5 and 7 are new for the genus Fagonia.

Compound 1 was obtained as yellow oil. The molecular formula
was established as C,oH3pOg on the basis of HR-ESI-MS (m/z
421.1832 [M+Na]", calculated for C,yH3,0gNa: 421.1832), together
with six degrees of unsaturation. Compound 1 displayed 20 carbon
resonances in its >*C NMR spectrum (Table 1), of which 10 could
be assigned to the resonances of the aglycone, 6 to a sugar moiety,
and 4 to acetyl residues. The 'H and *C NMR spectra (Table 1),
showed characteristic signals of a hexose group. Notably, a CH at
d¢ 95.0 ppm (8y 4.51, d, J = 7.8 Hz, 1H) assigned to the anomeric
carbon C-1' and a -CH,OH group at ¢ 63.3 (6y 4.38, m, H-6’a, oy
4.20, m, H-6’b) assigned to C-6'. The chemical shift of all the
individual protons of the sugar unit were ascertained from a
combination of 1D-TOCSY and DQF-COSY spectral analysis, and
the '>*C-NMR chemical shifts (Table 1) of its attached carbons could
be unambiguously assigned from the HSQC spectrum. In this way,
the sugar unit was identified as B-glucopyranoside [9].

o o
HO

HO' ?
o=\

Figure 1: Stucture of compound 1.

Table 1: NMR data of compound 1 (CD;0D, 600 MHz)".

position [ dc
1 1.91brs 41.0
2 5.36brs 119.0
3 143.1
4 2.26 brdd (2.8, 15.0) 36.8
2.36 ddd (3.8, 12.2, 15.0)
5 1.59m 36.6
2.49 brdd (2.0, 15.5)
6 80.3
7 42.6
8 0.90s 18.0
9 1.17 s 20.0
10 1.71's 20.7
I 4.51d(8.5) 95.0
2' 4.73 dd (8.5,9.5) 73.4
3 3.52t(9.5) 74.5
4 3.35t(9.5) 70.0
5 345m 73.5
6' 4.38 brd (12.0) 63.3
4.20dd br d (5.0, 12.0)
COOCH; 2.10s 20.7
COOCH; 171.0
COOCH; 2.06s 19.1
Coo 171.0

“J values are in parentheses and reported in Hz; chemical shifts in ppm;
Assignments were confirmed by COSY, HSQC and HMBC experiments.

The HMBC experiments displayed a correlation between H,-6' and
the carbon of the carbonyl at &c 171.05 ppm, which further
correlated to the protons of the methyl at 6y 2.10; in the same
spectrum the signal of proton H-2' correlated with the carbon of the
carbonyl at 8¢ 171.03 ppm, which showed a correlation with the
protons of the methyl at 8y 2.06. These data indicated the presence
of two acetyl groups at C-2’ and C-6’ positions of the glucose
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moiety and were confirmed by the chemical shift values of H,-6
protons at oy 4.38, m, H-6’a, 3y 4.20, m, H-6’b and H-2' at &y 4.73
ppm [9]. The proton and carbon NMR data indicated clearly a
carene skeleton. This assumption was confirmed by comparison of
the NMR data of this compound with those of known monoterpenes
in literatures [10-11]. In addition in the HMBC experiment, a key
correlation between the anomeric proton H-1' and the carbon at d¢
80.5 ppm (C-6) was evident. The HMBC correlations between Hj-
10 and C-3, C-2 and C-4 indicated a A-2 carene type skeleton;
therefore, compound 1 was established as: A—2-carene-6-0l-6-O-(2’,
6’-diacetyl)-B-D-glucopyranoside. This compound is now described
for the first time in the literature (Figure 1).

The fifteen known compounds were identified as : cirsimaritin (2)
[12], (3S)-3-O-(B-D-glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3,7
-diol (3) [13], 2-hydroxy-5-(1-hydroxy-1-methylethyl)-2-methyl
cyclohexyl-B-D-glucopyranoside (4) [14], isokaempferide (5) [15],
3,7-dimethyloct-1-ene-3,6,7-triol (6) [16], naringeninic acid (7)
[17], p-hydroxybenzoic acid (8) [17], centrolobol (9) [18],
arthromerin B(10) [19], 2-hydroxy-2-methyl-5-(1-methylethenyl)
cyclohexyl-B-D-glucopyranoside (11) [20], quercetin 3-O-B-D-
glucopyranoside (12) [21], benzyl alcohol glucoside (13) [22],
isorhamnetin 3-O-glucopyranoside (14) [23], kaempferol 3-O-
rutinoside (15) [24] and astragalin (16) [24], by detailed NMR and
MS analyses and comparison with literature data.

Compounds 3, 4, 6, 8-11 and 13 are isolated for the first time from
the Zygophyllaceae family, while § and 7 are new for the genus
Fagonia.

Experimental

General experimental procedures: Optical rotations were measured
on a Rudolph Analytical Autopol IV polarimeter equipped with a
sodium lamp (589 nm) and a 1 dm microcell. NMR experiments
were performed on a Bruker DRX-600 spectrometer (Bruker
BioSpin Germany) equipped with a Bruker 5 mm TCI CryoProbe at
300° K. HR-ESIMS were acquired on a Q-TOF premier
spectrometer (Waters-Milford).

Plant material: The aerial parts of Fagonia longispina Batt. were
collected during flowering period, in April 2012 near Bechar in the
south west of Algeria and authenticated by Mr. Benabdelhakem
Mohamed of the national agency of preservation of natural
resources. A voucher specimen (FL N° 38/2015) has been
deposited at the Herbarium of the VARENBIOMOL research unit,
Constantine 1 University.

Extraction and isolation: The aerial parts (2200 g) of Fagonia
longispina (Zygophyllaceae) were chopped and divided in two
parts; the first was macerated with chloroform for 10 min, three
times. After filtration, the filtrates were combined, concentrated to
obtain the chloroform exudates extract (20.16 g). The second part
was extracted at room temperature with MeOH-H,O (7:3 v/v) three
times for 24 h. After filtration, the combined methanol extracts were
evaporated under reduced pressure, up to 37 °C and dissolved in
water (400 ml). The resulting solution was filtered and extracted
successively with petroleum ether, CHCl;, EtOAc and n-BuOH.
The organic phases were concentrated to obtain the following dry
extracts: petroleum ether (0.39 g), CHCl; (3.27 g), EtOAc (3.5 g)
and n-BuOH (25.27 g). A portion (16 g) of the chloroform exudate
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was subjected to column chromatography on silica gel and eluted
with a mixture of n-hexane-EtOAc with increasing polarity.
Fractions of 100 ml were combined according to their TLC
behavior to yield 48 fractions. Fraction 34 (141.4 mg) (n-hexane—
EtOAc, 6:4) afforded after purification by semi-preparative reversed
phase HPLC wusing MeOH-H,0 (57:43), A-2-carene-B-D-
glucopyranoside-2', 6'-O-acetate (1) (1.2 mg, tg 47.5 min). Fraction
36 (131.8 mg) (n-hexane— EtOAc, 58:42) was purified by
crystallization with CHCl;/MeOH and silica gel plates (CH,Cl,-
Et,0, 8:2) to give cirsimaritin (2) (8.2 mg). Fraction 39 (143.1 mg)
(n-hexane-EtOAc, 54:46) was submitted to preparative TLC on
silica gel eluted with CHCI3-MeOH (7:0.5) to yield (35)-3-O-(B-D-
glucopyranosyl)-3,7-dimethylocta-1,5-dien-3,7-diol (3) (6.1 mg).
Fraction 46 (39.5 mg) (n-hexane-EtOAc, 1:9) was subjected to
preparative TLC (CHCI3-MeOH, 8.5:1.5) to give 2-hydroxy-5-(1-
hydroxy-1-methylethyl)-2-methylcyclohexyl-p-D-glucopyranoside
(4) (3.4 mg). The ethyl acetate extract (3.5 g) was chromatographed
on a silica gel column eluted with CHCl;-MeOH with increasing
polarity. Fractions of 100 ml were collected, based on similarity of
spots on TLC to yield 27 fractions. Fraction 3 (30.2 mg) (CHCl;-
MeOH, 96:4) was purified by crystallization in CHCl;-MeOH to
give isokaempferide (5) (7.7 mg). Fraction 7 (164.4 mg) (CHCl;-
MeOH, from 94:6 to 92:8) was separated by RP-HPLC using
MeOH-H,0 (45: 55) to afford 3,7-dimethyloct-1-ene-3, 6,7-triol (6)
(1.3 mg, tg 10 min) and naringeninic acid (7) (1.8 mg, tz 15 min).
Fraction 8 (189.8 mg) (CHCI;-MeOH, 92:8) gave after purification
by RP-HPLC using MeOH-H,0 (45:50) p-hydroxybenzoic acid (8)
(2.2 mg, tg 8 min) and centrolobol (9) (1.0 mg, tg 37.5 min).
Fractions 10 and 11 (293.4 mg) (CHCI3-MeOH, 9:1) which had
similar composition were combined and purified by RP-HPLC
using a mixture MeOH-H,O (57:43) to afford arthromerin B (10)
(3.8 mg, tg 17 min) and 2-hydroxy-2-methyl-5-(1-methylethenyl)
cyclohexyl-B-D-glucopyranoside (11) (1.3 mg, tz 25 min). Fractions
16 and 17 (113.1 mg) (CHC1;-MeOH, from 86:14 to 84:16) which
had similar TLC behavior were collected and purified by RP-HPLC
using MeOH-H,O (4:6) to obtain quercetin 3-O-B-D-
glucopyranoside (12) (2.6 mg, tg 25min). A part of the n—butanol
extract (15g) was fractionated by column chromatography on silica
gel with a stepwise gradient mixture of CHCl;-MeOH as eluent.
Fractions of 100 mL were collected, analyzed by TLC on silica gel
and grouped to obtain 25 fractions. Fraction 9 (52.3mg) (CHCl;-
MeOH, from 9:1 to 85:15) gave after purification by RP-HPLC
eluted with MeOH-H,0O (28:72) benzyl alcohol glucoside (13) (1.8
mg, tg 12min). Fractions 11 and 12 (CHCl;-MeOH, from 8:2 to
75:25) were combined (72.0 mg) and purified by HPLC (MeOH-
H,0, 1:1) to yield isorhamnetin-3-O-glucoside (14) (2.1 mg, tg 12
min). Fraction 13 (239.2 mg) (CHCI3-MeOH, 8:2) was loaded onto
preparative TLC on silica gel, eluted with a mixture of EtOAc-
MeOH-H,0O, 8:1:1) and further purified by Sephadex LH-20
column to yield kaempferol 3-O-rutinoside (15) (6.2 mg).
Purification of fraction 16 (180.9 mg) (CHCl;-MeOH, from 75:25
to 7:3) was carried out by plates on silica gel eluted with EtOAc-
MeOH-H,0, 8:1:1, followed by Sephadex LH-20 column to afford
astragalin (16) (6.4 mg).

A-2-Carene-6-0l-6-0-(2°,6’-diacetyl)-p-D-glucopyranoside (1)
[a]p:+ 3.2 (¢ 0.13, MeOH).

'Hand °C NMR: Table 1.

HRESIMS m/z: 421.1832 [M+Na] +, calculated for C,yH3qOgNa:
421.1832).
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ABSTRACT

The essential oil of the fruit of Zizyphus lotus (L.) Desf. belonging to the Rhamnaceae family, was obtained by steam
distillation and analyzed by GC-FID and GC-MS. 38 components were identified corresponding to 92% of the total oil.
Fatty acids represented the major fraction (78.9%), followed by hydrocarbons (10.8%) while terpenic fraction constituted
only 1.1% of the oil (a.- and B-eudesmol). The fatty acids fraction contained 23 saturated and unsaturated compounds (67.8
and 11%, respectively) from Cs to Cis. The major constituents are in decreasing order: ethyl hexadecanoate (12%), decanoic
acid (11%), ethyl dodecanoate (9.4%), ethyl hexadec-9-enoate (7.9%), dodecanoic acid (6.5%), ethyl tetradecanoate (6.1%)
and tetradecanoic acid (5%). Several studies described the fatty acid composition of different parts of Zizyphus species in
the fixed oil. Our study is the first report devoted to the chemical composition of the essential oil of the fruit of this species.
The antioxidant property of this oil was evaluated using B-carotene bleaching method.

Keywords: Zizyphus lotus L. (Desf.), Rhamnaceae, Essential oil composition, Fatty acids, Antioxidant capacity.

INTRODUCTION

Zizyphus species have wide distribution and uses
worldwide in traditional medicines for many purposes'>.
The genus belonging to the Rhamnaceae family, contains
about 100 species deciduous or evergreen trees and shrubs
distributed in the tropical and subtropical regions of the
world®. In Algeria, this genus is represented by four
species’. Zizyphus lotus (L.) Desf. also, known as Jujube
« Sedra » is a Mediterranean species widely distributed in
North Africa, Septentrional Sahara and Southern Europe
countries®’. Leaves of Zizyphus species, have
hypoglycemic effect and antiseptic activity®®. The flower
infusion is used as febrifuge and disinfectant for eyes!’.
The fruit of Z. lotus is a valuable source of nutrients as well
as antioxidant!'"'?, antimicrobial and antifungal'?,
immunosuppressive'4, anti-inflammatory'?, and
antiulcerogenic'>'® compounds. The fruits have also
antitumoral effects'”, while the roots extract has antifungal
and antibacterial activities's. Fruit of Zizyphus lotus of
North Africa is delicious and consumed directly due to its
high nutritional value. This organ is rich in minerals (Ca,
Mg, Na, K and phosphorus), carbohydrates, fatty acids and
proteins'®. The fruit pulp of this plant contained higher
contents of vitamin A and C compared to the other parts'®.
In continuation of our ongoing program on medicinal and
aromatic species from Algeria?®?*, we investigated the

chemical composition of the essential oil of Zizyphus lotus
(L.). Several studies on fixed oil of Zizyphus lotus showed
that oleic and linoleic acids were the major components of
the seeds and fruit'®227, Our results on the essential oil of
the fruit were quite different and showed diverse
proportions of fatty acids. To the best of our knowledge,
this is the first study devoted to the chemical composition
of the essential oil of the fruit of this species.

MATERIALS AND METHODS

Plant material

The fruits of Zizyphus lotus (L.) Desf. were collected on
December 2014 in the region of Ouled Fadhel Batna
(Aures), and authenticated by professor Mohamed
Kaabeche, Setif 1 university, Algeria.

Extraction of the essential o0il

The aerial parts (450 g) of the fruit of Zizyphus lotus were
subjected to steam distillation in a Kaiser Lang apparatus
for three hours. The obtained essential oil was collected
and dried over anhydrous sodium sulphate and kept at 4°C
until analysis. The yield of the oil was calculated in relation
of the dry weight of the plant.

GC-FID Analysis

The essential oil was analyzed on an Agilent gas
chromatograph (GC-FID) Model 6890, equipped with a
HP-5MS fused silica capillary column (5%-diphenyl-95%-

*Author for Correspondence : sbenayache @yahoo.com
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Table 1: Composition of Zizyphus lotus fruit essential oil.

Peak N° RT °RI “Components %

1. 9.734 1167 Octanoic acid 3.1
2. 10.825 1260 (E)-Dec-2-enal 0.6
3. 11.075 1287 Nonanoic acid 2.4
4, 12.52 1390 Decanoic acid 11.0
5. 12.619 1397 Ethyl decanoate 4.8
6. 13.2 1443 Ethyl-(2E)-dec-2-enoate 0.7
7. 13.604 1476 Undecanoic acid 2.1
8. 13.858 1496 Ethyl undecanoate 2.8
9. 14.808 1565 Dodecanoic acidl 6.5
10. 15.049 1594 Ethyl dodecanoate 9.4
11. 15.782 1662 B-Eudesmol 0.6
12. 15.804 1664 o-Eudesmol 0.5
13. 16.143 1695 Ethyl tridecanoate 1.1
14. 16.198 1697 Pentadecan-2-one 0.7
15. 16.947 1770 Tetradecanoic acid 5.0
16. 17.066 1781 (Z)-Tetradec-9-enoic acid 0.3
17. 17.132 1788 (E)-Tetradec-9-enoic acid 0.3
18. 17.22 1796 Ethyl tetradecanoate 6.1
19. 17.698 1843 6,10,14-Trimethyl-pentadecan-2-one 1.3
20. 17.898 1863 Phtalate 0.8
21. 18.218 1894 Ethyl pentadecanoate 0.8
22. 18.53 1926 Methyl hexadecanoate 0.2
23. 18.975 1972 Ethyl (Z)-hexadec-9-enoate 7.9
24. 19.08 1983 Ethyl (E)-hexadec-9-enoate 0.6
25. 19.22 1997 Ethyl hexadecanoate 12.0
26. 20.11 2085 Ethyl heptadecanoate 0.3
27. 20.77 2163 Ethyl (Z)-octadec-9-enoate 0.7
28. 20.827 2170 Ethyl (E)-octadec-9-enoate 0.5
29. 21.011 2193 Ethyl octadecanoate 0.3
30. 21.922 2300 Tricosane 0.3
31. 21.988 2308 Tricosan-2-one 0.6
32. 22.744 2399 Tetracosane 0.3
33. 23.536 2500 Pentacosane 0.5
34, 24.262 2595 Hexacos-9-ene 0.2
35. 24.297 2600 Hexacosane 0.3
36. 25.046 2702 Heptacosane 3.7
37. 25.746 2800 Octacosane 0.5
38. 26.446 2903 Nonacosane 33
Total identified 92.0
Grouped compounds

hydrocarbons 10.8
Fatty acids 78.9
sesquiterpenes 1.1

2Compounds are listed in order of their RI
PRI (retention index) measured relative to n-alkanes (Cs-Cao) using HP-5MS column.

dimethylpolysiloxane, 25 m x 0.25 mm, film thickness
0.25 pm), programmed from 50°C (5 min) to 250 °C at
3°/min and held for 10 min. Injector and flame ionization
detector temperatures were 280 and 300 °C, respectively.
The essential oil was diluted in acetone (3.5%, v/v) and
injected in split mode (1/60), helium was used as a carrier
gas (1.0 mL/min). Solutions of standard alkanes (Cs-Czo)
were analyzed under the same conditions to calculate
retention indices (RI) with Van del Dool and Kratz
equation.

GC-MS Analysis

Mass spectrometry was performed on an Agilent gas
chromatograph-mass spectrometer (GC-MS) Model
7890/5975, equipped with HP-5MS capillary column (25
m x 0.25 mm, film thickness 0.25 pm) programmed with
the same conditions as for GC-FID. The mass spectrometer
(MS) ionization was set in positive electron impact mode
at 70 eV and electron multiplier was set at 2200 V. Ion
source and MS quadrupole temperatures were 230 °C and
180 °C, respectively. Mass spectral data were acquired in
the scan mode in the m/z range 33-450. The essential oil
constituents were identified by matching their mass spectra
and retention indices (RI) with those of reference
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Figure 1: GC-FID Chromatogram of Zizyphus lotus fruit essential oil.

Table 2: Linoleic acid peroxidation activity (%) of the
fruit of Zizyphus lotus (L .).
Inhibition of linoleic acid peroxidation ( % )

Zyziphus lotus(L.) 81.61+11.37
Negatif control 18.66+3.21
BHA 92.28+£2.46

Values are mean + SD of three samples analyzed
individually in triplicate at p <0.05

compounds from libraries such as Adams®® and McLafferty
& Stauffer?. The proportions of the identified compounds
were calculated by internal normalization.

[S-carotene bleaching method

The test was carried out following the spectrophotometric
method of Miller®® based on the ability to decrease the
oxidative bleaching on B-carotene in a B-carotene/linoleic
acid emulsion.

The essential oil of Zizyphus lotus was prepared at a
concentration of 2 mg/mL in methanol. Then, a solution of
3-Carotene was prepared by dissolving 0.5 mg of B-
carotene in 2 mL of chloroform. 25 uL of linoleic acid and
200 mg of Tween 40 were added. The chloroform was
removed at 40 °C under reduced pressure, 100 mL of
oxygenated water were added under vigorous shaking until
the formation of an emulsion.3.5 mL of this emulsion was
transferred into a tube containing 500 uL of essential oil.
The zero time absorbance was read at 490 nm. Absorbance
readings were recorded at 48 hours until the visual color of
B-carotene in the control sample disappeared. The
antioxidant activity (Inhibition %) was calculated using the
following equation:

Inhibition % = (A B-carotene after 48 hours assay * 100) /A initial B-
carotene)

Where; A g-carotene after 48 hours assay 1S the absorbance of f3-
carotene after 48 hours assay remaining in the samples, and
Adnitial 8-carotene 15 the absorbance of initial B-carotene at the
beginning of the experiment. All tests were carried out in
couple.

RESULTS AND DISCUSSION

The steam distillation of the essential oil of Zizyphus lotus
(L.), gave a viscous liquid. The yield of essential oil was
0.005% (w/w) in relation to the dry weight of the plant. The
analysis and identification of the compounds of the
essential oil was performed using the (GC-MS). The
general chemical profile of the essential oil, the percentage
content and retention indices of the constituents are
summarized in Table 1 and Figure 1. This investigation
allowed the identification of 38 constituents corresponding
to 92% of the total oil. Among the identified constituents,
fatty acids compounds represented 78.9% , 10.8% were
hydrocarbons and 1.1% were sesquiterpenes. The fatty
acids fraction contained 23 saturated and unsaturated
compounds (67.8 and 11%, respectively) from Cs to Cis
(Table 1). The major constituents are in decreasing order:
ethyl hexadecanoate (12%), decanoic acid (11%), ethyl
dodecanoate (9.4%), ethyl hexadec-9-enoate (7.9%),
dodecanoic acid (6.5%), ethyl tetradecanoate (6.1%),
tetradecanoic acid (5%), ethyl decanoate (4.8%), octanoic
acid (3.1%), ethyl undecanoate (2.8%), nonanoic acid
(24%) and wundecanoic acid (2.1%). The major
hydrocarbons were heptacosane (3.7%) and nonacosane
(3.7%) while the only sesquiterpene found were a-and f-
eudesmol (0.6% and 0.5% respectively). These results
were quite different from those obtained previously on the
fixed oil of the fruit of this species from two samples from
Al Mader region (Aures) and Djelfa (Southwest of
Algeria) which indicated that the major fatty acid was oleic
acid (49.88% and 62.79%, respectively). To the best of our
knowledge, this is the first report on essential oil
composition of Zyziphus lotus.

[-carotene bleaching method : Table 2 shows the decrease
in absorbance during the coupled oxidation of B -carotene
and linoleic acid. The B-carotene bleaching test was
selected for antioxidant activity determination because it is
carried out in an emulsion, a situation frequent in foods.
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On the other hand, it is generally agreed that the oxidation
is initiated by free radical attack; therefore, assays to
evaluate the radical scavenging activity are representative
of the potential of a compound to retard oxidation. The
antioxidant capacities were estimated to be 92.28% and
81.61% for BHA and Z. lotus, respectively. This result
indicated the potent antioxidant activity of essential oils
from Z. lotus which can be related to fatty acid compounds.

CONCLUSION

We report for the first time the essential oil composition of
Zyziphus lotus collected from the area of Batna in the
Northeast of Algeria. Analysis by GC-FID and GC-MS
allowed the identification of 23 fatty acids representing
78.9% of the total oil. The major components were: ethyl
hexadecanoate (12%), decanoic acid (11%), ethyl
dodecanoate (9.4%), ethyl hexadec-9-enoate 7.9%,
dodecanoic acid (6.5%), ethyl tetradecanoate (6.1%) and
tetradecanoic acid (5%). Hydrocarbons represented 10.8%
while sesquiterpene fraction reached only 1.1%. These
results differ from those obtained previously on the fixed
oil of the fruit of this species. The result of antioxidant
capacity of the oil evaluated by the p-carotene bleaching
method, showed the potent activity of the essential oil of
this species.
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