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Introduction générale



La santé et la beauté font parties des préoccupations de ’homme qui continue toujours de
chercher le meilleur moyen de les entretenir. Ses recherches ont connu un changement
considérable ces dernieres années. Plusieurs industriels tels que les firmes pharmaceutiques et
I’industrie du cosmétique ont suivi une nouvelle révolution : le retour a la nature. Ainsi, la
médecine douce propose des traitements plus doux, moins agressifs et surtout plus acceptés
par le malade et la cosmétologie propose des préparations a base de produits naturels plus
appréciées et plus recherchées par le consommateur.

L'efficacité des plantes utilisées dans la médecine populaire est due a la présence des produits
chimiques. Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui
sont indispensables a leur existence. Ceux-ci englobent des protéines, des lipides et des
hydrates de carbone qui servent a la subsistance et la reproduction, non seulement de la plante
elle-méme mais encore des animaux qui s’en nourrissent.
De plus, les plantes synthétisent une gamme extraordinaire d’autres composés appelés
métabolites secondaires. La plupart de ce composées sont des "antibiotiques™ au sens large,
car ils protégent les plantes contre les champignons, les bactéries, les animaux et méme les
autres plantes. Donc, les plantes fait une riche source de médicament parce qu’elles
produisent une foule
de molécules bioactives, dont la plupart jouent le réle de défense chimique contre les
prédateurs ou des agents infectieux [1]. Elles restent la source prédominante de médicaments
pour la majorité de la population mondiale, en particulier dans les pays en voie de
développement. Environ 40 % des médicaments sont ainsi dérives de la nature [2].
L’intensité des ressources naturelles qui caractérise 1’ Algérie [3] ayant I’intérét biomédicale a
pousse les chercheurs Algériens a explorer ces ressources sur le plan phytochimique ainsi que
sur le plan pharmacologique [4, 5].
L’objectif de mon travail de these consiste a isoler des substances naturelles qui peuvent
trouver une utilisation thérapeutique. de deux plantes, la premiére c'est Galactites Elegans
appartient a la famille Asteracea et la deuxieme Solanum Rostratum appartient a la famille
Solanaceae. ces deux plantes fait I’objet d’une étude phytochimique et biologique
Ce travail sera presenté comme suit :
e Dans un premier chapitre, nous présenterons une étude bibliographique sur les
connaissances botaniques et phytochimiques des deux familles Asteraceae Solanaceae
et sur les deux genres étudiés. Nous aborderons également un apercu général sur les

terpénes, les flavonoides, principaux constituants de ces deux plantes.



Le second chapitre sera consacré aux travaux personnels consistant en la séparation et
la purification des composés obtenus. Nous présenterons également dans ce chapitre
un apercu botanique sur chaque plante.

L’interprétation des résultats et la détermination structurale des composés isolés seront
détaillées dans le troisiéme chapitre.

L’évaluation biologique de la majorit¢ des composés isolés des deux especes sera
présentée dans le quatrieme chapitre.

A la fin, une conclusion générale portera une lecture attentive par les différents

résultats obtenus.



CHAPITRE | : RAPPEL
BIBLIOGRAPHIQUES



Partie 1 : Etude Botanique



|. Etude botanique.

| .1. La flore Algérienne

La répartition des végétaux a la surface du globe est conditionnée par trois facteurs
principaux: l'eau, la température et la lumiére. Lorsque ces trois conditions d'humidité, de
chaleur et d'éclairement sont suffisamment bien remplies, le tapis végetal atteint son plein

développement [6].

La végetation sous le climat semi-tropical de I'Algérie différe sous beaucoup de rapports de
celle du centre et du nord de I'Europe. Les arbres et arbustes étant presque tous a feuilles
persistantes donnent au paysage d'hiver un tres grand charme et la campagne algérienne au

printemps, c'est-a-dire en mars et avril, est un magnifique jardin fleuri [7].

La Flore d'Algérie est riche de plusieurs milliers d'espéces botaniques, Il n’existe pas, en
Algérie, de mise au point permettant d’avoir une idée précise de la richesse floristique. Les
chiffres avancés par les auteurs sont tres variables. La biodiversité algérienne globale
(naturelle et agricole) compte environ 3150 espéces dont 2700 se retrouvent en région
méditerranéenne reparties sur 917 genres et 131 familles[7], avec un niveau d’endémisme qui
peut dépasser 6,51%.[9]

I.1.1. Ordre des Astrales

Les plantes Asterales forment un ordre de dicotylédones a fleurs qui comprend la grande
famille des Astéracées (ou composées) connue pour les fleurs composites en fleurettes, et dix

familles liées a la famille des Asteraceae, dans la sous-classe des astéridées.

Selon la classification phylogénétique d'APG 1V (2016) I'ordre des Astérales renferme un peu
plus de 26000 especes réparties dans 11 familles dont la plus représentée est la famille des

Astéracées.

Les Asterales sont des organismes qui semblent avoir évolué d'un ancétre commun. Leurs
caractéristiques d'identification sont surtout morphologiques, biochimiques et de
synapomorphies (partagés par deux ou plusieurs groupes a travers le développement
évolutionnaire). Les plantes comprennent la présence d'inuline oligosaccharide, une molécule
de stockage d'éléments nutritifs utilisés a la place de I'amidon; et une unique étamine. Les

étamines sont habituellement trouvés dans le style sont, soit densément agrégées ou
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fusionnées dans un tube, probablement une adaptation pour la pollinisation qui est commune
parmi les familles de I'ordre, dans lequel le pollen est recueilli et stocké sur toute la longueur
du pistil. [10].

I.1.2 Lafamille des Astraceae :

La famille des Astéracées (asteraceaes) ou Composées (Compositeae), C'est la plus vaste
famille des plantes dicotylédones Plusieurs plantes de cette famille sont cultivées pour leur
valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou
comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes, etc.). Cette
famille comprenant plus de 1500 genres et 13000 especes (varie selon les auteurs) [11].
formant approximativement 10% de la flore du monde [12]. Le sol algérien compte environ
109 genres et plus de 408 especes[13].

Son nom scientifique: asteraceae a été introduit par Martynov en (1820).Le nom Compositae
revient a Giseke des (1792).

Description botanique

Les Astéracées ont la caractéristique commune d'avoir des fleurs réunies en capitules, c'est-a-
dire serrées les unes a coté des autres, sans pedoncules, placées sur I'extrémité d'un rameau ou
d'une tige et entourées d'une structure formée par des bractées florales. Cette structure en
forme de coupe ou de collerette est appelé un involucre. [14].

[14] Figure 1.1 : Inflorescence en capitule.

Ainsi, contrairement a I'opinion populaire, ce qu'on appelle une « fleur » de tournesol, de
chardon, ou de pissenlit... n'est en réalité pas « une » fleur mais un capitule de fleurs.

Les fleurs des astéracées, appelées aussi fleurons, se présentent sous deux formes :

* des languettes, ou ligules, dans lesquelles les équivalents des pétales sont soudés,
géneralement par cing, parfois par trois, reconnaissables seulement aux dents de la languette
Figure [1.2].



* des tubes terminés par des lévres imperceptibles ou s'ouvrant plus ou moins largement en

cing lobes. Figure [1.3].

[15] Figure [1.2]

[15]Figure [1.3].

Dans le premier cas on parle de fleurons ligulés, dans le second, de fleurons tubulés. Le

capitule peut présenter trois aspects différents [15]. :

« fleurons tous ligulés (chicorée, pissenlit, laitue etc.);
» fleurons tous tubulés (chardon, cirse, centaurée etc.);

« fleurons périphériques ligulés entourant un disque de fleurons tubulés (marguerite, aster,

sénecon etc.). [16]



[17] Figure [1.4] : les type des akénes des Astéracées

Fleurons ligulés et Fleurons tous tubulés Fleurons tous ligulés

tubulés

[16] Figure [1.5] : les déférents types des fleurs des Astéracées

Les fruits sont des akenes, souvent couronnés d'une aigrette de soies appelée pappus qui
favorise la dispersion des graines par le vent [17].

Pour déterminer la plupart des plantes de cette famille, il est nécessaire de récolter des
capitules défleuris, portant des fruits mdrs ou au moins déja bien formés. L'observation des
bractées de l'involucre est également trés importante.

Dans cette famille nombreuse, certains genres fournissent des légumes :

 Lactuca, les laitues.
» Cichorium, les chicorées dont le chicon.

« Cynara, l'artichaut.



« Tragopogon, le salsifis.

Plus de 200 genres sont cultivés comme plantes ornementales (aster, chrysantheme, etc.).
Certains comme le genre Pyrethrum fournissent un insecticide, d'autres (genre Artemisia) sont
utilises dans la fabrication de liqueurs comme l'absinthe ou le génépi [18], d'autres enfin sont
connus pour le caractére allergene de leur pollen (genre Ambrosia).

Certaines Astéracées sont des plantes succulentes, principalement dans les genres Senecio et
Othonna.

On peut aussi citer une plante emblématique de la flore montagnarde, I'edelweiss.

Certaines plantes de cette famille ont des utilisations importantes dans la médecine
traditionnelle comme par exemple: Les préparations de drogue riche en flavanoides.

Helichrysum

Arenarium a été employé comme remeéde des infections hépatiques. L'artichaut (Cynara
Scolymus) est également apprécié pour sa grande réputation dans la médecine populaire, la

propriété de protection du foie est attribuée aux extraits des feuilles de cette plante [19] [20]

|. 1-3 Galactites :

Galactites est un genre de plantes a fleurs de la famille des Asteraceae, appelées galactites ou
galactités. Son nom est dérivé du grec ydiaktog (= "lait").

Ce genre a été décrit pour la premiere fois en 1794 par le botaniste allemand Conrad Moench
(1744-1805) [21]

Le genre botanique Galactites est essentiellement représenté par I'espece Galactites elegans,
le chardon laiteux, une plante d'origine méditerranéenne proche des chardons et des cirses

(synonyme : Galactites tomentosa).

I. 1.4. Galactites elegans :

Chardon

Arab. : Choiik el-Hamir. — Italy: ScarUne. — Anglais : Thistle.

Espéce de chardon trés commun dans les champs, a feuille portant comme des taches de lait, a
limbe découpé en sorte de grosse aréte. Tige florale cannelée, épineuse, haute d'un métre

environ et portant des fleurs blanches teintées de violet. [22]
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. 1.5. Ordre des Solanales :

Les ordres de Solanales, Garryales, Gentianales et Lamiales constituent le sous-clade Eu-
ASTERIDES, qui se caractérise par des fleurs a sympétalie tardive, dont les pétales se
forment séparés avant de se souder entre eux, I’ovaire est presque toujours supere, I’androcée
est isotone ou parfois oligostémone, et les meétabolites secondaires sont généralement des
iridoides ou des alcaloides. L’ordre des Solanales correspond a des plantes essentiellement
herbacées, a feuilles alternes, dont les fleurs sont de grande taille, réguliéres, hermaphrodites,
gamopetales, isostémones. Les ovules sont toujours unitégumentés et ténuinucellés. Depuis la
séparation des Boraginaceae de cet ordre, celui-ci se limite désormais a environ 4 800 especes
regroupées en 5 familles [23].

Les Solanacées comprennent entre 3000 et 4 000 espéces, réparties en 90 genres aux

morphologies variées : arbres, arbustes, lianes, herbes vivaces ou annuelles.

Cette famille, présente dans le monde entier et plus spécialement en Amérique du Sud, revét
une grande importance économique car beaucoup de plantes ornementales (pétunia, datura,
tabac), industrielles (tabac) et surtout bon nombre de fruits et Iégumes (tomate, aubergine,

piments, poivrons, pomme de terre...).

A celles-ci s’ajoutent des plantes officinales, toxiques, voire hallucinogénes, que le folklore
associe a des histoires mythologiques et aux rituels de sorcellerie, telles que la belladone, la

jusquiame, la stramoine et la mandragore.

. 1.6 La famille des Solanaceae :

La famille solanaceae fait partie des grandes familles, elle comprend prés de 147 genres et
environ 2 900 especes réparties dans les régions chaudes et tempérées, avec un important
centre de dispersion en Amérique du Sud.cette famille est subdivisée en trois sous-familles,
les Solanoideae, les Cestroideae et les Nolanoideae. La tribu des Solaneae, qui appartient a la
sous famille des Solanoideae comprend plusieurs genres au nombre desquels Capsicum
(piment), Lycopersicon (la tomate) et Solanum (pomme de terre et aubergine), plantes
utilisées dans 1’alimentation humaine, les Solanacées sont les plus cultivée dans le monde
[23].



Description botanique

La Premiére caractéristique des Solanacées est que toutes les plantes de cette famille
contiennent des substances toxiques, variablement selon leurs organes, et sont donc de

dangereux poisons.

[153] Schéma n° 1.6: Dessins de solanum Dulcamara

Toutes Les solanacées contiennent de la solanine, en quantité toxique et leur ingestion peut
étre mortelle, les baies mares sont les parties en contenant le moins, d’ailleurs les fruits des
variétés actuelles n’en contiennent plus par sélection, d’ou leur consommation possible par
1’étre humain.

La solanine n’est d’ailleurs pas présente dans les tubercules des pommes de terre mais s’y
développe si le tubercule est exposé a la lumiere du soleil, le rendant potentiellement toxique.

Certaines Contiennent de dangereux alcaloides (atropine, hyoscamine. scopolamine, nicotine),
contrées differemment dans les différents organes de la plante. De Ce fait elles ont été
utilisees depuis des siécles pour leurs propriétés psychotropes, ou en moindre quantité a but
médicinal.

Caractéristiques générales permettant de reconnaitre une plante appartenant a cette famille :

- fleurs hermaphrodites et le plus souvent réguliéres ;



- sépales soudés et persistants, a 5 divisions peu profondes ;

- 5 pétales soudes, formant une corolle en étoile (lobes soudés seulement a leur base) ou en
tube (lobes soudés quasiment jusqu’au sommet) ;

- étamines soudées aux pétales, en méme nombre que ces derniers (5 dans nos régions) et
égales ;

- ovaire généralement a 2 loges ; - fruit pouvant étre une baie (morelle, belladone, tomate...)
ou une capsule (datura, jusquiame...) ;

- graines rondes et plates, tres nombreuses dans chaque fruit.

[154]Figure 1.7 : Solanum tuberosum (pomme de terre)

. 1.7 Solanum

Le Solanum est I'un des plus grands genres de plantes vasculaires avec 1 000 a 1 500 especes,
dont environ 1 000 seraient d'origine américaine [24]. La taxonomie du genre et de ses sept
sous-genres a subi de nombreuses révisions, mais le genre global consiste en herbes, arbustes,
arbres ou vignes herbacées ou ligneuses, généralement avec des épines ou des piquants,
glabres ou pubescents avec des poils simples ou étoilés [25]. Le genre Solanum comprend la
pomme de terre sauvage, S. tuberosum, la tomate, S. lycopersicum et l'aubergine, S.
melongena, et de nombreux autres membres sont cultivés a des fins médicinales et
ornementales. Bien que I'étymologie du nom scientifique du genre ne soit pas claire, elle peut
étre dérivée du mot latin «sol», signifiant «soleil», se référant a son affinité pour la lumiére du

soleil ou au mot latin «solare» signifiant «apaiser». , le mot latin "solamen”, signifiant "un
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confort”, ou le mot akkadien "sululu”, signifiant "heureux", en référence aux effets
narcotiques de certaines especes de Solanum aprés I'ingestion [26].

Le genre Solanum a été divisé en sept sous-genres, qui sont subdivisés en sections et sous-
sections. L'espece Solanum rostratum appartient au sous-genre épineux Solanum
Leptostemonum et a la section Androceras. La section Androceras est caractérisée par une
répartition principalement tempérée du nord et des fleurs zygomorphes, hétéranthemes et
énantiostyliques distinctes et des tubes de calice épineux qui enveloppent étroitement et

complétement les baies [27][28].

Ce sont des arbres, arbustes, plantes sarmenteuses ou herbes. Les feuilles sont alternes ou
géminées, simples ou entiéres a lobées ou composeées; le pétiole est présent ou non. Les
inflorescences sont terminales, axillaires, latérales (extra-axillaires) ou pseudo-terminales,
cymeuses, mais pas a la base. Les fleurs sont racémeuses en panicules ou solitaires. Les
pédicelles sont présents ou non. Les bractées sont le plus souvent présentes ou absentes. Les
fleurs 5-meres (pieces florales par multiple de 5) sont & et @ (ou plantes andromonoiques).
Le calice est généralement campanulé ou cupulaire, le plus souvent lobé. La corolle est
parfois campanulée, peu ou profondément lobée. Les étamines sont insérées a la base du tube
de la corolle. L’ovaire a 2 carpelles possede parfois 4 loges par formation de fausses cloisons.
Les baies sont juteuses, charnues ou seches a la fin. Les graines sont le plus souvent

nombreuses et comprimées et les embryons sont fortement courbés [29].

. 1.8 Solanum Rostratum

Description botanique

Les plantes individuelles atteignent 1-1,5 m de haut, avec des feuilles une fois ou deux fois
pinnatifides, et des piquants abondants sur les tiges et les feuilles. Il produit des fleurs jaunes
avec des corolles pentagonales de 2-3,5 cm de diametre et faiblement symétriques

bilatéralement [27].

Dans son aire de répartition naturelle, S. rostratum est pollinisé par des abeilles de taille
moyenne a grande, y compris des bourdons[30]. Les fleurs portent deux séries d'anthéeres de
taille inégale et peuvent étre nettement colorées[31]. Le fruit, une baie, est entouré d'un calice
épineux et les graines sont libérées lorsque les baies sechent et se fendent alors qu'elles sont

encore attachees a la plante. [32].
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Type de plante

Annuel

Herbacé

Graine propagee

Distribution

S. rostratum est considéré comme indigéne au Mexique, ou il présente la plus grande diversité
génétique [33], ainsi qu'aux Etats-Unis, en particulier dans la région des Grandes Plaines [27]
et est largement naturalisé et invasif dans les régions tropicales et tropicales du monde [34]
[35]. En tant qu'espéce introduite, elle n'est pas aussi répandue en Afrique ou en Inde, étant
une introduction relativement récente [36][37], comme en Australie, ou elle a été qualifiée,

dans certaines régions, d'agriculture et d'environnement. mauvaise herbe [34].

| .2 Travaux antérieurs et principaux métabolites secondaires isolés du genre Galactites

Les seuls travaux effectués sur Galactites elegans ont mené a I’isolement et la détermination
de quelque produit comme suit :

Tableau 1.1 : Les produits isolés d’espéce galactites elegans

Structures Ref
= o)

N N 0

X \]/

OH

P NH oH [38]
N
Lumichrome o]

Acide phenyllactique
/ / HO
HO
Hotrienol 2 ‘ [39]

Linanool 2
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STRUCTURES Ref
OH
o o
/ \ [40]
o) o/
Methyl syringate
OH OH
HO HO
o o [41]
HO Q
Acide cafeique
HO
COOH
OH OH

Acide chorogenigue

1.3 Travaux antérieurs et principaux métabolites secondaires isolés du genre solanum

Rostratum :

Les seuls travaux effectués sur Galactites elegans au sein de laboratoire mené a 1’isolement et

la détermination de quelque produit suivant :

Tableau 1.2 : Les produits isolés d’espece Solanum rostratum

STRUCTURES

Ref

furost-5-ene-3,2diol,22-methoxy

[41]
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Olean-12-en-28-oic acide 3p -Hydroxy

STRUCTURES Ref
///o
[42]
oH
AcO® g Stigmasta-5,22-diene, 33-( f— glucopyranosyloxy
Lup-20(29)-en-3-B-ol,acetate
Wi
[43]
stigmast-5-en-3 3 -ol
HO
[44]

B-D-glucopyranoside, (3f)stigmast-5-en-3-yl
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STRUCTURES

Ref

Et

Stigmasta-5,22dien-3-ol (3B ,22E)

3p—tetradecanoyloxy-28-hydroxylolean-18ene

=~ O\H/V\/\/\A/

o

3B—dodecanoyloxy-28-hydroxylolean-18ene

[45]

HO o OH

OH o

luteoline-3'-(6E-p-coumaryol-B-D-glucopyranoside

OH

OH o

Quercetine 3-(6-E-p-coumaroyl-B-Dglucopyranoside)

[46]

Rl R2

OH H Quercetin

H glc  Kaempferol-3-O-4-d-
glucopyranoside

OCH3 gal Quercetin 3'-methoxy-3-0O-4-d-
galactopyranoside

OH  gal Quercetin-3-O-p-d-galactoside

28
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STRUCTURES

Ref

OCHs

OH

OR

OH OH

R=Glc 3'-O-Methylquercetin 3-O-p-D-
glucopyranoside
R=Gal 3'’-O-Methylquercetin 3-O-B-D-

galactopyranoside

29

OH
OH
o
N Y
H H
OCHg
HO

7'S-methoxyl-N-trans-p-coumaroyl-
3',4'-dihydroxyphenylethylamine

OH

N
H

Ol

CH3

HO
3-(4-hydroxyphenyl)-N-[2-(4-hydroxyphenyl)-2-
methoxyethyl]-acrylamide

30

Tableau 1.3: Flavonoides isolés de solanum Rostratum

R1 R2 R3 R4 Composes

H OMe H OH 5,4’-dihydroxy-7-méthoxyflavone.
Genkwanine [46].

H OH H OH 7,4’-dihydroxy-5-méthoxyflavone [42].
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Partie 11 : Les Principaux Métabolites
Secondaire



Il composés phénoligues et terpénigues

1.1 Introduction :

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La Pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des
matiéres premieres pour la semi synthése [47].

On a longtemps employeé des remedes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi étaient
dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs datant du 19éme siécle, en
améliorant la connaissance des structures, a fait progressivement se séparer et parfois s’opposer
une phytothérapie traditionnelle souvent empirique avec une thérapeutique officielle incluant
les principes chimiques et végetaux dont la pharmacologie était mieux connue. Cette
thérapeutique officielle accepte parfois avec une certaine méfiance 1’emploi de végétaux ou
d’extraits complexes de végétaux dont I’action est confirmée par 1’'usage sans étre attribuée de
facon certaine a une molécule type [47].

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in
vivo et in vitro de tissus végétaux Ceci est notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont
largement utilises en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et antiradicaires, en particulier les flavonoides et les

proanthocyanidines [47].
1. 2- Classement des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées,
appartiennent a trois classes principales [48][49] :

* Les terpénoides

* Les composés phénoliques

* Les alcaloides

1. 2-1 terpénoides ;

11. 2-1-1 Généralités

Dans le regne végétal, les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires.
Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isoprene (a 5
atomes de carbone) [50,51,52]. A ce jour, avec plus de 30 000 molécules identifiées, les
terpénes constituent 1’une des plus polymorphes et des plus grandes familles de composés
naturels: hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20),
sesterpénes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes,(C40) et polyterpenes.
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X

Isoprene

Schéma n® 1.8: Structure de base des terpénoides

1. 2-1-2 classification :

Les divers squelettes triterpéniques peuvent étre classés en :
e composés aliphatiques comme le squaléne, surtout rencontré dans le regne animal et qui se
trouve egalement dans l'insaponifiable d'huiles végetales (Olive, lin, arachide).

e composés tricycliques comme ’onocérane.

e composés tétracycliques tels les stéroides et les phytostérols.

e composés pentacycliques tres fréquents chez les plantes comme les o et f amyrines.
Cette classification est baseée sur la structure du squelette carboné de I’hydrocarbure saturé dont
dérivent les triterpénes [53], ces métabolites sont regroupés en triterpenes tétracycliques
(Dammaranes, Cucurbitanes, Lanostanes) et pentacycliques (Lupanes, Ursanes, Oléananes et

Friedelanes) (Schéma 1-9).
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Schéma n® I — 9 : Principaux classes des triterpenes.
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La diversité au niveau structurale des triterpénes résulte des nombreuses conformations que
peut adopter le substrat acyclique. Pour une réaction de cyclisation donnée, c’est I’enzyme qui

impose cette conformation via tes interactions enzymes / substrat au sein du site actif [54].

Par exemple, les enzymes prényl-transférase et terpéne synthase sont responsable de la

diversification des triterpénes par deux réactions opérées sur des différents substrats : L’une

de I’addition répétitive d’unité C s, I’autre de la cyclisation.

Schéma n° 1 =10 : Oxydation du squaléne. [55]

C’est de la conformation initiale de I’époxysqualene sur la surface de ’enzyme que dépend

I’orientation de la biosynthése vers stéroides et les triterpenes d’autre part.

1 — si I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise-bateau-chaise-bateau, la
cyclisation conduit a un cation protostane précurseur immédiat, par une suite de migration 1,
2 de protons et de méthyles, des cycloartanes et des cucurbitanes (ces migration sont rendues
possibles par la disposition trans-antiparallele des protons et méthyles en C-17, C-13, C-14 et
C-8).

2 — si I’époxysqualéne est maintenu dans une conformation chaise- chaise- chaise-bateau,

la cyclisation conduite a un cation dammarane, qui peut aussi se réarrange :
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— soit par des migrations concertées conduisant au tirucallol et a 1’euphol, précurseurs

des limonoides et quassinoides.
— soit, et c’est le cas le plus fréquent, par formation d’un cycle supplémentaire ce qui
conduit aux triterpenes pentacycliques : Oléananes, Ursanes, Lupanes, Friedelanes et

taraxastanes, etc., [56].

Schéma n°l — 11 : Principaux cations dans la biosynthese. [57]
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Schéma n°l — 12 : La voie des Oléananes, Fridelines et Ursanes. [58]
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1. 2-2 FLAVONOIDES
11.2.2.1 INTRODUCTION :

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus", signifiant "jaune", désigne une tres large gamme

de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend comme son nom I’indique des
composés jaune mais aussi d’autres couleurs ou incolores. Structuralement, les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes de moléecules, dont les plus importantes sont les flavones, les
flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les ch Icones,
les aurones, les anthocyanes et les tanins. Ces diverses substances se rencontre a la fois sous
forme libre ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une maniére trés génerale, dans toutes
les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois,

feuilles, fleurs et fruits.

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les
activités antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont attribuées en partie,
a la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH ) et superoxydes (O, ")

Nous aborderons dans un premier lieu la biosynthése des flavonoides, puis nous présenterons leur
classification et leur distribution nutritionnelle. eci sera suivi, dans une deuxiéme partie, par une
présentation de leurs activités biologiques.

Vers 1’an 2000 plus de 6500 flavo oides ont été identifiés [1]. lls ont une origine biosynthétique
commune et par conséque t, posséde t tous un méme squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en Ces (A et B), reliés par une chaine

en Cs soit un systeme Cs-Cs-Cs [2], comme le montre la Figure 11.13 [3].

Schéma n°l-.13: Squelette de base des flavonoides
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11-2.2.2. STRUCTURE CHIMIQUE ET CLASSIFICATION :

La variation du degré d’oxydation de la chaine carbonée C 3 (formant, en général un

hétérocycle C, par condensation avec un OH phénolique du noyau A) détermine les
propriétés et la classification utile en sous-groupes ou famille dont les membres peuvent
porter des substituants différents au niveau du noyau B [12].

Le noyau B est relié a I’hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4 comme le montre la figure

1.7.

1
8 o 2 3
7 \2 1
C 4
3
6
5
5 4 6

Schéman® 1.-14

Le Schéma I.-14 et le tableau 1-4 montre les différents sous-groupes dérivés des flavonoides

Tableau 1.4: Division des flavonoides

Flavones | Flavonols |Flavonone |lIsoflavones |Chalcones Aurones
Apigénine |Kaemférol |Eriodictyol |Génistéine |Butéine Sulfurétine
Lutéoline | quercétine Phlorétine

¢ 41 | | |
11.2.2.2.1 FLAVONES ET FLAVONOLS :

Comme nous avons mentionné ci-dessus, tous les types des flavonoides dérivent de la

4,2’ 4’ 6’-tétrahydroxychalcone et par conséquent, possédent tous au moins trois hydroxyles
phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ (schéma |.-14), cela étant, I’un d’entre eux peut étre absent.
Dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols est substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés.
D’autres substitutions sont possibles avec des fréquences variables: hydroxyles libres ou
éthérifiés en C-7 et/ou en C-8, méthylation en C-7 ou en C-8, implication du C-6 et/ou C-8
dans une liaison carbone-carbone avec un sucre.

D’autre part, dans plus de 80% des cas, le cycle B est substitué en C-4’ ou disubstitu¢ en C-3’

et C-4’, ou moins fréquemment 3°,4°,5’-trisubstitué; ces substituants peuvent étre des groupes
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hydroxyles (OH) comme peuvent étre des methoxyles (OCHs). Les autres positions (C-2’ et
C-6’) ne sont qu’exceptionnellement substituées.

En plus, les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement OH en
position C-3 .
11.2.2.2.2 FLAVANONES ET DIHYDROFLAVONOLS :

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par ’labsence de la double 1 entre Co-

Cs et par la présence de centres d’asymétrie (Schéma I.-14). Les variations struc urales son de
méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavo ols se
distinguent des flavanones par I’hydroxylation de la position C-3. Cette class d flavonoides
semble un peu moins fréquente que son homologue insaturé rassemblant les flavones t

flavonols.
112. 2.2.3FLAVAN-3-OLS, FLAVAN-3.4-DIOLS ET ANTHOCYANIDOL

A la différence des flavonoides décrits ci-dessus, ces trois groupes de molécules sont toujours

hydroxylés en position 3 et se caractérisent par I’absence du groupe carbonyle en C-4. Cette
position peut étre libre (cas des flavan -3- Is et anthocyanidols) ou hydroxylée (cas des flavan-
3,4-diols). Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont a ’lorigine des polyméres flavaniques
appelés proanthocyanidols ou tanins condenseés.

Les anthocyanosides sont caractérisés par I’engagement de 1’hydroxyle en position 3 dans une
liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composés, le pélargonidine-3-O-glucoside et le
cyanidine-3-O-ruti ose ou kéracyanine. Les plus fréquents sont le pélargonidine et la
cyanidine

112.2.2.4. CHALONES ET AURONES :

Les chalcones sont différents des autres types de flavonoides cités au-dessus. D’une part 1’

uverture du noyau pyranique central d’autre part elles sont constituées par deux unités
aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique, o,p-insaturée (Figure 1.15). Le
noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A sont le
plus souvent identiques a celles des autres flavonoides.

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumaranone.

Pour ces deux types de molécules, la numérotation des positions est différente des autres

flavonoides décrits precédemment (Figure 1.15).
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Chalcone

Aurone

Schéma 1.-15: Structure des chalcone et Aurone

Tableau 1.5 : les différentes classes de flavonoides

CLASSES PRINCIPALES SUBSTANCES

Dérivés Structure Nom de la Nom Hydroxylation
famille

Phenyl-2- Flavone Apigénine 57,4

chromone Flavonol myricétine 3,5,7,3,4,5
Flavanone butine 7,3, 4
(C2-Cslaison
simple)

Phenyl-2- Catéchines gallocatechine 5,7,3,4,5

chromone (flavanols-3)

Phenyl-3- Isoflavone Genisteine 57,4

chromone

Flavylium Anthocyanidine | cyanidine 3,5,7,3,4

Chalcone Chalcone Buteine 3,4,2°, 4
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Tableau 1.5 : (suite)

Aurone Aurone aureusidin 4,6,3’, 4

11.2.2.3. Biosynthese des flavonoides :

Les composés de départ sont la malonyl-CoA et les dérives-CoA de 1’acide cinnamique
(cinnamoyl-CoA) : ces derniers se forment avec I’intervention de cinnamoyl-CoA ligase.
C’est I’acétyl-CoA carboxylase qui prépare le malonyl-CoA ou trois molécules de cette
derniére et a cinnamoyl-CoA produisent a I’aide de la chalcone synthase, la structure de base
en C-15 sous forme d’une chalcone soit la 4,2 ,4”,6’-tetrahydroxychalcone [59]. Ce e ch Icone
est I'intermédiaire caractéristique de la biosynthése des divers flavonoides. Elle est en équil
bre avec les flavanoides. Cet équilibre étant contrélé par une enzyme la chalco e isomérase,
cette derniére induit une fermeture stéréospécifique du cycle (addition syn. sur la double

liaison) conduisant a la seule (2S)-flavanone [60].

Les aurones derivent directement des chalcones;

L’oxydation des flavanones suivi de réarrangement, c’est-a-dire le déplacement d’un
groupement aryle de C-2 a C-3 en prése ce d’e zyme Isoflavone synthase conduit a la
formation d’isoflavone ; elle est considérée comme une réaction spécifique pour la biogenése
des isoflavonoides [61] ou le composé 2-hydroxy isoflavone est considéré comme un
intermédiaire [62];

L’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3 dans les flavanones conduit a la
formation des flavones cette réaction est catalysée par deux types d’enzymes différentes: la
flavone synthase | et la flavone synthase Il (FNSI et FNSII);

L’hydroxylation des flavanones en position 3 conduit aux dihydroflavonols, cette réaction est
catalysée par I’enzyme flavanone 3-hydroxylase;

Le dihydroflavonol est considéré comme un intermédiaire direct pour la synthese des
flavonols et des flavan-3,4-diols. Ce dernier est un intermédiaire biosynthétique dans la
formation des proanthocyanidines des anthocyanidines et catéchines (flavanols);

Les flavonols sont formés par 1’introduction d’une double liaison entre C-2 et C-3 dans les

dihydroflavonols en présence d’enzyme flavonol synthase.
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Schéma 1.-16: schéma illustrant les différentes réactions enzymatiques conduisant aux
principales familles des flavonoides.
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11.2.2.4 SUBSTITUTION DU SQUELETTE FLAVONIQUE :

a) L’hydroxylation :

D’une maniére générale pour les flavones et les flavonols, et d’aprés les réactions de
biogenese (figure 1.16), les hydroxyles en positions 5 et 7 du noyau A et I’hydroxyle en
position 4” du noyau B sont considérés comme originaux et existent avant la constitution du
noyau chalcone [63].

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3’ se fera apres la fermeture de I’hétérocycle C,
c'est-a-dire apres la formation du squelette chalcone, tandis que la polyhydroxylation sur le
noyau B (les positions 3°, 5”) se fera par le biais des enzymes (hydroxylases) [64, 65].

Les positions 2’ et 6’ du cycle B sont rarement hydroxylées [64].

b) La méthoxylation ou méthylation :

La méthylation se fait uniquement en C-6 et ou C-8 par contre la fixation du groupement
éthyle se fait apres celle du groupement hydroxyle et nécessite la présence d’une enzyme (O-
ethyltransferase) qui joue le réle de transporteur a partir de la S-adenosyl-methionine (SAM)
qui représente le donneur du radical méthyle. Cette transformation se fera avant la formation
du noyau chalcone [66, 67].

Cette réaction de méthylation peut également se faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7, 8),
noyau B (carbones 2°, 3°, 4°, 5°) et I’hétérocycle C (carbone 3) aprés la formation du noyau
chalcone dans le cas de flavones et flavonols [66].

¢) La O-glycosylation

Elle s’effectue entre un hydroxyle du squelette flavonique et un hydroxyle alcoolique du sucre
(glucose, rhamnose, xylose, galactose et arabinose). La O-glycosylation se fait en présence de
I’enzyme Glycosyltransferase et un donneur de sucre comme UDP-Glu (Uridine diphosphate
glucose).

D’une maniére générale, I’hydroxyle de la position 7 constitue le site préférentiel de la
glycosylation dans le cas des flavones alors que dans le cas des flavonols c’est I’hydroxyle de
la position 3 [68].

d) La C-glycosylation :

Les flavonoides C-glycosylés ne sont pas rares, on y trouve plus de 350 hétérosides [69].
Dans ce type de composés, le sucre est lié directement au cycle benzénique par une liaison
carbone-carbone. Cette liaison résiste a I’hydrolyse acide [70].

D’une maniére générale, la liaison carbone-carbone est rencontrée souvent en position C-6 et

ou en position C-8.
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11.2.2.5. DISTRIBUTION ET LOCALISATION :

Les flavonoides sont largement abondants dans les 1égumes feuilles (salade, choux, épinards,

etc.), ainsi que da s les téguments externes des fruits. On les trouve principalement dans les
agrumes : citrons, oranges, pamplemousses, et dans une moindre mesure : abricots, cerises,
mares, raisins, papayes, brocolis, tomates et sarrasin. On en trouve également en quantité dans
nombreuses plantes médicinales.

Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits et Iégumes sont trés riches en
flavonols, flavones et flavanones [71-73].Le tableau 1.6 regroupe la distribution nutritionnelle

de certains flavonoides [71-73].

Tableau 1.6: Sources alimentaires des flavonoides

Flavonoides Aliments

Flavanones

Naringénine fruits du genre citrus
Flavones

Chrysine peau des fruits

apigénine persil, thym, romarin, céleri
lutéoline persil, céleri

Les flavones apigénine et lutéoline sont trés spécifiquem nt dét cté s da s les herbes
aromatiques comme le persil, le thym, le romarin et le céleri. Pour ce d i r, les
concentrations de ces deux flavones sont largement supérieures a celles présentes ans les
tiges. Cependant, leurs analogues hydrogénés (flavanones), I’hespérétine et la naringénine
sont exclusivement présents dans les agrumes [72]. Dans les tomates, il y a autant de
naringénine que de quercétine. Cette derniere comme flavonol se retrouve de faco majoritaire
dans la quasi-totalité des végétaux. Le kaempférol, autre flavonols, y est également largement
détecté. Les isoflavones sont largement distribuées dans des légumes comme le soja, les
haricots verts, les haricots noirs et les pois. En effet, cela est reporté dans le tableau 1.7 ou on

a la repartition des 4-oxo flavonoides dans quelques fruits et Iégumes.
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Tableau 1.7 : Teneur en 4-oxo-flavonoides de quelques fruits et Iégumes [73]

Fruits et ’égumes mg/kg poids Aglycones

Persil 500 Apigénine

Ciboulette 110 Quercétine + Kaempférol
Chou frisé 150 Quercétine + Kaempférol
Chou frisEé (serré) 105 Quercétine + Kaempférol
Laitue 320 Quercétine

Oignon 300 Quercétine + Kaempférol
Endives 290 Kaempférol

Poireau 100 Quercétine + Kaempférol
Céleri 100 Apigénine + Luteoline
Haricots verts 70 Quercétine + Kaempférol
Choux de Bruxelles 65 Quercétine + Kaempférol
Brocolis 35 Quercétine + Kaempférol
Tomate 10 Quercétine + Kaempférol
Chou-fleur 3 Quercétine + Kaempférol
Pomme de terre 3 Quercétine + Kaempfeérol
Orange 1700/2800 Hespérétine
Pamplemousse 2700/6000 Naringenine

Moyrtilles cultivEes 165 Quercétine

Cerises aigres 86/100 Quercétine + Kaempférol
Cerises douces 12 Quercétine + Kaempférol

Les anthocyanes conféerent aux fruits et légumes leurs teintes rouges ou bleutées. lls se
trouvent surtout dans les myrtilles, cassis, airelles, groseilles, mais également, a un degré
moindre, dans tous les autres fruits rouges comme les raisi s, les raises et les framboises. On
peut aussi les trouver dans certains légumes comme le chou rouge et les radis.

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. Par exemple la chrysine, la
quercétine, et la galangine se trouvent dans la propolis des abeilles. Ces insectes les
synthétisent a partir des sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau,

’aulne, le sapin, et les modifient grace a leurs enzymes salivaires.
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11.2.2.6. PROPRIETES DES FLAVONOIDES :

Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes et

notamment a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un
effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
fonda entale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur godt désagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection des
plantes. Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec les
diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent ¢galement un réle de
phytoalexines, c’est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries.

Par ailleurs, les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la découverte de la
vitamine C par Szent Gyorgyi (Prix Nobel, 1937) [74], chercheur de 1’Université de Szeged
(Hongrie), qui a constaté que les symptdmes hémorragiques du scorbut, liés a la fragilité ou
I’hyperperméabilité des vaisseaux, étaient guéris par des extraits de paprika ou de jus de
citron, riches en vitamine C et flavonoides. Cette action a été appelée propriété vitaminique P

(P et nt a premiere lettre du mot perméabilité).

Malgre ces premiers résultats prometteurs, les recherches ne permitent pas en suite d’atribuer
un réle essentiel aux divers polyphénols du monde végétal. A partir des années quatre-vingts,
c’est la découverte du role des radicaux libres dans les processus pathologiques qui a relancé
"I’intérét pour ces molécules dont les propriétés antioxydantes sont trés marqués.

11.3. ACTIVITE ANTIOXYDANTE:

L'oxygéne est essentiel a la vie, mais en méme temps représente une source d'agression

constante pour les organismes vivants par les radicaux libres. Si la production de ces derniers
n'est pas contr6lée d'une maniére adéquate, ces formes réactives de I'oxygene causent des
dommages oxydatifs aux macromolécules biologiques, modifiant leurs propriétés et par Ia, la
structure et la fonction des cellules. Les radicaux libres participent a la pathogenese d'un
nombre croissant de maladies, dont le cancer et I'artériosclérose. Ils sont aussi impliqués dans
I'asthme, I'inflammation, la neurodégénerescence, la maladie de Parkinson et le mongolisme.
Les inhibiteurs de radicaux libres tels que les polyphénols constituent de ce fait une arme
relativement efficace pour la prévention et le traitement de ces diverses affections. En effet au

sein de l'organisme, les flavonoides protegent les acides gras insaturés, les protéines et le
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matériel génétique. Ils contribuent également a prévenir les cancers et les maladies cardio-
vasculaires, a renforcer I'activité du systeme immunitaire, a faire face aux polluants exogenes
de toutes origines et enfin a ralentir le processus de vieillissement [75].

Les résultats obtenus pour 1’étude de 1’activité antioxydante des flavonoides, ont montré que
leur activité antioxydante est essentiellement liée a leur structure.

a) Comparaison de ’activité antioxydante des différents 3.5.7.3’.4’—pentahydroxy

flavonoides
Une étude de I’activité antioxydante de trois flavonoides (figure 1.17) hydroxyles aux mémes
positions [un flavonol (la quercétine) ; un flavan-3-ol (la catéchine) et un anthocyane (la

cyanidine)] a montré que 1’activité de la quercétine est deux fois plus élevée que celle de la
catéchine. Ceci est di au fait que la quercétine possede une double liaison Co-C3 et une

fonction 4-oxo. La cyanidine avec une structure conjuguée, a approximativement la méme

ctivité antioxydante que celle de la quercétine [75].

OH
oH
HO o O
O HO
oH ‘
OH o
OH

Quercetine catéchine Cyanidine

Schéma 1.-17: 3,5,7,3” ,4* —pentahydroxy flavonoides

b) Importance de I’ortho-dihydroxy du cycle B des flavonoides :

La présence de deux groupements hydroxyles ortho sur le cycle B d’un flavonoide
(quercetine) lui donne une activité meilleure que celle ou on a deux hydroxyles en position
méta, ou un seul hydroxyle. Ce qui montre I’importance de la structure ortho-dihydroxy du

cycle B [75].

c) Le role du groupe 3-OH sur le cycle C et la double liaison Cp-C3 :

La glycosylation du groupement 3-OH de la quercétine (cas de la rutine) ou sa suppression

(cas de la lutéoline) diminue I’ ctivité antioxydante. Ceci démontre 1’importance du groupe 3-

OH en combinaison avec la double liaison C»-C3 adjacente a la fonction 4-oxo [74,75].
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d) L’effet de la glycosylation et la O-méthylation sur ’activité des flavones et

flavanones :

La comparaison de la naringénine avec le naringoside (Figure 1.18) montre que la
glycosylation du groupe 7-OH diminue largement I’activité antioxydante. Des effets
similaires sont observés quand 1’hespérétine est comparée avec son rutinoside (hespéridine),
et la lutéoline avec son 3’,7-diglucosides. La O-méthylation du groupe 7-OH a donné des
résultats semblables [75-76] et [78-79].

Schéma 1.-18: Influence de la glycosylation sur ’lactivité antioxydante des flavones des
flavones

et des flavanones (les valeurs sont exprimées en mM) [75]

» La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confere la stabilité au

radical flavonoxy et participe a la délocalisation des électrons.

» Ladouble liaison C»- C3 en conjugaison avec la fonction 4-o0xo.

» Laprésence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C»-C3.

A titre d’exemple, la quercétine satisfait a tous ces critéres, elle dérive du motif flavonol. Sa
structure articuliere lui confére les caractéristiques les plus souvent mises en avant dans
I’activité d’un flavonoide : le cycle catéchol et I’insaturation en position 2 conjuguée avec la

fonction carbonyle en position 4. De plus elle possede les trois sites de complexation co uné

34



ent admis pour les flavonoides figurel.19. Elle est le composé le plus actif de la famille des

flavonoides [75].

H

_--Site
\O’ 5

oO-----

/
o. ,O----Site,
H 'Sité,
Quercetine

Schéma 1.-19: structure de la quercétine, numérotation des sites potentiels de chélation

11.3.1. AUTRES ACTIVITES BIOLOGIQUES DES FLAVONOIDES :

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiées dans le

domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques.

Ils sont notamment : antiallergiques [79,80], anti-inflammatoires [81, 82], antihypertenseurs
[83], anti-influenzas [84], antifongiques [85], antivirales [86], antiulcéreux [79, 87],
antiradicalaires [88,89], et on leur reconnait également une activité anti-malaria [90]. Les
flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibant’lenzyme
aldose réductase [91]. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine posséde un effet

hypoglycémiant chez des animaux diabétiques [92, 93].

I1-4 Lignanes

Le terme lignane a ’origine présenté par Haworth en 1936 [94], désigne habituellement des
composés naturels dimeres dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les
carbones des chaines latérales de deux unités dérivées du 1-phénylpropane (liaison 8-87)
(Figure 1-20)

Schémal-20 : structure de base de lignane
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I11-4-1. Classification des lignanes

Selon le mode de jonction de I’atome d’oxygéne (un ou plusicurs) dans le squelette carbone,

et selon le type de cyclisation, on peut classer les lignanes en six groupes structuraux (Figure
1-21), [95]

les lignanes dibenzylbutane 11 T

Les Aryltétralines etles Arylnaphtalénes

Les lignanes monofuranique (trois type)

OQ

'liaison 7-0-7" 'liaison 9-O-7"

liaison 9-0-9'
) O

(¢}
O i
Q O )
Les lignanes furano furanique
Les lignanes butyrolactone

Leslignanes dibenzocyclooctane

Schéma I.- 21: Principaux types des lignanes

A cette diversité structurale des lignanes, la présence des centres chiraux ajoute a ces
molécules une diversité énantiomérique dépendante de la configuration absolue des carbones
asymétriques. Ces métabolites existent soit uniquement sous la forme d’un seul énantiomeére
(dibenzylbutanes), ou en mélange d’énantiomeres dont la composition peut étre variable (les

furofuranes et les furanes), et parfois sous forme d’un mélange racémique. [96].
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11-4-2 Activités biologiques des lignanes

Les fonctions biologiques des lignanes restent inconnues. La forte toxicité de certains de ces

composés, tels que la podophyllotoxine, a mené au postulat, généralement bien accepté, que
les lignanes pourraient étre des molécules de défense protégeant la plante contre les
herbivores et les pathogénes . A 1’appui de ce postulat, il existe des travaux qui ont mis en
évidence des propriétés insecticides, antifongique ou encore antibactérienne, antivirale,
antihépatotoxique, anticancéreux, et antimicrobienne. Les lignanes possédent également des
propriétés antioxydante [97,98]. Leur accumulation dans certaines graines oléagineuses (dans
les graines de lin par exemple), pourrait suggérer un role de protection des acides gras contre
les phénoménes d’oxydation. Les lignanes diarylfuranofuraniques tels que le sésaminol ont

démontré des propriétés antioxydante expliquant ainsi la stabilité de cette huile [99].
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Chapitre 11 : Travaux
Experimental



II. 1. ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE I’ESPECE SOLANUM
ROSTRATUM :

I1. 1. 1. DESCRIPTION BOTANIQUE DE L’ESPECE :
- a) PLACE DANS LA SYSTEMATIQUE :

Embranchement:

* Classe: Magnoliopsida
* Ordre: Solanales

* Famille: Solanaceae

* Sous-famille: Asteridae
* Genre : Solanum

* Espéce: Solanum rostratum

- b) DESCRIPTION BOTANIQUE :

Herbe annuelle a c. 1 m, vert ou gris-vert, pubescent avec des poils stellaires et minuscules

glandulaires; pigquants a 1 cm de long, abondants sur la plupart des parties.

Feuilles ovales ou ovales-oblongues; limbe de 2-10 cm de long, 1-8 cm de large, concolore,
lobé; les lobes obovaux, les inférieurs formant souvent des folioles; pétiole a 5 cm de long,
décurrent.

Inflorescence a 10 fleurs; pédoncule de 15-30 mm de long; rachis jusqu'a 6 cm de long,
pédicelles de 5 a 10 mm de long. Calice de 6-10 mm de long, agrandi en fruits; lobes
étroitement triangulaires, 3-5 mm de long. Corolle irréguliérement en rotation, 30-40 mm de
diameétre, jaune vif. Quatre antheres de 6-8 mm de long, droites, la cinquiéme de 10 mm de
long, incurvées.

Berry globuleux, 10 mm de diamétre, séchant noiratre, peau de papier. Graines de 2-2,5 mm

de long, brunatre foncé ou noires. [100]
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[155]Figure n° 111-1 : Photo de Solanum rostratum

1. 1. 2. MATERIEL VEGETAL :

Les parties aériennes de S. rostratum ont été récoltées a la fin avril 2009 (stade de floraison) a

Constantine, en Algérie. Les parties aériennes fraiches ont été séchées jusqu'a température
ambiante.
11.1. 3. EXTRACTION :

Le poids de la matiere végétale séchée est de 1400g. Les parties aériennes sont coupées en

petits morceaux, elles sont ensuite extraites par macération dans un mélange Methanol-Eau

température ambiante (80 :20 V) pendant 24 heures. Cette opération est répétée trois fois. Les
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diverses fractions récupérées sont ensuite réunies et évaporées sous pression réduite a une
température inférieure & 70 °C jusqu'a I'obtention d'un résidu sirupeux. Ce dernier est repris
par de l'eau bouillante, une décantation pendant une nuit permet 1’élimination de la
chlorophylle.

Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction
liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et
de polarité croissante en commencant par le chloroforme, puis ’acétate d’éthyle et en dernier
le n-butanol. Les phases organiques ainsi obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-
butanol) sont séchées par du sulfate de sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’eau, puis
filtrées et enfin concentrées a sec sous pression réduite et pesées.

Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant (figure n° IIL.2) et le

rendement des phases organiques sont donnés dans le tableau n° I11.1.

Tableau n° 111.1 : Rendement des extraits

Matériel végétal | Extrait Masse (g) Rendement (%)
Chloroforme 2,1 0,15
14309 Acétate d’éthyle 5,44 0,38
n-butanol 17 1,19
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+* Macération a froid
MeOH/H,0(7/3)
3 fois (72 h)
¢ Filtration

Extrait
hydrométhanolique

+» Concentration non a
sec

4+ Dilution avec 800 ml
d’eau distillé.

¢ TFiltration.

« Extraction avec
CHCl3 (x3)

+ TFiltration

Filtrat

«» Extraction avec
AcOEt (x3)
+»+ TFiltration

Evaporation a sec

Extrait
chloroforme

M=21g

Extraction avec n-
BuOH (%x3)

Evaporation a sec

Extrait acétate
d’éthyle M =
5.440

% Les 3 extraits sont séchés par gy, oratio
le Na,SO,

+ Filtration.

% Concentration a sec 35°C
('extrait butanol a 60°C).

I'la sec

Figure n°l11.2 : Récapitulatif de [’extraction des parties aériennes de
Solanum rostratum
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1l.1. 4. SEPARATION ET PURIFICATION :

Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au point 1’¢luant ou le systeme d’¢lution qui
donnerait les meilleurs résultats.

11.1.4. 1. TRAITEMENT DE L’EXTRAIT CHLOROFORMIQUE :

Une masse d’environ 2,1 g d’extrait chloroformique est déposée sur une colonne de gel de silice

(20-45um, Merck) préparée dans de le chloroforme. L’élution est réalisée par un gradient de
polarité du systéme chloroforme -méthanol en commencant par le chloroforme pur avec un
fractionnement tous les 20 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiére
UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de la vanilline sulfurique et chauffées. La progression de
cette colonne est rassemblée dans le tableau I11-2.

Tableau 111-2: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
chloroformique de S. rostratum

Solvant d’élution Fractions recueillies Masse (mg)
(CHCIl3-MeOH)

100-0 F1 lal4d 08
100-0 F2 15318 03
99-1 F3 19a21 06
99-1 F4 222426 15
98-2 F5 27431 50
98-2 F6 32233 -

95-5 F7 34246 S7
95-5 F8 47 a 49 06
90-10 F9 50459 18
90-10 F10 60475 92
70-30 F11 76290 117
60-40 F12 914101 13
60-40 F13 1024121 84
50-50 F14 122 a 157 129
50-50 F15 158 & 200 208
50-50 F16 2012223 814
0-100 F17 224 a 246 200
0-100 F18 247 a 295 157
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» Etude de la fraction F13
La fraction 13 (84,1 mg) a été purifiee sur une colonne de HPLC C18 préparative avec un
gradient de MeOH-H20 (30:70, v / v) pour donner le composé SOR1 (3 mg).
En conclusion, I’extrait chloroformique de I’espéce S.Rostratum a permis 1’obtention de 1
produit pur.
11.1. 4. 2. TRAITEMENT DE L’EXTRAIT EtOAC :

Une masse d’environ 5 g d’extrait acétate d’éthyle est déposée sur une colonne de gel de
silice (20-45um, Merck) préparée dans de le éther de pétrole. L’¢élution est réalisée par un
gradient de polarité du systéme éther de pétrole- éther diéthylique- MeOH en commencant
par 1’éther de pétrole pur. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiere UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de la vanilline sulfurique et chauffées. La
progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau I11-3.

Tableau I11-3: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de ’extrait acétate

d’¢éthyle de S. Rostratum

Solvant d’élution Fractions recueillies Masse (mg)
EP F1 86
EP F2 140
EP-Et,0 90-10 F3 150
EP -Et,0 80-20 F4 156
EP-Et,0 70-30 FS 150
EP-Et,0 60-40 F6 147
EP -Et,0 50-50 F7 357
EP -Et,0 40-60 F8 184
EP -Et,0 30-70 F9 812
EP -Et,0 20-80 F10 319
EP -Et,0 10-90 F11 220
Et,O F12 336
Et,O -MeOH 90-10 F13 284
Et,0 -MeOH 80-20 F14 600
Et,0 -MeOH 65-35 F15 397
Et,0 -MeOH 50-50 F16 514
MeOH F17 368
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» Etude de la fraction F9

Environ 800 mg de la fraction F9 a subit une autre séparation sur colonne de gel de silice (20-
45 um, Merck) L’élution est réalisée par un gradient de polarité du syst¢tme CHCI3-Méthanol,
pour donner 13 sous-fractions.

La chromatographie sur plague CCM préparatrive de la sous fraction SF7 (128mg) en
utilisant comme systéme d’élution : EtOAc-MEOH-H,0 (8-1-1) permis d’obtenir 2produits
pur. Les résultats obtenus sont reportés sur le tableau 111-4.

Tableau I11-4 : Résultat de séparation de la sous-fraction 7

Sous fraction Remarque
SOR2 (09 mg), Produit pur
SOR3 (11 mg), Produit pur

En conclusion, ’extrait acétate de 1’espéce S.rostratum a permis 1’obtention de 2 produits
purs.

11.1. 4. 3. TRAITEMENT DE L’EXTRAIT n-BUTANOL :

Le résultat des tests chromatographiques obtenu en vue de la séparation sur colonne de

I’extrait n-butanol ont conduit a 1’utilisation du systéme d’¢lution EtOAc-MeOH en gradient
de polarité.

Environ 14 g de I’extrait n-butanol sont déposés sur une colonne de gel de silice (type Merck,
35-70um), préparé dans le EtOAc. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du type
EtOAc —MeOH.

Le fractionnement a été faits tous les 200 ml. Le suivi des fractions a été effectué par
chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont
visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm), révélées par la vanilline sulfurique. Le
rassemblement des pots effectué sur la base des données analytique des plaques a permis

I’obtention de 9 fractions. Le tableau 111-5 regroupe la progression de cette colonne.
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Tableau I11-5: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait n-

butanolique de S. Rostratum

Fractions recueillies Masse (mg)

F1 40

F2 245

F3 200
F4 157

F5 180,2
F6 450,5
F7 635,0
F8 750,5
F9 369,5
F10 430,5
F11 345,3
F12 4455
F13 755,5
F14 530,5
F15 890,3
F16 925,5
F17 193
F18 1290,5
F19 1180,5
F20 1750
F21 470,1
F22 1620,5

> Etude de la fraction F17

Une partie du précipité jaune de la fraction 17 (193 mg) a été purifié par CCM en éluant avec
un mélange EtOAc-MeOH-H20 (8: 1: 1, v/ v/ v) pour donner le composé SOR4 (5 mg).

En conclusion, I’extrait acétate de 1’espéce S.rostratum a permis 1’obtention d’un produit pur.
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I1. 2. ETUDE PHYTOCHIMIQUE DE I’ESPECE GALACTITES
ELEGANS :

I1. 2. 1. DESCRIPTION BOTANIQUE DE L’ESPECE Galactites eélégans :
- @) PLACE DANS LA SYSTEMATIQUE

Embranchement:

* Classe: Magnoliopsida
* Ordre: Asterales

* Famille: Asteraceae

* Sous-famille: Asteridae
* Genre : Galactites

* Espéce: Galactites élégans

- b) DESCRIPTION BOTANIQUE :

Plante annuelle ou bisannuelle surtout présente dans lI'ouest du bassin méditerranéen
(Portugal, Espagne, Languedoc-Roussillon), mais qui peut remonter jusqu'a la Sabne-et-
Loireet qu'on rencontre aussi, moins fréquente, le long des cotes atlantiques. Elle apprécie les

terrains sablonneux et secs, avec une légere préférence pour les sols acides.

C'est une adventice des plantations d'oliviers ou des vignes.

e Floraison : d'avril a aoQt
« Pollinisation : entomogame

« Dissémination : anémochore

Confusion possible

Les nervures soulignées de blanc rappellent les marbrures du Chardon-Marie (Silybum
marianum), aux feuillage moins découpé ou les nervures de plantes comme Scolymus
maculatus, dont la floraison est jaune.

Morphologie générale et végétative

A l'exception de la partie supérieure de la tige, toute la plante est trés épineuse. Sa hauteur,
trés variable, va de 20 a 80 cm. Tige trés ramifiée en haut, tomenteuse. Les feuilles sont
longues et étroites, lancéolées, pennatipartites, a segments lancéolés terminés par des épines.

Nervures et taches blanchatres.
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Morphologie florale

Les capitules sont assez grands (3 cm de diametre environ), avec un involucre formé de
nombreuses bractees érigées, terminées par de longues épines, souvent entourées d'un voile
arachnéen. Toutes les fleurs sont tubulées. Les extérieures sont grandes et rayonnantes, de
couleur pourprée ou violacée (il existe aussi des spécimens a fleurs presque blanches),
stériles, profondément découpées en cing laniéres rigides. Les intérieures, plus petites, sont

hermaphrodites.

Fruit et graines

Les fruits sont des akénes bruns et glabres, a peu pres cylindriques, portant des aigrettes a

soies plumeuses [101-105].

[156]Figure n° 11-3 : Photo de Galactite élegans
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11.2. 2. MATERIEL VEGETAL :

Les parties aériennes de Galactites elegans, vaucher spieceman (Gae alg0312-2012), ont été

récoltées fin mars 2013 (stade de floraison) a Hamma Bouziane, Constantine, Algérie. Les

parties aériennes fraiches ont été sechées a I'obscurité et a température ambiante.
1. 2. 3. EXTRACTION :

Le poids de la matiére végétale séchée est de 966g. Les parties aériennes sont coupées en

petits morceaux, elles sont ensuite extraites par macération dans un mélange Methanol-Eau a
chaud (80 :20 V) pendant 24 heures. Cette opeération est répétée trois fois. Les diverses
fractions récupérées sont ensuite réunies et évaporées sous pression réduite a une température
inférieure a 70 °C jusqu'a l'obtention d'un résidu sirupeux. Ce dernier est repris par de l'eau
bouillante, une décantation pendant une nuit permet 1’élimination de la chlorophylle.

Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction
liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et
de polarité croissante en commengant par le chloroforme, puis ’acétate d’éthyle et en dernier
le n-butanol. Les phases organiques ainsi obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-
butanol) sont séchées par du sulfate de sodium anhydre pour éliminer toutes traces d’eau, puis
filtrées et enfin concentrées a sec sous pression réduite et pesees.

Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme suivant (figure n° II1.4) et le

rendement des phases organiques sont donnés dans le tableau n° 111.6.

Tableau n° 111.6 : Rendement des extraits

Matériel végetal | Extrait Masse (g) Rendement (%)
Chloroforme 2 0,20
9669 Acétate d’éthyle 55 0,57
n- butanol 19 1,97
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Figure n° 111.4 : Récapitulatif de [’extraction des parties aériennes de

Galactites elegans
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11.2. 4. SEPARATION ET PURIFICATION :
11.2.4. 1. TRAITEMENT DE I’EXTRAIT CHLOROFORMIQUE :

L'extrait de CHCI; (1,87 g) a été fractionnée par chromatographie sur colonne (CC) de gel de

silice élué avec du CHCIs, suivie par une augmentation de polarité par le MeOH dans le
CHCI; (entre 0 % et 100 %), les fractions ont été collectées et contrdlées par chromatographie
sur couche mince (CCM) de gel de silice (type 60, F-254mesh, Merck) sur support verre. pour
obtenir 20 fractions.
La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau I11-7.
Tableau I11-7: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
CHCI; de G. élégans

Fractions Masse (mg)
recueillies (CHCI3-MeOH)
(CHCl5-MeOH) %

F1 4a7 100-0 -
F2 8all 100-0 45.1
F3 12a15 100-0 31,9
F4 16 a 23 99-1 148,4
F5 24 a 28 99-1 17,9
F6 29 a 36 98-2 11,7
F7 37a43 98-2 0,8
F8 44 a 46 97-3 75,7
F9 47 a 50 95-5 51,9
F10 51 a 56 90-10 83,3
F11 57 a 63 80-20 232,4
F12 64 a 68 80-20 135,4
F13 69a74 70-30 118,5
F14 75a79 70-30 35,9
F15 80498 70-30 177,2
F16 99a 109 60-40 185,2
F17 110a 112 60-40 37,8
F18 1134129 50-50 102,9
F19 | 130a140 0-100 160,8
F20 141 0-100 208,7
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Séparation par HPLC :

» Conditions de Chromatographie liquide a haute performance (CLHP) :
* Colonne et injecteur : Shimadzu C18u-phenomenex (25¢cm*10mm, 10 um eau, 2.0ml min -
1) (phase inverse).
* Détecteur : Shimadzu RID-10A.
* Pompe : Shimadzu LC-8A.
* Débit : 2 ml/min.

» Etude de la fraction F4 :
La fraction 4 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le MeOH/EAU : (2:3,
v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de 1’injection est 100 min. On obtient 23
sous fractions. L’étude de 4 sous fractions obtenues est donnée dans le tableau 111-8.

Tableau I111-8 : Résultat de séparation de la fraction 4

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(Min)
GE13-9 10 0,7mg produit pur composés
GE13-10 40 1,9mg produit pur composé 6
GE13-18 48 1,2mg produit pur composé 7
GE13-26 57 2,1mg produit pur composé 8

» Etude de la fraction F10 :
Une partie de la fraction 10 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le
MeOH/EAU : (35:65, v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de I’injection est
60min.on obtient 24 sous fractions. La sous fractions obtenue est donné dans le tableau 111-9.

Tableau I111-9 : Résultat de séparation de la fraction 10

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(min)
GE11-5 10 1,8mg produit pur compose9

> Etude de la fraction F11 :
La fraction 11 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le MeOH/EAU : (2:3,

v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de I’injection est 60 min.on obtient 22

sous fractions. La sous fraction obtenue est donné dans le tableau 11-10.
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Tableau 11-10 : Résultat de séparation de la fraction 11

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(min)
GE12 38 2,2mg produit pur compose
10

» Etude de la fraction F12 :
La fraction 12 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le MeOH/EAU
(35:65, v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de I’injection est 150 min.on
obtient 25 sous fractions. Les sous fractions obtenues sont donnés dans le tableau 11-11.

Tableau 11-11: Résultat de séparation de la fraction 12

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(min)
GE10-7 16 0,7mg produit pur
composéll
GE10-18 17 1,1mg produit pur composé
12

> Etude de la fraction F15 :
Une partie de la fraction 15 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le
MeOH/EAU : (7:18, v/v) comme phase mobile avec 7 injections le temps de 1’injection est
100 min. On obtient 13 sous fractions. La sous fraction obtenue est donné dans le tableau I11-

12.
Tableau 111-12 : Résultat de séparation de la fraction 15

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(min)
GE11-7 64 1,3mg produit pur composé
13

11.2. 4. 2. TRAITEMENT DE LEXTRAIT n-BUTANOL :

Une masse d’environ 2,79 g d’extrait n-butanol est déposée sur une colonne de sephadex LH-

20. L’¢lution est réalisée par le méthanol avec un fractionnement tous les 10 ml (1ml/min). Le
suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice (type
60, F-254mesh, Merck) sur support verre. Les plaques sont éluées avec le CHCl3/MeOH/H20
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(80:18:2, v/iviv) et le BAW : n-but/AcOH/H20(60:15:25, v/v/v) visualisées sous lumiere UV
(254 et 365 nm) et regroupés pour obtenir 26 fractions

La progression de cette colonne est rassemblée dans le tableau 111-13.

Tableau 111-13: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait

n-Butanol de G. élégans

Fractions recueillies Masse (mg)
MeOH

F1 1a12 34,4
F2 13a14 80,1
F3 15416 173,6
Fa 17218 220,9
F5 19a22 596,8
F6 23424 115,7
F7 25426 85,3
F8 27a29 223,2
F9 30432 294,7
F10 33434 130,3
F11 35437 86,6
F12 38440 42,7
F13 41 22,4
F14 42344 85,2
F15 453 46 52,7
F16 47450 34,7
F17 51453 29,2
F18 54 457 42,9
F19 58 a 60 50,8
F20 61 19,8
F21 62264 44,6
F22 65a 69 12,3
F23 70475 31,3
F24 76 a 81 6,2

F25 82284 185,4
F26 85 86,9
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» Etude de la fraction F22 :
A partire de la fraction F22 on obtient le composé GE6-10 (7,3 mg)

» Etude de la fraction F6 :
Une partie de la fraction 6 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le
MeOH/EAU : (42:58, v/v) comme phase mobile avec 8 injections le temps de I’injection est
50 min.on obtient 10 sous fractions. La sous fraction obtenue est donné dans le tableau I11-
14,

Tableau I111-14: Résultat de séparation de la fraction 6

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(Min)
GE5-8 36 1,1mg produit pur
composéls

» Etude de la fraction F8 :
La fraction 8 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le MeOH/EAU :
(37:63, v/v) comme phase mobile avec 10 injections le temps de I’injection est 150 min.on
obtient 25 sous fractions. Les sous fractions obtenues sont donnés dans le tableau 111-15.

Tableau I111-15: Résultat de séparation de la fraction 8

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(Min)
GE3-2 8 8,1mg produit pur
composél6
GE3-3 9 3,0mg produit pur composé
17
GE3-13 27 19.2mg produit pur composé
18
GE3-20 52 3,0mg produit pur
composél9
GE3-24 62 1,4mg produit pur
composé20
GE3-27 82 1,9mg produit pur
composé2l
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» Etude la fraction F9 :
La fraction 9 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le MeOH/EAU
(35:65, v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de I’injection est 150 min.on
obtient 16 sous fractions. La sous fraction obtenues est donné dans le tableau 111-16.
Tableau 111-16: Résultat de separation de la fraction 9

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(Min)
GE4-9 [122] 23 24,7mg produit pur
composé22

» Etude la fraction F14 :
Une partie de la fraction 14 a subit une séparation par CLHP préparative en utilisant le
MeOH/EAU : (2:3, v/v) comme phase mobile avec 6 injections le temps de 1’injection est 150
min.on obtient 12 sous fractions. La sous fraction obtenue est donné dans le tableau 111-17.

Tableau I11-17: Résultat de séparation de la fraction 14

Sous fraction Temps de rétention Remarque
tr(min)
GE4-9 34 5,7mg produit pur
composé23
11. 3 Conclusion :

L'investigation phytochimique de 1’espéce Solanum rostratum nous a permis d’isoler quatre
produits, par contre L'investigation phytochimique de 1’espéce Galactites élégans d’isoler

dix-neuf produits.
Par la combinaison des méthodes chromatographiques Tous ces produits ont été soumis aux

analyses physico-chimiques afin d’établir leurs structures. Les résultats et discussions de ces

analyses été développés au chapitre 11I.
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Chapitre 111 : Résultats Et

Discutions



111-1- Identification du produit SOR1 :

Le spectre de masse en mode ESI positif & haute résolution de ce composé (Spectrelll-1),

donne un pic quasi moléculaire de masse exacte 449,0568 Da correspondant a la formule

brute [M+H] C,;H2,0;1 (calculée 449,0568). Ce resultat mene a une molécule de formule

brute C21H20011, de masse 448 Da,
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Spectre I11-1: Spectre SMHR (ESI)* du composé SOR1.
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La fluorescence sous la lumiére de Wood de ce composé est noir-violette, indiquant une
structure de type flavone ou flavonol substitué en position 3.
Les données de la série spectrale UV (spectre n° I11-44, tableau n° 111-1) montrent :
» Le maximum d’absorption de la bande I a 334 nm indique le squelette d’une flavone.
» L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande |
(AL =+ 58 nm) avec augmentation de I’intensité lumineuse indique la présence d’un
OH libre en 4°, I’absence d’une nouvelle bande dans 1’intervalle [320-335] indique
une substitution de la position 7.
» L’addition de NaOAc ne provoquant pas d’effet notable sur la bande II par rapport
au spectre MeOH confirme la substitution en 7 (7- OR).
> Le déplacement bathochrome de la bande | enregistré dans le milieu (AICI3+ HCI)
comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 45 nm) confirme la
présence d’un OH libre en 5.
> Le faible déplacement de la bande | en comparant les spectres AICI3 + HCI et AICI3,
laisse prévoir 1’absence de systéme ortho dihydroxyl € sur le cycle B.

Tabeau I11-1: Données de la série spectrale UV

Réactifs Bande | Bande 11 Autres bandes | Commentaires
MeOH 334 268 / Flavone
+ NaOH 381 275 / OH libre en 4’
Pas de OH libre
en’
+AICl3 381 273 340 299 OH libreen 5
Pas de ortho di-
TAICIZHCI 379 272 341 299 OH
sur le cycle B
+NaOAc 373 269 / ORen7
+NaOAC/H3BOs3 340 269 /

Spectre stable en présence de NaOH aprés 5 mn
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Spectre 111-2 : série spectrale UV du composé SOR1
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Spectre 111-3:

Spectre RMN'H (CD30D, 600 MHz) du composé SOR1

H6” H2

H3

H3’, HS’

H8 H6

—

Spectre 111-4: Spectre RMN1H (CD3;0D, 600 MHz) du composé SOR1 (Etalement)
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Spectre 111-5: Spectre RMN1H (CD3;0D, 600 MHz) du composé SOR1 (Etalement)

L’examen du spectre de RMN *H (Spectre 111-2) enregistre dans le CD;OD confirme
bien qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone caractérisé par :
- Deux doublets d'intégration 1H chacun, formant un systtme AM a 6y = 6,82 ppm et
oy = 6, 64 ppm, (J = 2,0 Hz) caractéristiques des protons H-8 et H-6 respectivement, du
noyau A d’un flavonoide.
- Deux doublets d'intégration 2H chacun, formant un syst¢tme AM a 6y = 7,91 ppm et oy =
6,94 ppm, (J = 8,5 Hz) attribuables a H-2’, H-6" et a H-3’, H-5’ respectivement, indiquant
ainsi une oxygénation du noyau B en position 4’ d’un flavonoide.
- un signal a &y = 6,67 ppm, d'intégration 1H sous forme d'un singulet attribuable au H-3, ce
qui oriente vers la structure d'une flavone.
- Un doublet a 64 = 5,18 ppm (J = 7,7 Hz) d'intégration 1H, attribuable au proton anomérique
H-1"d’un sucre reli¢ a I’aglycone par un pont oxygene (d’apres la valeur de son déplacement
chimique).
La valeur de la constante de couplage de ce proton anomérique avec son voisin en C-
2>’oriente vers un glucosyle ou un galactosyle avec une configuration B du carbone

anomérique.

Les données de la RMN *H sont résumées dans le tableau I11-2
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Tabeau 111-2: Données de la RMN H, RMN*3C

Position oC (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
3 103.29 6.67 (1H, s)
6 100.49 6.82 (1H,d,J=2.0Hz)
8 95.37 6.64 (1H,d,J=2.0Hz)
2°-6° 128.20 791 (2H,d,J=85Hz)
3’-5’ 116.22 6.94 (2H,d,J=8.5Hz)
R 103.30 578 (1H, d,J=7.7 Hz )
27~ 6" 61.65~ 77.90 3.27~4.10

La nature de ce substituant a été d’ailleurs vérifiée par hydrolyse acide et co-chromatographie
avec des échantillons de référence.

Toutes ces données complétent la structure précédente en attribuant les différents radicaux a
des protons. Donc le composé est 4°, 5-dihydroxy 7-O- -D glucosylflavone connue sous le
nom de 7-O- B-D-glucosyl apigénine.

oH PH

OH

OH o
Figure 111-1: Structure du composé Apigenine-7-O- - D glucoside
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111-2- Identification du produit SOR?2 :

Le spectre de masse en mode ESI positif a haute résolution de ce composé SOR2 (Spectre I11-
4), donne un pic quasimoléculaire de masse exacte 449,0568 Da correspondant a la formule
brute[M+H] C»1H,101; (calculée 449,0568). Ce résultat méne a une molécule de formule
brute C,1H20011, de masse 448 Da,

Les données des spectres RMN 1H (spectre n° 111-7) et son étalement (spectre n° 111-8)
indiquent que le composé est un flavonoide glycosylé, en effet I’étude des signaux de la zone
des protons aromatiques a permis de mettre en évidence la présence :

» d’une paire de doublets couplant en position ortho a dy = 8,07 ppm (d, J = 9.1 Hz)
d’intégration 2H correspondant a H-2' et H-6' et 6 = 6,90 ppm (d, J = 9.1 Hz)
correspondant a H-3' et H-5'.

> La présence de deux signaux a oy = 6,37 ppm, J = 1,8 Hz et 6= 6,18 ppm J = 1,8 Hz
correspondant aux protons H-6 et H-8 du cycle A.

> La partie osidique est représentée par le pic anomérique H-1" (o4 = 5,24 ppm, 1 H, d,
J = 8.28 Hz). Le déplacement chimique implique une jonction O-glycosyle. Les autres

protons du sucre sont situés entre 3,22 et 3,73
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Spectre n° 111-6: Spectre RMN 1H (600 MHz, CD3OD, ¢ ppm) du composé SOR 2
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Spectre I11-7: Spectre RMN1H (CD3OD, 600 MHz) du composé SOR2 (Etalement)

L'examen du spectre RMN 2D, COSY (*H-'H) (spectre n° 111-8) confirme la structure et

montre
>

Une tache de corrélation entre les protons H-3', H-5' et les protons H-2', H-6' ce qui
confirme la substitution du noyau B en position 4.

Une tache de corrélation entre le H-1" a 6y = 5,24 (proton anomérique) du sucre avec
un proton a 6 = 3,43 ppm qui ne peut étre que le H-2".

Une tache de corrélation entre H-2" et un proton résonant sous forme d’un triplet a

dn = 3,31ppm attribuable a H-3".

Une tache de corrélations entre H-3" et un proton résonant sous forme d’un triplet a

dn = 3,21 ppm attribuable & H-4".

Une tache de correlations entre H-4" et un proton résonant sous forme d’un multiplet a
oy = 3,10 ppm attribuable a H-5".

Le H-5" correle avec H-4" et deux doublets de doublet d’intégration 1H chacun a

Oy =3,57 ppm (J=12,2; 2,1) et 6y = 3,43 ppm (J =12,2 ; 6,1). lIs sont attribuables aux
deux protons H-6"a et H-6"b du sucre.
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Spectre n° 111-8: Specter COSY (*H-*H) (600 MHz, CDsQOD, 6 ppm)
du composé SOR 2

L'examen du spectre HETCOR (spectre n° 111-9) permet I'attribution des carbones qui portent

des protons:

» Une tache de corrélation entre H-3', H-5' et deux atomes de carbones a 6c = 114,78

ppm attribuables a C-3' et C-5'.
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» Une tache de corrélation entre H-2', H-6' et deux atomes de carbones a ¢ = 130,84
ppm attribuables a C-2' et C-6'.

» Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a d¢c = 99.28 ppm qui est le
C-6.

» Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a d¢c = 96,76 ppm qui est le
C-8.

» Une tache de corrélation entre le proton H-1" et un atome de carbone a 6c=102,83 ppm

qui ne peut étre que le carbone C-1".
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Spectre n° 111-9: Spectre HETCOR (600 MHz, CD3OD, ¢ ppm)
du composé SOR 2
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L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC et son étalements (spectre n° I11-10 et 111-11)
mettent en évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les
indications suivantes :
Le proton H-8 montre quatre taches de corrélation :
» La premiére confirme le carbone a 6¢c = 99.28 ppm attribuable a C-6.
» La deuxiéme confirme le C-10 a d¢c = 103,42 ppm.
» La troisi¢éme avec un atome de carbone oxygéné a dc = 157,47 ppm qui ne peut étre
attribué qu’au C-9.
» La quatriéme avec un autre atome de carbone oxygéné représenté par le signal a
8¢=165,89 ppm qui ne peut que le C-7.
Les protons H-3' et H-5' montre trois taches de corrélation :
» la premiére avec I’atome de carbone a 6¢c = 114,78 ppm confirme le C-3' et C-5'.
> La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 121,44 ppm attribuable a C-1".
» La troisiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 160,21 qui ne peut étre que C-4'.
Les protons H-2' et H-6" montrent:
» Deux taches de corrélation confirme les deux carbones C-2' et C-6' a
0¢c=130,84ppm
» Deux taches de corrélation avec un atome de carbone a dc= 157,28 ppm
attribuable a C-2.
» Deux taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6¢c= 160,21 ppm
confirme le C-4".
Le proton H- 1’ montre:
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a d¢c = 74.33 ppm qui ne peut
étre que le C-2"".
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a 6¢c = 133,97 ppm qui ne peut

étre que le C-3.
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Spectre n° 111-10: Spectre HMBC (600 MHz, CD,OD, ¢ ppm) du composé SOR 2
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Spectre n° 111-11: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D, ¢ ppm) du composé SOR 2
(Etalement)

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-3
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Tabeau I11-3: Données de la RMN *H et*C (600 MHz, 150 MHz CD30D)

Position oC (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
2’-6 130,84 8,07 (2H,d,J=8.5Hz)
3-5 114,78 6,90(2H,d, J=8.5Hz)

8 96,76 6,36 (1H, d, J = 2.1Hz)
6 99,28 6,18 (1H, d, J = 2.1Hz)
2 157,28 -

3 133,97 -

4 178,03 -

5 163,35 -

7 165,89 -

9 157,49 -

10 103,42 -

I’ 121,44 -

2’ 160,21 -

1 102,83 5,24 (1H, d, J = 7.53Hz)
27 74,33 -

3 75,88 -
4” 69,95 -

57 77,01 -

6” 61,32 -

Tous ces données menent la structure finale: 3-O-glucosyl Kaempférol connue sous le nom :

Astragaline reportée dans le schéma n® 111.2

70




OH

HO 0

0

0

OH O 7

HO OH H
HO
H
H H OH

Figure n° 111-2 : structure du composé /’Astragaline
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111-3- Identification du produit SOR3 :

Le spectre de masse, obtenu a haute résolution en mode électrospray (HR-SMESI) du
composé SOR 3 (Spectre n°l11.12), montre la présence d’un ion pseudo moléculaire [M+H] a
m/z= 477,0528 en ionisation négative, suggérant une masse moléculaire de 478.

Cette masse est compatible avec la formule brute C»H2,015.

x104 |-ESI BPC Scan Frag=175.0V PA1-3.d
8t 1

i 2 3 4 5 6§ 7 & 9 T 1 T 13 14 15 1§ 17 18 19 2 2 2 23 2 25 2 2 28 2
Counts vs. Acquisition Time (min)

x104 |-ESI Scan (11.635 min) Frag=175.0V PA1-3.d
8 477.0527
7
6
51
4
3 955.1482
24
447.0655
14 925.1697
0J I | i

100 15 150 175 200 225 250 215 300 325 B0 35 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Spectre 111-12 : Spectre SMHR (ESI)* du composé SOR 3.

Le spectre de RMN du 1H enregistré dans le DMSO-d6 et son étalements (spectre n°® 111.13,
[11.14 et 111.15) indiquent que le composé SOR 3 est un flavonoide glycosylé : on observe un
systeme ABX:
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» un singulet d’intégration 3H a 6y= 3,83 ppm attribuable a un groupement OCH3
» Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a éy = 5,90 ppm et le second a
d4=6,0 avec une constante de couplage de J =2,3 Hz attribuables a H-6 et H-8
respectivement.
» Un doublet d’intégration 1H a 6y =6,87 ppm avec une constante de couplage de J =8,8
Hz attribuable a H-5',
> Un doublet de doublet d’intégration 1H a &4 =7,98 ppm (J = 2,5 ;8,8 Hz) attribuable a
H-6'".
» Un doublet d’intégration 1H a 6y =8,0 ppm avec une constante de couplage de J =2,5
Hz attribuable a H-2".
Dans le spectre de RMN du 1H, on observe un signal correspondant au proton anomérique a
dH= 5,42 (d, J= 7,53 Hz).

FROTON esp

Apsole IEIS I
oo @ - -
&

T ]
Chemical SnIR (ppm)

Spectre n° 111-13: Spectre RMN *H (600 MHz, DMSO-d6, 5 ppm) du composé SOR 3
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Spectre n° 111-15: Spectre RMN *H (600 MHz, DMS-dO, § ppm) du composé SOR 3
(Etalement)
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Le spectre du RMN 3C (spectre n° 111-16) montre bien la présence d’un substituent osidique
dont la majorité de ses carbones résonne entre 67 ppm et 76 ppm. Le spectre permet

I’observation des signaux a o6c= 101.35 ppm correspondant au proton anomériques de

__ {CARBON.Es VerticalScaleFactor = 1
0.0050
0.0045
0.00404
0.0035
0030
2
£
g 0.0025
e
0020+
00015
00040
0.0005
a
ZM 200 130 160 140 120 100 BO B0 40 20 o =20
Chemical Shift jppm)

Spectre n° 111-16: Spectre RMN *3C (150 MHz, DMSO-d6, 6 ppm) du composé SOR 3

Les techniques HSQC, COSY et HMBC permettent I’attribution de tous les signaux de
RMN du *H et du *C pour le produit naturel SOR 3.
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Spectre n° 111-17: Spectre TEO _ COSY (*H-'H) (600 MHz, DMSO-d6, 6 ppm)
du composé SOR 3
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Spectre n° 111-18: Spectre HSQC (600 MHz, DMSO-d6, 6 ppm) du composé SOR 3
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Spectre n° 111-19: Spectre HMBC (600 MHz, DMSO-d6, ¢ ppm) du composé SOR 3

Le signal a 6p= 5,41 ppm (H-1") du proton anomérique du glucose correle avec le signal a

6¢c=123,5 ppm (C-3) de I’aglycone, indique que la position 3 de 1’aglycone est glycosylée. De
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plus, le signal du méthoxyle a 6= 3.89 ppm est correlé avec le signal C-3' a ¢c= 149.99 ppm
du cycle B, indiquant que le groupement méthoxyle est attaché au carbone C-3'.
Le tableau suivant (111-4) rassemble les donnees spectrales de produit SOR 3.

Tabeau I11-4: Données de la RMN *H et*C (600 MHz, 150 MHz DMSO-d6)

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
2 155,78 -
3 133,50 -
4 177,70 -
5 161,30 -
6 99,68 5,90 (1H,d,J=2,26 Hz)
7 165,10 -
8 95,60 6,00 (1H, d, J = 2,26 Hz )
9 156,60 -
10 103,80 -
1’ 121,59 -
2’ 113,50 8,00 (1H,d,J=2,50 Hz)
3’ 149,99 -
4 147,59 -
5 115,55 6,87 (1H, d, J=8,8Hz)
6’ 131,16 7,98 (1H,dd,J=8,8; 2,50
Hz)
1 101,35 542 (1H,d,J=7,53 Hz)
27 72,93
3 73,70
4 69,93 3,68~3,09 (6H, , m)
5 77,81
6 60,91
OMe 56,88 3,83 (3H,s)

A partir de toutes ces données, la structure du composé SOR 3 a donc pu étre établie comme

étant 1’Isorhamnetin-3-O-glucoside
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Figure n° 111.3 : la structure de /’Isorhamnetin-3-O-glucoside

I11-4- Identification du produit SOR4 :

Le spectre de masse en mode ESI positif & haute résolution de ce composé (Spectrelll-20),
donne un pic quasi moléculaire de masse exacte 317,1886 Da correspondant & la formule
brute [M+H] Cy6H290s (calculée 317,1886). Ce résultat mene a une molécule de formule
brute C16H»506, de masse 316Da,

10 5 |-ESI Scan (9.402 min) Frag=175.0V 6R6-5.d

317.188

0.4 735.2076

0 i L wl L

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800 650 700 750 800 850 800 850 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
Counts vs_ Mass to-Charge (miz)
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Spectre 111-20 : Spectre SMHR (ESI)* du composé SOR4.

Les spectres RMN-'H et COSY *H-'H (spectres 111.21et 111.22), indiquent la présence de :

>
>

Un singulet d’intégration 3H a 6y = 1,39ppm attribuable & un

Deux autres méthyle a 6y =1,61 ppm (H-8) et 6= 1,69 ppm (H-9) qui peut se
connecter avec un carbone oléfinique vu leur déplacement de bas de champ des
méthyles.

Deux signaux d’intégration 1H chacun caractéristique de deux methines oléfiniques, le
premier doublet de doublet ( J=17,5;11.0 Hz) a o4 =5,99 ppm et le second un doublet
large a 6= 5,12ppm, attribuable a H-2 et H-6 respectivement.

Deux signaux d’intégration 1H de deux méthylenes oléfiniques, le premier doublet
(J=11.0 Hz) a &y =5,22 ppm et le second un doublet (J = 17,5 Hz) a 6H=5,27ppm,
attribuable a H-1a et H-1b respectivement.

deux signaux d’intégration 2H chacun le premier un multiplet a 6 = 1,61 ppm et le
second un multiplet a a 6y = 2,06 attribuable a CH»-4 et CH,-5 .

un doublet (J = 7,5 Hz) d’intégration 1H a 8y = 4,36 ppm caractéristique d’un proton
anomerique.

Cinq signaux d’ntegration 1H chacun a 6y 3,18 (m, H-2"), 3,29 (m, H-3 ), 3,39 (m, H-
4", 3,19 (m,H-5", 3,65(dd, J =11,8 ; 5,4Hz, H-6'-b) et 3,81 (dd, J= 11,8 ;2,2 Hz, H-

6.Caractéristiques des autres protons du groupement glycosylé.
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Spectre n° 111-21: Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D du composé SOR 4

L'examen des spectres cosy *H-"H (spectre n° 111.21) montre :

> Deux taches de correlations entre les protons H-1a et H-1b (64 = 5,22 et 6y = 5,27

ppm) et un signal a 6y =5,99 ppm qui ne peut étre que H-2
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Une tache de correlation entre les protons H4 (64 = 1,61 ppm) et le proton H5a(6y =

2,06 ppm) .

Une tache de corrélation entre les protons H-5 (64 = 2,06 ppm) et H-6(dy = 5,12
ppm)

Une tache de correélation entre le proton anomerique H-1" (64 = 4,36 ppm) et H-2’(6y
=3,18 ppm) .

Une tache de corrélation entre les protons H-2’ et H-3” (64 = 3,29 ppm) .
Une tache de correélation entre les protons H-5’(6y = 3,19 ppm) et le protons H-6’-b
(6n = 3,65 ppm) .
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Spectre n° 111.22: Spectre COSY*H- 'H (600 MHz, CDs0D du composé SOR 4
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L'examen des spectres HETCOR (spectre n° 111.23) permet l'attribution des carbones qui

portent des protons:

>

Une tache de corrélation entre H-10, H-9, H-8 et trois atomes de carbones a C-10 d¢ =
21,9 ppm, C-9 6= 24,0 ppm C-8 6 = 16,0 ppm attribuables a C-10, C-9 et C-8.

Une tache de correlation entre H-7, H-6 et deux atomes de carbones a d¢c = 130,6 ppm
et d¢c = 124,4ppm attribuables a C-7 et C- 6.

Une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbone a ¢ = 22,7 ppm qui est le
C-5.

Une tache de correélation entre H-4 et un atome de carbone a 6c= 40,0 ppm qui est le
C-4.

Une tache de corrélation entre H-3 et un atome de carbone a 6¢c= 81,0 ppm qui est le
C-3.

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone a dc= 142,5 ppm qui est le
C-2.

Une tache de corrélation entre H-1et un atome de carbone a c= 114,4 ppm qui est le
C-1.

Une tache de correélation entre H-6" et un atome de carbone a 6¢c = 61,4 ppm qui est le
C-6’.

Une tache de corrélation entre H-5’ et un atome de carbone a 6c= 76,8 ppm qui est le
C-5.

Une tache de corrélation entre H-4’ et un atome de carbone a 6¢c= 70,2 ppm qui est le
C-4.

Une tache de corrélation entre H-3’ et un atome de carbone a d¢c= 77,0 ppm qui est le
C-3".

Une tache de corrélation entre H-2’ et un atome de carbone a 6c= 73,0 ppm qui est le
C-2°.

Une tache de corrélation entre H-1’ et un atome de carbone a 6c= 98,7 ppm qui est le
C-1".

En comparent les donnes spectrales (COSY *H-'H, HSQC) avec ceux de la littérature

nous a orientés vers une entité glucopyranosyle [123].
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Spectre n° 111.23: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD3;0D du composé SOR 4
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Les attributions des autres atomes de carbone ont éte complétées par 1’étude des spectres de

corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC spectre 111-24 qui montrent :

>

Trois taches de corrélation entre H2 et trois atomes de carbone résonants a 6c= 21,9 ;
40,0 et 81,0 ppm attribuables a C10 ; C4 et C3 respectivement.

Deux taches de corrélation entre H1 et deux atomes de carbone résonants a 6c=
142,5 et 81,0 ppm attribuables & C2 ; C3 respectivement.

Une tache de corrélation entre H6 et un atome de carbone résonant a 5c=22,7 ppm qui ne
peut étre que le C5.

Trois taches de corrélation entre H5 et trois atomes de carbone résonants a 6¢=40,0;
124,4 et 130,6 ppm attribuables a C4 ; C6 et C7 respectivement.

Trois taches de corrélation entre H9 et trois atomes de carbone résonants a 6¢c=16 ,0;
124,4 et 130,6 ppm attribuables a C8 ; C6 et C7 respectivement.

Une tache de corrélation entre le proton anomérique H1’ et un atome de carbone résonant
a 0c=81,0 ppm qui ne peut étre que le C3.

Trois taches de corrélation entre H8 et trois atomes de carbone résonants & 6c=21,9;
124,4 et 130,6 ppm attribuables a C10 ; C6 et C7 respectivement.

Quatre taches de corrélation entre H4 et quatre atomes de carbone résonants a
0c=22,7; 81,0 ; 124,4 et 142,5 ppm attribuables a C5 ; C3 ; C6 et C2 respectivement.
Trois taches de corrélation entre H10 et trois atomes de carbone résonants a 6c=40,4;
81,0 et 142,5 ppm attribuables a C4 ; C3 et C2 respectivement
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Spectre n° 111.24: Spectre HMBC (600 MHz, CD30OD du composé SOR 4
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schéma I11-4 : montre les différentes corrélations HMBC

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n°111.5.
Tableau n° 111.5 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (CD30D ; 150 MHz de SOR 4

Position o c (ppm) oy (ppm), (M, J (Hz2))
l-a 5,22 (1H, d, J =11,0 Hz, H-1-
a)
1-b 1144 5,27 (1H, d, J =17,5 Hz, H-1-
b)
2 1425 5,99 (1H, dd, J=17,5; 11,0
Hz, H-2)

3 81,0 -

4 40,0 1,61 (2H, m, H-4)

5 22,7 2,06 (2H, m, H-5)

6 124,4 5,12(1H, br t, J =7,0 Hz, H6)
7 130,6 -

8 16,0 1,61 (3H, s, H-8)

9 24,0 1,69 (3H, s, H-9)

10 21,9 1,39 (3H, s, H-10)

1 98,7 4,36 (d, J =7,5 Hz, H-1")
2’ 73,0 3,18 (m, H-2%)

3’ 77,0 3,29 (m, H-3)

4 70,2 3,39 (m, H-4%)

5 76,8 3,19 (m, H-5%)
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Position o c (ppm) on (ppm), (m, J (Hz))
6’-a 3.81 (dd, J=11,8; 2.2 Hz, H-
6’-a)
6’-b oL 3.65 (dd, J= 11,8; 5,4 Hz, H-
6’-b)

A partir de toutes ces donnees, la structure du composé SOR 4 a donc pu étre établie comme

étant Linalyl-g-glucopyranoside

Figure n° 111. -4-1: la structure de Linalyl-g-glucopyranoside
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I11-5- Identification du produit GE3-2 :

La formule moléculaire et poids moléculaire étaient C16H150g et 354.31, respectivement.
Le spectre RMN *H de ce composé enregistrés & 600 MHz dans CD3;OD (spectres 111.25),
indique la présence de :
» Des signaux attribuables a un noyau aromatiques trisubstitué résonant a 6H 7.08 (1H,
s, H-2"), 6,93 (1H, d, 8,3, H-6"), 6, 80 (1H, d, 8,3, H-5").
> Deux signaux attribuables a une doubles liaison avec une géométrie trans résonant a
oH 7,61 (1H, d, J=16,0 Hz, H-7°), 6,30 (1H, d, J=16,0 Hz, H-8").

» Un singulier large a 64 5.40 (1H, sl, H-5).
» Un autre singulier large a 64 4.20 (1H, sl, H-3).
» Un doublet a 64 3,76ppm (1H, d, J=8,1 Hz, H-4).
> Des signaux a 1,98-2,26 (4H, m, H-2 et H-6).
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Spectre n° 111.25: Spectre RMN *H (600 MHz, CDs0D du composé GE3-2
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L'examen des spectres COSY *H-H (spectre n° 111.26) permet l'attribution des protons:

» Une tache de corrélation entre le proton H-7" 6y 7,61 ppm et un autre proton a éy 6,30
qui ne peut étre que le proton H-8’.

> Une tache de corrélation entre le proton H-6 8y 6,93 ppm et un autre proton a oy 6,80
qu’il est le proton H-5".

» Une tache de corrélation entre le proton H-5 &y 5,40 ppm et un autre proton a oy 3,76
ppm qui ne peut étre que le proton H-4.

> Une tache de corrélation entre le proton H-4 5y 3,76 ppm et un autre proton a oy
4,20ppm qui ne peut étre que le proton H-3

» Une tache de corrélation entre le proton H-5 et un autre proton a éy 2, 26ppm qui ne

peut étre que le proton H-6.
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Spectre n° 111.26: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD30D du composé GE3-2
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L'examen des spectres HSQC (spectre n° 111.27) permet I'attribution des carbones qui portent

des protons:

>

YV V.V V V V V V V

Une tache de corrélation entre H-7 et 1’atome de carbones a C-7’ 6¢c= 145,1 ppm.
Une tache de correlation entre H-2” et I’atome de carbones a C-2’ 6¢=113,8 ppm.
Une tache de correélation entre H-6" et I’atome de carbones a C-6’ 6¢ = 120,1 ppm.
Une tache de corrélation entre H-5 et I’atome de carbones a C-5’ ¢ = 115,0 ppm.
Une tache de corrélation entre H-8’ et 1’atome de carbones a C-8’ ¢ = 112,6 ppm.
Une tache de correlation entre H-5 et 1’atome de carbones a C-5 6 ¢= 69,9 ppm.
Une tache de correélation entre H-3 et 1’atome de carbones a C-35¢ = 69,6 ppm.
Une tache de corrélation entre H-4 et 1’atome de carbones a C-4 &¢ = 72,8 ppm.
Une tache de corrélation entre H-6 et 1’atome de carbones a C-6 oc¢ = 36,4 ppm.

Une tache de correélation entre H-2 et 1’atome de carbones a C-2 é¢ = 36,4 ppm.
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Spectre n° 111.27: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD30D du composé GE3-2
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L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre n° I11-28) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :
Le proton H-7’ montre trois taches de corrélation :
» La premiére avec I’atome de carbone a d¢c= 168,7ppm attribuable a C-9°.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6¢c = 127,8 ppm attribuable a C-1".
> La troisieme avec 1’atome de carbone a d¢c= 112.6 ppm qui ne peut étre attribué qu’a
C-8.
Le proton H-2> montre trois taches de corrélation :
» La premiére confirme le carbone a d¢c= 145,1 ppm attribuable a C-7’.
» Ladeuxiéme confirme le C-1" a d¢c= 146, 8 ppm.
> La troisieme avec un atome de carbone a 6c = 127,8 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-3°.
Le proton H-6" montre trois taches de corrélation :
> La premiére I’atome de carbone a 6c= 145,1 ppm attribuable a C-7.
» Ladeuxieme confirme le C-1" a 8¢ = 127,8 ppm.
» La troisiéme avec un atome de carbone a 6 ¢= 116,54 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-5’.
Le proton H-5> montre deux taches de corrélation :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6c = 113,8ppm attribuable a C-2’.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a 8 = 127.8 ppm attribuable a C-1°.
Le proton H-8” montre deux taches de corrélation :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6c= 145,1ppm attribuable a C-7.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 168,7 ppm attribuable a C-9°.
Le proton H-5 montre quatre taches de corrélation :
» La premiére I’atome de carbone a ¢ = 168,7 ppm attribuable a C-9°.
> Ladeuxiéme confirme le C-4 a 6c =72, 8 ppm.
» La troisiéme avec un atome de carbone a dc= 69,6 ppm qui ne peut étre attribué qu’au
C-3.
» Laquatriéme avec I’atome de carbone a 6c= 36,4 ppm attribuable a C-6 etC-2.
Le proton H-3 montre trois taches de corrélation :
» La premiére I’atome de carbone a ¢ = 72,8 ppm attribuable a C-4.
» La deuxieme confirme le C-5 a ¢ = 69,9 ppm.
» La troisiéme avec un atome de carbone a 6c= 36,4 ppm qui ne peut étre attribué¢ qu’au

C-6etC-2.

93



Le proton H-4 montre trois taches de corrélation :
» La premiére I’atome de carbone a 6c = 69,9 ppm attribuable a C-5.
» La deuxiéme confirme le C-3 a d¢c = 69,6 ppm.
» Latroisiéme avec un atome de carbone a 6c= 36,4 ppm qui ne peut étre attribué qu’au
C-6 et C-2.
Le proton H-6 montre cing taches de corrélation :
> La premiére I’atome de carbone a 6c = 177,3 ppm attribuable & C-7.
» La deuxieme confirme le C-1 a 6¢c = 76,3 ppm.
» Latroisieme confirme le C-4 a ¢ = 72,8 ppm.
> Laquatrieme confirme le C-5 a 6¢c= 69,9 ppm
» La cinquiéme avec un atome de carbone a 6¢c = 36,4 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-2.
Le proton H-2 montre deux taches de corrélation :
> La premiére I’atome de carbone a dc= 177,3 ppm attribuable a C-7.
> Ladeuxiéme confirme le C-1 a 6c= 76,3 ppm.

» La quatriéme confirme le C-3 a 6c= 69,6 ppm
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Spectre n° 111-28: Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé GE3-2
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A partir de toutes ces données en comparant celles de la littérature [117], la structure du

composé GE3-2 a donc pu étre établie comme étant : acide chlorogénique

OH

Figure n° 111.5: la structure de /’acide chlorogénique

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-6
Tableau n° I11.6 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz

RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-2

position o c (ppm) on (ppm), (m, J (Hz))
1 76,3 -
2 36,4 1,98-2,26 (2H, m)
3 69,6 4,20 (1H, sl)
4 72,8 (1H, d, J=8.1 Hz)
5 69,9 540 (1H, sl)
6 36 4 2,26 (2H, m)
7 1773 -
T 1278 -
2 1138 7,08 (1H, s)
3 146.8 -
& 1495 -
5 115,0 6, 80 (1H, d, 8,3 Hz)
6 120,1 6,93 (1H, d, 8,3 Hz)
7 1451 7,61 (1H, d, J=16,0 Hz)
8’ 1126 6,30 (1H, d, J=16,0 Hz)
9’ 168.7 -
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I11-6- Identification du produit GE3-3

La formule moléculaire et poids moléculaire étaient C16H150g9 et 354.311 respectivement.
Le spectre RMN 'H de ces composés enregistré & 600 MHz dans CD;OD (spectres 111.29)

montre un spectre identique au (spectre 111.25).
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Spectre n° 111.29: Spectre NMR *H (600 MHz, CD3;OD du composé GE3-4
La comparaison du temps de rétention et le spectre RMN *H avec ceux de la littérature [118],
nous permettent d’attribuer sans ambiguité pour le composé GE3-4, la structure suivante :

acide neochlorogenique

OH

OH
Figure n° 111.6: la structure de /’acide Neochlorogenique
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I11-7- ldentification du produit GE3-13
Le spectre de RMN 1H (spectre 111.30) du composé GE 3.20 montre les six protons

aromatiques caractéristiques de la naringenine :

» Deux signaux de deux protons aromatiques a éy= 7,36 ppm (2H, d, J = 8,5 Hz) et 6H=
6,85 ppm (2H, d, J = 8,5 Hz), attribués respectivement aux protons (H-2’, H6’) et (H-
3’, H5’) du cycle B d’un flavonoide substitué en C-4’. Ceci est confirmé par
expérience COSY ‘H-'H (spectre 111.31).
» Deux autre signaux de deux protons aromatiques a éy= 6,21 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz)
et 6H=6,22 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-6 et H-8
du cycle A d’un flavonoide substitué en C-5 et C-7. Ceci est confirmé par expérience
COSY *H-H (spectre 111.31).
> Unsignal a 4= 5,42ppm (1H, dd, J = 12,2 ; 2,7 Hz) attribuable a H-2.
> Unsignal a éy=2,78ppm (1H, dd, J = 17,6 ; 2,7 Hz) attribuable a H-3a.
» Un signal a d4= 3,15ppm (1H, dd, J = 17,6 ; 12,2 Hz) attribuable a H-3b.
Dans ce spectre on observe aussi la présence de deux protons anomériques dont le premier
raisonne a éy= 4,96 ppm (1H, J = 7,2 Hz) et le second a dy= 4,73 sous forme d’un singulet
large.
> Le glycose qui est identifié par son proton anomérique H-1" qui résonne & ou=
4,96ppm (spectre 111.30) sous forme d’un doublé J = 7,2 Hz indique une configuration
B pour ce sucre.
> Le rhamnose aussi est identifié par son proton anomérique H-1" qui résonne a dy
4,73ppm (spectre 111.30) sous forme d’un singulet large, et le signal du méthyle sortant
a o6y=1,23ppm.
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Spectre n° 111.31: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE3-13
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L'examen des spectres COSY *H-H (spectre n° 111.31) permet l'attribution des protons:

>

Une tache de corrélation entre les protons (H-2" ; H-6) 4= 7,36 ppm et autres protons
a ou= 6,85 qui ne peut étre que les protons (H-3" ; H-5%).

Deux taches de corrélation entre le proton H-2 4= 5,42 ppm et deux autres protons a
dy= 2,78 et 5= 3,15ppm ce sont les protons H-3a et H-3b respectivement.

Une tache de corrélation entre le proton H-3b 4= 3,15 ppm et un autre proton a éy=
2,78 ppm qui ne peut étre que le proton H-3a.

Le proton anomérique H-1" [y 4,97 (d, J = 7,2 Hz)] correle avec le proton H-2" &y
3,45 ppm(dd, J = 6,1 ; 7,2 Hz), qui correle sur ce méme spectre avec H-3" [y 3,47 (d,
J = 6,1Hz)], ce dernier montre une tache de corrélation avec le H-4" (6= 3,32 (m) qui
lui-méme montre une tache de corrélation avec H-5"(6y= 3,38 (m)) qui corréle a son
tour avec le proton H-6"a (6y= 4,01 (d, J = 10,0 Hz)) et le H-6"b (4= 3,60 (dd, J =
10,0 ; 7,1 Hz)).

A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (Spectre 111.32) on a pu relier

chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :

>

Une tache de corrélation entre H-2°, H-6" et deux atomes de carbones a d¢c = 128,0
ppm et attribuables a C-2’ et C- 6.

Une tache de corrélation entre H-3°, H-5" et deux atomes de carbones a d¢c = 115,0
ppm et attribuables a C-3’ et C- 5°.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6¢c = 96,1 ppm qui est le
C-6

Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a ¢ = 94,8 ppm qui est le
C-8.

Une tache de corrélation entre H-2 et un atome de carbone a 6¢c = 78,3 ppm qui est le
C-2.

Deux taches de corrélation entre les protons H-3a, H-3b et un atome de carbone a d¢ =
42,4 ppm qui est le C-3.

Une tache de corrélation entre H-1"’et un atome de carbone a 6¢c = 99,0 ppm qui est le
C-1.

Une tache de corrélation entre H-1°"" et un atome de carbone a ¢ = 101,0 ppm qui est
le C-1".

Une tache de corrélation entre H-6""" et un atome de carbone a ¢ = 16,0 ppm qui est
le C-6.
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L’examen du spectre HSQC permet I’attribution des carbones porteurs des protons du
groupement glycosylé 6c C-1"°.C-2"’. C-3”’. C4”’. C-5"" et C-6"".en comparant ces données
spectrales avec celles de la littérature [3]. On déduit que notre groupement glycosylé est un

glucose.
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Spectre n° 111.32: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD30D du composé GE3-2

L’étude du spectre relatif a ’expérience HMBC (spectre n° 111.33) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :
Les protons H-6 et H-8 montrent trois taches de corrélation :
> La premiére confirme le carbone a ¢ = 96,1 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-6.
» La deuxieme confirme le C-10 a d¢c = 104,0 ppm.
» Latroisiéme avec un atome de carbone a d¢ = 165,0 ppm attribuable & C-7.
Les protons H-3' et H-5' montrent trois taches de corrélation :
» la premiére avec I’atome de carbone a ¢ = 115,8 ppm confirme le C-3' et C-5'.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6c= 130,0 ppm attribuable a C-1".

» La troisiéme avec I’atome de carbone a 6c = 159,0 qui ne peut étre que C-4'.
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Les protons H-2' et H-6" montrent:
» Une taches de corrélation avec un atome de carbone a d¢ = 78,3 ppm attribuable a C-
2.
» Une taches de corrélation confirme les deux carbones C-2' et C-6' a 6c = 128,0 ppm
» Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a dc = 159,0 qui ne peut
étre que C-4'.
Le proton H-2 montre deux taches de corrélation :
» la premiére avec I’atome de carbone a 6¢c = 130,0 ppm confirme le C-1".
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 198,0 ppm attribuable a C-4.
Le proton H-3b montre:
> Une taches de corrélation avec un atome de carbone a d¢c = 78,3 ppm attribuable a C-
2.
» Une taches de corrélation confirme le carbones C-1"a ¢ = 130,0 ppm
> Une taches de corrélation avec I’atome de carbone C-4 a 6c = 198,0.
Le proton H-3a montre:
» Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6¢ = 198,0 qui est le C-4
Le proton H- 1" montre:
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a d¢c = 165,0 ppm qui ne peut étre
que le C-7.
Le proton H- 1’ montre deux taches de corrélation:
» la premiére avec 1’atome de carbone a d¢c = 76,3 ppm confirme le C-2".
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 72,0 ppm attribuable a C-2">".
Les spectres RMN des rutinosides et des néohespéridosides ont des caractéristiques
différentes. Le proton rhamnose C-1’"" dans les rutinosides présente un pic de 4,25 a 4,35
ppm et un pic de méthyle large a 0,8-0,95 ppm, tandis que le signal proton du rhamnose C-
1’’’ dans les néohespéridosides apparait a 4,85 ppm et un doublet (J =7 Hz) a 1,2 ppm est
observé pour le groupe méthyle.
Le spectre de RMNH montre des signales des protons anomérique H-1"" et H-1°"" & §4=4,97
ppm et 64=4,72 ppm et le C-6>"" a & 1,23 ppm sous forme d’un doublet qui confirme la
présence de sucre a-rhamnopyranosyl-(1—2)-B- glucopyranosyl (néohespéridosides).
Le néohespéridosides est fixé sur la genine Naringenine en position 7 comme atteste la

corrélation HMBC entre le carbone C-7 et le proton anomérique H-1" du glucose.
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Spectre n° 111.33: Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé GE3-13

A partir de toutes ces données [119], la structure du composé GE3-2 a donc pu étre établie

comme étant : naringenin-7-O-neohesperidoside

OH

HO

HO
OH

Figure n° 111.7: la structure du naringenin-7-O-neohesperidoside

L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-6
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Tableau n° 111.7 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-13

position C o (ppm) OH (ppm), (m, J (Hz))
1 - -
2 78,3 (1H, dd, J=12,2 ; 2,7 Hz)
3a 2,78ppm (1H, dd, J =17,6;
2,7 Hz)
3b 42,4 3,15ppm (1H, dd, J =17,6;
12,2 Hz)
4 198,0 -
5 163,0 -
6 96,1 6,21(1H, d, J=2,1 Hz)
7 165,0
8 94,8 6,21(1H, d, J=2,1 Hz)
9 162,3 -
10 104,0 -
1 130,0 -
2’ 128,0 7,36(1H, d, J=8,5 Hz)
3 115,0 6,85(1H, d, J=8,5 Hz)
4 159,0 -
5 115,0 6,85(1H, d, J=8,5 Hz)
6 128,0 7,36(1H, d, J=8,5 Hz)
1 99,0 4,97(1H, d, J=7,0 Hz)
2” 76,3 3,42 (dd ; J=6,1; 7,2 Hz)
37 76,5 3,47 (d, J=6,1 Hz)
4> 70,1 3,32 (m)
5 75,8 3,37 (M)
6’ 61,2 4,02 (d ; 10,0) H-6"a
3,60 (dd ; 10; 7,1) H-6"b
1 101,0 4,73(sl)
2’ 70,3 3,91 (d ; J=4,5Hz)
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position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
3 70,7 3,46 (dd ; J=8,2; 4,5 Hz)
4 72,0 3,75(m)
57 68,2 3,60(m)
6’ 16,0 1,23 (s)
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I11-8- Identification du produit GE3-20

Le composé GE3.20 se présente sous forme d’une poudre jaune,

Le spectre de RMN *H est sont étalements montrent (spectres 111.34 ; 111.34.1 ; 111.34.2) du

composé GE 3.20 montrent les cing protons aromatiques caracteristiques de la quercétine.

» Deux signaux de deux protons aromatiques a oy 6,25 (1H, d, J = 2,1 Hz) et 6,40 (1H,
d, J = 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A d’un
flavonoide substitué en C-5 et C-7. Ceci est confirmé par expérience COSY * H-'H
(spectre 111.35).

» trois signaux déblindés résonant a oy 7,74 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,65 (1H, d, J =8,5;
2,1 Hz) et 6,97 (1H, d, J = 8,5 Hz), attribuables respectivement aux protons H-2', H-6'
et H-5' du cycle B bisubstitué en positions 3' et 4' comme le montre également
I’expérience COSY *H-'H (spectre 111.35).
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Spectre n° 111.34: Spectre RMN *H (500 MHz, CD;0D du composé GE3.20
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Spectre n° 111.34.1: Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D du composé GE3.20

Proton aromatique.

H‘I”’

Protons osidigue CHs

|
T

<. L ,/U

T T T T ] T T ' T T T T I T T T

| —
5 4 3 2 [ppm]

Spectre n° 111.34.2: Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D du composé GE3.20

Proton de sucres

106



(H6’a’ :H_S’a’)

(Hl” :H_3’7)

(H5* :H-6")

Spectre n° 111.35: Spectre COSY *H-'H du composé GE3.20

En dehors des signaux correspondants a la génine, ’analyse du spectre de RMN *H permet de
repérer deux protons anomériques résonnant a 6y 5,08 (d, J = 7,7 Hz) et 6y =4,60 ppm (d, J =
1,4 Hz). Ces données suggeérent la présence de deux unités osidiques.
L’analyse des spectres COSY 'H-'H (spectre 111.35) et HSQC (spectre 111.36) permet
d’identifier les deux sucres comme étant :
» un B-D-glucopyranose a partir de I’anomere a dy= 5,08 ppm, caractérisees par les
protons H-2*’, H-3*’, H-4"’ et H-5"’ trans-diaxiaux,
» un o-L-rhamnopyranose a partir de ’anomeére a 4,60 ppm, caractérisées par son
méthyl doublet a 64 =1,28 ppm (d, J = 6,2 Hz, H- 6"").
A partir des protons cités précédemment, 1’expérience hétéronucléaire HSQC permet
d’identifier les carbones porteurs des protons (spectre 111.36). Ces derniers sont repérés a oc
100,86 (C-6), 95,97(C-8), 116,66 (C-27), 123,53 (C-6), 113,49 (C-5'), 104,81(C-1") et
100,80(C-1").
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Spectre n° 111.36: Spectre HSQC du composé GE3.20
H6’’b/C6”’
H4* /C4”
H6’’a/C6°-
kH49’7/C477,
H2”’/(:2”’77 < e jC5
H3”’/C3’7{ ) s
HS’G’/CS”( H2 /C2 H3 /C3

Spectre n° 111.36.1: Spectre HSQC la partie osidique du composé GE3.20
Le spectre HMBC (spectre 111.37) montre des corrélations H-C entre le proton H-6" du
glucose (Glc), et le carbone C-1" du rhamnose (Rha) et inversement entre le carbone C-6" du

glucose (dont le déplacement chimique déblindé a dc= 68,5 ppm indique qu’il porte un
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substituant OR) et le proton H-1" du rhamnose (Rha) mettant en évidence la liaison : a-
rhamnopyranosyl-(1—6)-p- glucopyranosyl (rutinose). Le rutinose est fixé sur la génine
quercétine en position 3 comme ’atteste la corrélation HMBC entre le carbone C-3 et le

proton anomérique H-1" du glucose.

Hl”’/c6”%
H8/C6
<— He6/C8
H8/C10——> ﬁHG/ClO
’ 7%
H6°/C2 <«—scr’
H2/C6T—> -—
103? H1°°/C3
H2’.H6’/C4’% &HS’/CLI-’
H6>.H2’/C2l—™> H8/IC9 > <— Hp/C5

€—
H8/C7 — H6/C7

Spectre n° 111.37: Spectre HMBC du composé GE3.20

109



Figure n° 111.8: montre les différentes corrélations HMBC

Toute cette analyse spectrale permet d’assigner sans ambiguité pour ce flavonoide [120], la
structure suivante : quercétine 3-O-(6-a-L-rhamnopyranosyl)-f-D-glucopyranoside.

Ce compose est connu sous le nom de rutine (quercétine-3-O-rutinoside).

OH O OH

Figure n° 111.9: la structure de la rutine

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés dans le
tableau I11.8.
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Tableau 111.8: Déplacements chimiques RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHZz) du
composé GE3-20 dans MeOD

Position oC (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

2 159,7 -
3 136,8 -
4 179,6 -
5 162,3 -
6 100,8 6,25 (1H, d, J=2,1 Hz)
7 165,3 -
8 95,9 6,40 (1H, d, J=2,1 Hz)
9 158,7 -

10 106,8 -
1’ 122,9 -
X 116,6 7,74 (1H, d, J = 2,1 Hz)
3’ 1457 -

4 150,0 -
5 113,49 6,97 (1H, d, J = 8,5 Hz)
6’ 123,5 7,65 (1H, dd, J=8,5; 2,1 Hz)
17 104,8 5,08 (d, J=7,7 Hz)
2¢ 75,9 3,49

3”7 78,0 34

4 71,5 3,29

57 77,4 3,30

6’’-a 68,5 3,81-

6”’-b 3,46

1’ 100,80 4,60 (d, J=1,4Hz)
2 71,0 3,70

37 71,0 3,70

4 73,6 3,28

5 69,9 3,60

(3 16,3 1,28
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[11-9- Identification du produit GE3-24

Le spectre RMN *H (Spectre 111.38) enregistré dans le CD;0D & 600 MHz de ce composé est
totalement identique au spectre de la naringenin-7-O-neohesperidoside (GE3-13), seulement
les protons du cycle C raisonnent sur ce spectre sous forme d’un singulier d’intégration 1H a
dy= 6,65 ppm attribuable a H-3, et la disparition de signales des protons H-3a et H-2.
» Deux signaux de deux protons aromatiques a 6= 7,92 ppm (2H, d, J = 8,5 Hz) et dy=
6,95 ppm (2H, d, J = 8,5 Hz), attribués respectivement aux protons (H-2’, H6’) et (H-
3’, H5’) du cycle B d’un flavonoide substitué¢ en C-4’
» Deux autre signaux de deux protons aromatiques a éy= 6,55 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) et
d4=6,80 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-6 et H-8 du
cycle A d’un flavonoide substitué¢ en C-5 et C-7.
> Dans ce spectre on observe aussi la présence de deux protons anomériques dont le
premier raisonne a dy= 5,10 ppm (1H, J = 7,2 Hz) et le second a 6n= 4,87 sous forme

d’un singulet.
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Spectre n° 111.38: Spectre NMR *H (600 MHz, CD3;OD du composé GE3-24
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L'examen du spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (Spectre 111.39) permet l'attribution

des carbones qui portent des protons:

>

Une tache de corrélation entre H-2’, H-6" et deux atomes de carbones a 6¢c= 127,0 ppm
et attribuablesa C-2’ et C- 6.

Une tache de corrélation entre H-3’, H-5" et deux atomes de carbones a dc = 115,0
ppm et attribuables a C-3” et C- 5.

Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6c = 94,0 ppm qui est le
C-8.

Une tache de correlation entre H-8 et un atome de carbone a d¢c = 98,0 ppm qui est le
C-6.

Une taches de corrélation entre les protons H-3 a é¢c = 102,0 ppm qui est le C-3.

Une tache de corrélation entre H-1""et un atome de carbone a ¢ = 99,0 ppm qui est le
C-17.

Une tache de corrélation entre H-1" et un atome de carbone a 6¢ = 101,0 ppm qui est
le C-1".

Une tache de correélation entre H-6"’ et un atome de carbone a 6¢c = 18,0 ppm qui est
le C-6.

L’examen du spectre HSQC permet D’attribution des carbones porteurs des protons du

groupement glycosylé oc C-1°.C-2". C-3”". C4”’. C-5" et C-6"".en comparant ces données

spectrales avec celles de la littérature [123]. On déduit que notre groupement glycosylé est un

glucose.

L’unité osidique présente dans ce composé est clairement identifiée au a-L-rhamnopyranosyl-

(1—6)-p-D-glucopyranoside en raison, d’une part le déplacement des protons anomérique, et

d’autre part le déplacement de méthyle du rhamnose.
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Spectre n° 111.39: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD3;0D du composé GE3-24
A partir de toutes ces données [121], la structure du composé GE3-24 a donc pu étre établie

comme étant : apigenin-7-O- a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-8-D-glucopyranoside.

(0]

OH

HO.
OH

Figure n° 111.10: la structure de | ’apigenin-7-O-- a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-8-D-
glucopyranoside
L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-9
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Tableau n° 111.9 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-24

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 - -
2 - -
3 102,0 6,65ppm (1H, sl,)
4 - -
5 - -
6 98,0 6,55(1H, d, J=2,1 Hz)
7 -
8 94,0 6,80(1H, d, J=2,1 Hz)
9 - -
10 - -
1 - -
2’ 128,0 7,92(1H, d, J=8,5 Hz)
3 115,0 6,95(1H, d, J=8,5 Hz)
& - -
5 115,0 6,95(1H, d, J=8,5 Hz)
6 128,0 7,92(1H, d, J=8,5 Hz)
1” 99,0 5,10(1H, d, J=7,0 Hz)
2” 76,3 3,42 (dd ; J=6,1; 7,2 Hz)
37 76,5 3,47 (d, J=6,1 Hz)
4> 70,1 3,32 (m)
57 75,8 3,37 (m)
6 61,2 4,02 (d ; 10,0) H-6"a
3,60 (dd ; 10; 7,1) H-6"b
1’ 101,0 4,87 s
2’ 70,3 3,91 (d ; J=4,5 Hz)
3 70,7 3,46 (dd ; J=8,2 ;4,5 Hz)
4> 72,0 3,75(m)
5 68,2 3,60(m)
6’ 18,0 1,23 (s)
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[11-10- Identification du produit GE3-27

Le spectre de RMN *H (spectre 111.30) du composé GE 3.27 montre les six protons
aromatiques caractéristiques de la kaempferol.

» Deux signaux de deux protons aromatiques a op= 8,08 ppm (2H, d, J =7,9 Hz) et
04=6,98 ppm (2H, d, J = 7,9 Hz), attribués respectivement aux protons (H-2’, H6”) et
(H-3°, H5’) du cycle B d’un flavonoide substitué en C-4’. Ceci est confirmé par
expérience COSY *H-'H (spectre 111.41).

» Deux autre signaux de deux protons aromatiques a oy 6,45 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) et
dy= 6,26 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-8 et H-6 du
cycle A d’un flavonoide substitué en C-5 et C-7. Ceci est confirmé par expérience
COSY H-H (spectre 111.41).

» Un signal a 64 =5,19ppm (1H, d, J = 7,2 Hz) attribuable au proton anomérique H-1"’
du glycose d’une configuration f3.
» Unsignal a 6y = 4,53ppm (1H, d, J = 1,4 Hz) attribuable au deuxiéme proton

anomérique H-1""" du Rhamnose caractérisé par le méthyle sortant a 5y =1,12ppm.
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(H_S’a’ , H_6’a’)

(H-17; H-2"")

(H-3’; H-5’, H-3’ ; H-5)

Spectre n° 111.41: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD30D du composé GE3-27
L'examen des spectres COSY *H-'H (spectre n° 111.41) permet l'attribution des protons voisins

» Une tache de corrélation entre les protons (H-2’ ; H-6") 6y 8,08 ppm et autre protons a
oH 6,98 qui ne peut étre que les protons (H-3" ; H-57).
> Le proton anomérique H-1" 64 5,19 (d, J = 7,2 Hz) corréle avec le proton H-2"
O0x=3,39 ppm.
A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (Spectre 111.42) on a pu relier
chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :
> Une tache de corrélation entre H-2°, H-6’ et deux atomes de carbones a 8¢ = 133,76
ppm et attribuables a C-2” et C- 6°.
» Une tache de corrélation entre H-3, H-5" et deux atomes de carbones a dc= 116,48
ppm et attribuables a C-3” et C- 5.
> Une tache de corrélation entre H-6et un atome de carbone a 6¢c= 98,21 ppm qui est le
C-6
» Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a dc= 94,26 ppm qui est le
C-8.
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» Une tache de corrélation entre H-1""et un atome de carbone a 6c= 104,16 ppm qui est
le C-1".

> Une tache de corrélation entre H-1""’ et un atome de carbone a 6c= 102,23 ppm qui est
le C-1"".

» Une tache de corrélation entre H-6" et un atome de carbone a 6c= 20,30 ppm qui est
le C-6°.

(H-6"> :C-6"")

(H-8 :C-8)

(H'6 .C'6) (H_la’a :C'l,’,)

(H-1"":C-1"")
(H-3°,5";C-3’ ,5%)

(H'2’,6’ :C'Z, ,6,)

Spectre n° 111.42: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD30OD du composé GE3-27
L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre n°® 111.43) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :

Le proton H-6 montre deux taches de corrélation :
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» La premiére confirme le carbone adc = 96,40 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-8.
» La deuxiéme confirme le C-10 a d¢c= 106,84 ppm.
Le proton H-8 montre quatre taches de corrélation :

> La premiére confirme le carbone a 6¢c= 98,21ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-6.

» La deuxieme confirme le C-10 a 6¢c = 104,84 ppm.

> Latroisiéme avec un atome de carbone a d¢c = 159,83 ppm attribuable a C-9.

» Laquatriéme avec un atome de carbone a dc= 166,0 ppm attribuable a C-7.

Les protons H-3' et H-5' montre trois taches de corrélation :

» la premiére avec I’atome de carbone a 6c= 116,23 ppm confirme le C-3' et C-5'.

> La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 122,19 ppm attribuable a C-1".

» La troisiéme avec 1’atome de carbone a 6¢c = 161,31 qui ne peut étre que C-4".

Les protons H-2' et H-6" montrent:
» Une taches de corrélation avec un atome de carbone a 6c= 133,76ppm attribuable a C-
2’ et C-6’.
> Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6c= 161,31 qui ne peut
étre que C-4'.
Le proton H- 1’' montre:
> Une tache de corrélation avec un atome de carbone a 6c= 135,61 ppm qui ne peut étre
que le C-3.
Le proton H- 1’ montre deux taches de corrélation:

> la premiére avec I’atome de carbone a d¢c= 69,15 ppm confirme le C-6".

» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c= 72,74 ppm attribuable a C-2*"".
L’Identification de la partie osidique est évidemment effectuée au moyen de 1’expérience
COSY 'H-'H. Partant du premier proton anomére nommé H-1" [8y =5,19 (d, J = 7,2 Hz)], un
systéme de spins a sept protons d’un hexose est visualisé a travers les corrélations (Spectre n°
111.41) : H-1"/H-2" [84 =3,43 ()], H-2"/H-3" [8} =3,42 (m)], H-3"/H-4" [8y =3,25 (m)], H-
4"[H-5" [y =3,34 (m)] et H-5"/H2-6" [d4 =3,38 (M, H- 6"a) / 64 =3,80 (dd, J = 11,6 ; 1,8 Hz,
H-6"b)].

Ces données sont typiques d’un glucopyranose de configuration 3 (J1--2= 7,6 Hz).

Partant du second proton anomeére H-1" [y =4,51 (d, J = 1,4 Hz)], on identifie sur le spectre
COSY H-'H (spectre 111.41) un autre systéme de spins & huit protons d’un déoxyhexose, et
cela a travers les couplages H-1"/H-2" (é4 =3,63, dd, J = 3,2; 1,5 Hz), H-2"/H-3" (64=3,53,
dd, J =9,5; 3,2 Hz), H-3"/H-4" (6H 3,29, t, J = 9,5 Hz), H-4"/H-5" (6H 3,46, dq, J = 9,5; 6,4
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Hz) et enfin H-5"/ CH3-6" (64 =1,12, d, J = 6,4 Hz). Cette derniere corrélation en plus de la
valeur de la constante de couplage J1™ -2"' = 1,4 Hz permettent d’identifier un a-L-rhamnose.
Selon les corrélations du HMBC le H-1" (rhamnose)/C-6" (glucose) et H-1" (glucose)/C-3
(génine) montrent que ces deux unités osidiques forment en C-3 I’enchainement [a-L-

rhamnopyranosyl-(1-6)-4-D-glucopyranoside].

(H-l”, :C-6” _R200 (R0
(H-1">’ :c-z”;; (H-677:C-57)
Q- (H-6 :C-8)
(H-8 :C-10) (H8:CQ (H-6 :C-10)
(H-3°.5*:C-3".5")
(H-3°.5":C-1")
(H-2".6° :C—IZ) (H-1"":C-3)
o Xl YRy b 2 YA’ (H'8.C'9)
(H2.6":C-4")  (H-35 :C-4) H8 C7)

Spectre n° 111.43: Spectre HMBC (600 MHz, CD30D, ¢ ppm) du composé GE3-27
A partir de toutes ces données [120], la structure du composé GE3-27 a donc pu étre établie

comme étant :

OH
OH

fe} OH

OH
OH

OH o}

O
Figure n° 111.11: la structure du kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-8-D-

glucopyranoside
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L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-10
Tableau n° 111.10 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-27

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

1 - -

2 159,70 -

3 135,61 -

4 179,60 -

5 163,00 -

6 98,21 6,26(1H, d, J=2,1 Hz)
7 166,00 -

8 94,26 6,45(1H, d, J=2,1 Hz)
9 159,83 -

10 106,84 -

1 122,19 -

2’ 133,76 8,08(1H, d, J=7,9 Hz)
3 116,48 6,98(1H, d, J=7,9 Hz)
4 161,31 -

5 116,48 6,98(1H, d, J=7,9 Hz)
6’ 133,76 8,08(1H, d, J=7,9 Hz)
1 104,16 5,19(1H, d, J=7,2 Hz)
2 75,80 3,42 (m)

3” 76,50 3,47 (m)

4 71,10 3,40 (M)

5” 75,80 3,37 (m)

6’ 69,15 4,02 (d ; 10,0) H-6"a

3,60 (dd; 10;7,1) H-6"b

1> 102,23 4,53(1H, d, J=1,4 Hz)
2’ 72,74 3,91 (d; J=4,5Hz)
3’ 72,70 3,46 (dd ; J=8,2 ;4,5 Hz)
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position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
4 73,00 3,75(m)
5 69,48 3,60(m)
6’ 20,30 1,12 (d; J=6 Hz)
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I11-11- Identification du produit GE4-9

Le spectre de RMN *H (spectre 111.44) du composé GE 4.9 montre les cing protons
aromatiques:

» Deux signaux de deux protons aromatiques a 6y=7,75 ppm (1H, d, J =1,8 Hz) et 6,90
ppm (1H, d, J = 8,0 Hz), attribués respectivement aux protons H-2’ et H6’

» Unsignal & 64=7,60ppm (1H, dd, J = 8.0 ; 1.8 Hz) attribuable au H-5".

» Deux autre signaux de deux protons aromatiques a 64=6,40 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz) et
6,22 ppm (1H, d, J = 2,1 Hz), attribués respectivement aux protons H-8 et H-6 du
cycle A d’un flavonoide substitué¢ en C-5 et C-7.

» Unsignal a 6= 5,22ppm (1H, d, J = 7,5 Hz) attribuable au proton anomérique H-1"’

du glucose d’une configuration p.

'§ { B - ¥
|
i
|
3 | |
1 I J
e d
[
- | ”
| i
2 h
] | Protons o?idique
N ‘\ H-2’ H_8 !_|_6 ’ !‘ . 1
o | H-6° H-5° H-1" | {‘ "‘_\M\
] | | [
S | | ”) t | ?' I } \' I& 1‘&{ 'hl{l*r&\\-f
> i T _ - R 3 ippm

Spectre n° 111.44: Spectre NMR *H (600 MHz, CD3OD du composé GE4-9

L'examen des spectres COSY *H-'H (spectre n° 111.45) montre:
» Une tache de corrélation entre les protons H-2> &y =7,60 ppm et autre protons a

d1=6,90 qui ne peut étre que les protons H-6".
» Le proton anomérique H-1" 6y =5,22 correle avec le proton H-2" a 6= 3,42 ppm.
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(H-1” ; H-2")

(H-5, H-6")

Spectre n° 111.45: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, MeOD du composé GE4-9

A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (Spectre 111.46) on a pu relier

chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :

>

Une tache de corrélation entre H-2’et un atome de carbone a éc¢ = 118,23 ppm et
attribuables a C-2.

Une tache de corrélation entre H-6’et un atome de carbone a c= 123,07 ppm et
attribuables a C-6°.

Une tache de corrélation entre H-5’ et un atome de carbone a 6¢c= 116,62 ppm et
attribuables a C- 5°.

Une tache de corrélation entre H-6et un atome de carbone a 6¢ = 100,00 ppm qui est le
C-6

Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a dc= 93, 96 ppm qui est le
C-8.

Une tache de correlation entre H-1""et un atome de carbone a 6¢ = 104,20 ppm qui est
le C-17.
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(H-8 :C-8)
(H'6 .C'G) (H'l” :C'l”)
(H-27;C-2") (H-57:C-5"

(H-6’;C-6")

Spectre n° 111.46: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHzCD3;OD du composé GE4-9

L’¢étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre n° 111.47) met en évidence les
corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :
Le proton H-6 montre trois taches de corrélation :
> La premiere confirme le carbone a 6c = 93,96 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
8.
» Ladeuxiéme confirme le C-10 a 8¢ = 105,54 ppm.
» La troisiéme confirme le carbone & 6¢c = 163,20 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
5
Le proton H-8 montre quatre taches de corrélation :
» La premiére confirme le carbone a 6c= 100,0ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-6.
» Ladeuxiéme confirme le C-10 a d¢c= 105,54 ppm.
» Latroisiéme avec un atome de carbone a 6c = 157,55 ppm attribuable a C-9.
» La quatriéme avec un atome de carbone a 6c = 168,54 ppm attribuable a C-7.
Le proton H-5' montre trois taches de corrélation :
» la premiére avec 1’atome de carbone a d¢ = 123,18 ppm confirme le C-6’.

» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6¢c = 143,57 ppm attribuable a C-3'.
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» La troisiéme avec 1’atome de carbone a 6c = 150,21 qui ne peut étre que C-4'.
Le proton H-6' montre:
> Une taches de corrélation avec un atome de carbone a ¢ = 118,05ppm attribuable a
C-2’.
> Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6¢c = 150,21 qui ne peut
étre que C-4'.
Le proton H-2' montre:
» Une taches de corrélation avec un atome de carbone a 6c= 123,21ppm attribuable a C-
6.
> Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6¢c =143,57 qui ne peut
étre que C-3'.
» Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a 6c= 150,21 qui ne peut
étre que C-4'.
> Une taches de corrélation avec le méme atome de carbone a ¢ = 157,41 qui ne peut
étre que C-2.
Le proton H- 1" montre:
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a 6¢c = 134,60 ppm qui ne peut
étre que le C-3.
L’unité osidique présente dans ce composé est clairement identifiée au B-D-glucose en raison,
d’une part, de la constante de couplage du proton anomérique qui est localisé a éy= 5,22 (d, J
= 7,5 Hz, H-1") et d’autre part, des grandes valeurs des constantes de couplage (J > 7 Hz) des
protons constituant ce sucre. Ces valeurs indiquent des orientations axiales pour tous les
protons. Ces derniers sont identifiés suite aux couplages qu’ils présentent sur le spectre COSy
'H-'H (spectre n° 111.45) entre H-1" (84=5,22, d, J = 7,5 Hz)/H-2" (84 =3,43, t, J = 7,4 Hz)/H-
3" (6y =3,49, dd, J = 9-7,6 Hz)/H-4" (6p= 3,22, t, J = 9 Hz)/H-5" (84 =3,36, ddd, J = 9-5, 2-2,3
Hz)/ H-6"a (64 =3,72, d, J = 11,0Hz) et H-6"b (34 =3,58, dd, J = 11,0-5,2 Hz).
Les carbones du B-D-glucose sont établis par I’analyse du spectre HSQC a C-1" (6¢=104,20),
C-2" (6¢=77,85), C-3" (6¢c= 75,71), C-4" (6c=78,77), C-5" (6c=71,19) et C-6" (6c=63,41).
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(H-8:C-10)  (H-6:C-10)
(H-6":C-2")
(H-2:C-6’y—> (H-5°:C-6")
(H-1":C-3)
2’;C3)—> (H-57:C-3")
2:58431%2 (H-6>:C-4") (H-5°:C-4%)
(H2': - > (HBCO 6o

(H-8:C-7)

Spectre n° 111.46: Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé GE3-27

A partir de toutes ces données [122], la structure du composé GE4-9 a donc pu étre établie

comme étant :

OH

OH o) OH
OH

Figure n° 111.12: la structure d’isoquercétrine
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L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° I111-11
Tableau n° 111.11 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE4-9

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

1 - -

2 157,41 -

3 134,60 -

4 161,60 -

5 163,20 -

6 100,00 6,22(1H, d, J=2,1 Hz)

7 168,54 -

8 157,55 6,40(1H, d, J=2,1 Hz)

9 159,83 -

10 105,54 -

1 121,30 -

2’ 118,23 7,75(1H, d, J=1,8 Hz)
3’ 143,57 -

4 150,21 -

5 116,62 6,90(1H, d, J=8,0 Hz)
6’ 133,07 7,60(1H, d, J=8,0 Hz)
1 104,20 5,22(1H, d, J=7,5 Hz)
2 77,85 3,43 (1H,t,J=7,4)
3” 75,71 3,49 (1H, dd, J = 9,0-7,4)
4> 78,77 3,22 (1H,t,J=9,0)
5” 71,19 3,36 (1H, ddd, J = 9,0-5,2-

2,3)

6’a 63,41 3,72 (1H,d ; 11,0)
6”’b 3,58 (1H, dd ; 11,0 ; 5,1)
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I11-12- Identification du produit GE5-8

Le produit GE5-8 a été séparé sous forme d’une poudre amorphe blanche.

Le spectre de masse en mode ESI positif & haute résolution de ce composé (Spectrelll-47),
donne un pic quasi moléculaire de masse exacte m/z= 721 Da correspondant a la formule
brute [M+Na] * C32H42017Na" (calculée 721,0). Ce résultat méne & une molécule de
formule brute C32H42017, de masse 698 Da.

Spectre n° 111-47: Spectre SMHR (ESI)™ du composé GE5-8.

Le spectre RMN *H (spectre 111-48), enregistré dans MeOH-d4, montre les signaux suivants :
» Un massif de signaux de protons entre dH= 2,48 et 6H= 4,88 ppm, est caractéristique

des protons aliphatiques et osidiques.
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» Un massif de signaux de protons entre 6H=3,30 et 6H=4,88ppm, est caractéristique

des protons hydroxylés et osidiques (présence au moins une unité osidique)

» Des signaux résonants dans le champ faible entre a 6H= 6,71 et a 5H= 7,10ppm et

s’intégrant pour six protons, caractéristiques des protons aromatiques.

» unsinglet d’intensité six protons a dH= 3,82 caractéristique de deux groupements

méthoxyles.

Tous ces signaux orientent vers un squelette d’un composé phénolique.
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Spectre n° 111.48: Spectre RMN *H (600 MHz, MeOD du composé GE5-8
L’analyse combinée du spectre RMN *H (spectre 111-48) et COSYH- 'H (spectre 111-49) dans

la région aromatique indique la présence de deux systémes ABX. En effet, on observe:

» Trois signaux constituant le premier systéme a 6H 6,71ppm (1H, d, J = 8,0Hz), a 6H 6,
88 ppm (1H, d, J = 8,0 Hz) et a 8H 6,74ppm (1H, s), attribuables aux trois protons du

premier noyau aromatiques H-6, H-5 et H-2 respectivement.

» Trois autre signaux constituant le deuxiéme systéeme a oH 6,82 ppm (1H, d, J =

8,0Hz), a 6H 7, 10ppm (1H, d, J = 8,0 Hz) et a 6H 6,73ppm (1H, s), attribuables aux.

trois protons du deuxiéme noyau aromatiques H-6, H-5" et H-2’ respectivement.
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Cette analyse permet d’identifier sans ambiguité la présence de deux noyaux aromatiques 1,

3,4-trisubstitués.

i (H-6/H-2) (H-6’/ H-2")
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Spectre n° 111.49: Spectre COSY*H- 'H (600 MHz, MeOD du composé GE5-8

Les valeurs des carbones porteur de ces six protons sont détectées par 1’analyse de spectre
HSQC (Figure I11-51), comme suit :H-2/C-2 a 6H 6,74/ 6C 112,2 ; H-5/C-5 a 6H 6,88 6C
111,9 ; H-6/C-6 a 6H 6,71 6C 121,4 ; H-2'/C-2" a 6H 6,82/ 6C 114,0 ; H-5/ C-5"a 6H 7,10/ 6C

116,0 et H-6'/C-6' a 6H 6,73/ 6C 120,0.

Dans la zone des protons aliphatiques, nous observons :

» Un signal s’intégrant pour un proton sous forme d’un multiplet a 6H 2,47 (1H, m)

correspondant a un proton H-8.
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» Un signal sous forme de multiplet d’intégration 1H a 6H 2,55ppm correspondant a H-
7a.

» Un signal sous forme de doublet large d’intégration 1H a 6H 2,82ppm correspondant
au 2°™ proton H-7b.

» Un signal sous forme de doublet d’intégration 2H a 6H 4,10ppm correspondant aux
protons H-9 d’un CH, oxygener (OCH,).

» . Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a 6H 2,92ppm correspondant a H-
T’a.

» Un signal sous forme de doublet d’intégration 1H a 6H 3,18ppm correspondant au 2eme
proton H-7’b.

> Un signal sous forme de singulier d’intégration 6H a dH 3,82ppm correspondant a
deux méthoxyles (OCH3).

L'examen d’étalements du spectre cosy *H-'H (spectre n° 111.50) permet l'attribution des

protons:

» Des taches de corrélation entre le proton H-8 6H 2,47 ppm et trois autres protons & 6H
2,55; 2,82 et 4,10ppm qui ne peut étre que les protons H-7a, H-7b et H-9
respectivement.

» Une tache de corrélation entre le proton H-7’a a 6H 2,92 ppm et un autre proton a 6H

3,18 ppm qu’il est le proton H-7"b.
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Spectre n° 111.50: Etalement Spectre COSY*H- *H (600 MHz, MeOD) du composé GE5-8

L'examen des spectres HSQC (spectre n° 111.51) permet l'attribution des carbones qui portent

des protons:

> Une tache de corrélation entre le proton H-9 et I’atome de carbones C-9a 3 =70,0

ppm confirme la jonction C-O.

» Une tache de corrélation entre le proton H-8 et 1’atome de carbones C-8 a ¢ = 43,4

ppm.

> Une tache de corrélation entre le proton H-7a et I’atome de carbones C-7 a ¢ = 31,1

ppm.

» Une tache de corrélation entre le proton H-7b et I’atome de carbones C-7 a 6¢ = 31,1

ppm.

> Une tache de corrélation entre le proton H-7’a et I’atome de carbones C-7’ a ¢ = 40,1

ppm.

> Une tache de corrélation entre le proton H-7’b et 1’atome de carbones C-7’ & ¢ = 40,1

ppm.

» Une tache de corrélation entre les protons et le carbone de OCHj3 a &¢ = 55,7 ppm.

» Une tache de corrélation entre le proton anomeérique H-1""’et 1’atome de carbones C-

1> adc =104,1 ppm.
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Spectre n° 111.52: Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) MeOD du composé GE5-8
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L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC dans la zone faible (spectre n° 111-52) met en
évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications
suivantes :
Les protons H-6 ; H-6" montres quatre taches de corrélation :
» La premier avec un atome de carbone a 6¢ = 147,0 ppm attribuable a C-3 ; C-3’.
» Ladeuxiéme confirme le C-2 ; C-2* a 6¢ = 113,0 ppm.
» La troisi¢éme avec un atome de carbone a 6¢ = 41,3 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-7°.
» La quatriéme avec 1’atome de carbone a 6¢ =31,8 ppm attribuable a C-7.
Le proton H-2 montre deux taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 150,0ppm attribuable a C-4.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 122,0 ppm attribuable a C-6.
Le proton H-5 montres trois taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 150,0ppm attribuable a C-4.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a ¢ = 132,7 ppm attribuable a C-1.
» Latroisiéme avec 1’atome de carbone a 6¢ = 122,0 ppm attribuable a C-6.
Le proton H- 2’ montres trois taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 147,1ppm attribuable a C-3 et C-3°.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢ = 123,8 ppm attribuable a C-6’.
» Latroisiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 41,3 ppm attribuable & C-7.
Le proton H- 5> montres quatre taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 150,0ppm attribuable a C-4’.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢ = 147,0 ppm attribuable a C-3°.
» Latroisiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 130,1 ppm attribuable a C-1’
» Laquatriéme avec 1’atome de carbone a 6¢ =115,6 ppm attribuable a C-2’.
Les protons de 20CH3; montrent une tache de corrélations :

» La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 149,2ppm attribuable a C-3.
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Spectre n° 111.52-1: Etalement du Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) MeOD du composé
GE5-8

L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC dans la zone fort (spectre n° [11-52-2),
permettant de tirer les indications suivantes :
Le proton H-9 montres quatre taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 180,0ppm attribuable a un carbonyle
quaternaire C-9’ dans un cycle furanique.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6c = 77,0 ppm attribuable & un carbone
quaternaire oxygéner C-8’.
> Latroisiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 43,5ppm attribuable a C-8.
» La quatriéme avec 1’atome de carbone a 6¢ =31,4 ppm attribuable a C-7.
Les protons H-7’a ; H-7’b montres six taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 180,0ppm attribuable & C-9°.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 131,0 ppm attribuable a C-1".
» Latroisiéme avec 1’atome de carbone a 6¢ = 123,8ppm attribuable a C-6’.
» Laquatrieme avec 1’atome de carbone a 6¢ =115,8 ppm attribuable a C-2’.
» La cinquiéme avec 1’atome de carbone a 6¢ = 77,2 ppm attribuable a C-8’.
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» Lasixieme avec I’atome de carbone a 8¢ = 44,8 ppm attribuable a C-8
Les protons H-7a ; H-7b montres six taches de corrélations :

» La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 132,5ppm attribuable a C-1.
La deuxiéme avec ’atome de carbone a 8¢ = 122,0 ppm attribuable a C-6.
La troisi¢éme avec I’atome de carbone a 6¢ = 114,0 ppm attribuable a C-2.

La quatriéme avec 1’atome de carbone a 6¢ =77,2 ppm attribuable a C-8’.

YV V V V

La cinquiéme avec 1’atome de carbone a d¢ = 71,3 ppm attribuable a C-9.
» Lasixiéme avec I’atome de carbone a 6¢ = 44,5 ppm attribuable a C-8.
Le proton H-8 montre trois taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6¢ = 132,5ppm attribuable a C-1.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢ = 77,3 ppm attribuable a C-8’.

» Latroisiéme avec I’atome de carbone a 6¢ =31,9 ppm attribuable a C-7.
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Spectre n° 111.52-2: Etalement du Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) MeOD du composé

GE5-8

L’analyse de ces spectres (RMN *H, HSQC et HMBC) de GE5-8 a permis d’attribuer les

signaux de la génine en comparaison avec ceux décrits dans la littérature et d’identifier le
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squelette de lignane comme un diaryl monofuranique. Le lignane est, donc, identifiée comme

étant :

Figure n° 111.13: la structure du nortrachelogenin

L’examen du spectre RMN'H (Spectre n° 111.48) montre un signal & 8H = 4,88ppm masquer
par celui du solvant qui porté sur un carbone qu’il a un déplacement de 6c = 101,4ppm
(Spectre n® 111.51) caractéristique d’un proton anomérique.
L’examen du spectre SMHR ESI (Spectre n° 111.47) mentre la presence de duex unité de
sucre identique.
A partir de ces protons anomériques, 1’interprétation des corrélations observées sur le spectre
COSY'H-'H (Spectre n° 111.50) permet de repérer le proton (H-2"; H-2") par la corrélation
(H-1"'/H-2"; H-1""' [H-2>"" ) a 8H 3,50 (2H, m), puis le proton (H-3" ;H-3") situé¢ a 6H 3,52
(2H, d) par la corrélation (H-2"/H-3" ;H-2"/ H-3"), ensuite la corrélation (H-3"/H-4" ;H-3"/
H-4"") permet d’identifier ce dernier a 6H 3,40 (2H, t), le proton( H-5" ;H-5") situé aussi a dH
3,41 (2H) présente deux corrélations avec deux protons géminés (H-6""a ; H-6""a) a 6H 3,70
(2H, dd,) et a 6H 3,87 (2H, m), attribuables aux protons H-6"b ; H2-6™b).
L'examen des spectres HSQC (Spectre n° 111.51) permet l'attribution des carbones qui portent
des protons: 6C 73,2(C-2"/C-2"), 8C 77,4 (C-3"/ C-3"), 6C 69,2 (C-4"/ C-4"), 8C 77,0
(C-5"/C-5") et 6C 61,2 (C-6"/ C-6"). Une comparaison de ces données spectroscopiques avec
celles de la littérature [3] a permis de caractériser ces deux sucres comme le f-
glucopyranoside.
L'examen des spectres HMBC (Spectre n° 111.52) montre :

» Une tache de corrélation des deux protons anomérique avec les carbones a d¢c=147.0

ppm attribuable aux C-4 et C-4.
» Une tache de corrélation entre les protons des deux méthoxyle avec les carbones a
d¢=149.2 ppm attribuable aux C-3 et C-3’.
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Donc le composer GE5-8 est identifié comme étant [116]:

OH

H3CO. 9 |

]
HO >
o 7 -

HO
OH

HO,

OH
o) OH

HO

Figure n° 111.14:nortrachelogenin-4,4°’-di-O-4-D-glucopyranoside
L’ensemble des spectres a permis de faire ’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-12

Tableau n° 111.12 : Données de la spectrométrie RMN *H (MeOD) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-26

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 132,5 -
2 112,2 6,74(1H, s)
3 147,0 -
4 150,0 -
5 111,9 6,88(1H,d, J=8,0 Hz)
6 1214 6,71(1H,d, J=8,0)
7a 31,1 2,55(1H, m)
7b 2,82 (1H,br d, J=10,0Hz)
8 43,4 2,47 (LH,m)
9 70,0 4,10(2H,br d, J=8,3Hz)
1’ 130,1 -
2 114,0 6,82(1H, s)
3’ 147,0 -
4 150,0 -
5 116,0 7,10(1H,d, J=8,0 Hz)
6’ 120,0 6,60(1H,d, J=8,0)
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position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
T’a 40,1 2,92 (1H,d, J=13,5 Hz)
7’b 3,18(1H,d, J=13,5 Hz)
8’ 77,2 -
9 180,0 -
OCHjs 55,7 3,82
1” 101.4 4,89 (d,J=17,3)
2” 73,2 3,20 (t,J=7,3)
37 77,4 3,52 (t,J=7,0)
4 69,2 3,40 m
57 77,0 3,41(dd, J=7,9-5)5)
6’’a 61,2 3,70 (d, J =11,8)
6’’b 3,87 (dd, J=11,8-5,5)
1 101.4 4,89 (d,J=7,3)
2 73,2 3,20 (t,J=17,3)
3 77,4 3,52 (t,J=17,0)
4> 69,2 3,40 m
5 77,0 3,41(dd, J=7,9 -5,5)
6’’a 61,2 3,70 (d, J =11,8)
6’b 3,87 (dd, J=11,8-5,5)
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[11-13- Identification du produit GE6-10

Le composé GE6.10 se présente sous forme d’une poudre jaune,

Le spectre de RMN *H (spectre n° 111.53) du composé GE 6.10 montre les six protons

aromatiques caractéristiques de lutéoline.

» Deux signaux de deux protons aromatiques a 64=6,22 ppm (1H, SI) et d4= 6,50 ppm
(1H, SI) attribués respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A d’un flavonoide
substitué en C-5 et C-7. Ceci est confirmé par expérience COSY *H-'H (spectre n°
111.54).

» Unsignal a 6y =6,64ppm d’intégration 1H attribuable a H-3.

» trois signaux déblindés résonant a dy= 7,54 ppm (1H, SI), 6y= 7,49 ppm (1H, SI) et
on= 7,43 ppm (1H SI), attribuables respectivement aux protons H-6', H-2' et H-5' du
cycle B bisubstitue en positions 3' et 4' comme le montre également 1’expérience

COSY *H-H (spectre n° 111.54).

Spectre n° 111.53: Spectre RMN *H (500 MHz, CD;0D du composé GE6.10
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H-6°, H-2’

H-3
H-8
H-6
H-5’

Spectre n° 111.53.1: Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D du composé GE6.10

Proton aromatique.

H-1°

Proton de sticres

Spectre n° 111.53.2: Spectre RMN *H (500 MHz, CD30D du composé GE6.10

Proton de sucres
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(H4™ :H-5")

(H1>’ :H-2")

(H-5" :H-6")

Spectre n° 111.54: Spectre COSY *H-'H du composé GE6.10

L'examen des spectres cosy *H-"H (spectre n° 111.54) permet l'attribution des carbones qui

portent des protons:

> Une tache de corrélation entre le proton H-6" d4= 7,54 ppm et un autre proton a
du=7,43ppm qui ne peut étre que le proton H-5.
» Le proton anomérique H-1" 64= 4,95 ppm correle avec le proton H-2" 5= 3,59 ppm.
> Une tache de corrélation entre le proton H-4’ 6= 3,57 ppm et un autre proton a
dy=3,79ppm qui ne peut étre que les protons H-5".
A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (spectre n° 111.55) on a pu relier
chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :
» Une tache de corrélation entre H-2” et un atome de carbones a 6¢c = 113,51 ppm et
attribuable a C-2.
> Une tache de corrélation entre H-6" et un atome de carbones a 6c = 118,28 ppm et

attribuable a C- 6°.
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» Une tache de corrélation entre H-5 et un atome de carbones a 6¢c = 116,97 ppm et
attribuables a C- 5°.
» Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a ¢ = 93,25 ppm qui est le

C-8.

> Une tache de corrélation entre H-6 et un atome de carbone a 6¢c = 99,62 ppm qui est le
C-6.

» Une tache de corrélation entre H-3 et un atome de carbone & d¢c = 102,43 ppm qui est
le C-3.

» Une tache de correlation entre H-1"" (6 H= 4,98ppm) et un atome de carbone a
6¢=102,15 ppm qui est le C-1".

> Une tache de corrélation entre H-2’’ (6 H= 3,60ppm) et un atome de carbone a
8¢c=73,09 ppm qui est le C-2’.

» Une tache de corrélation entre H-3" (6 H= 3,33ppm) et un atome de carbone a
d¢c=47,71 ppm qui est le C-3"".

> Une tache de corrélation entre H-4’’ (6 H= 3,57ppm) et un atome de carbone a
8¢c=72,20 ppm qui est le C-4’.

» Une tache de corrélation entre H-5"" (6 H= 3,79ppm) et un atome de carbone a

0¢c=75,17 ppm qui est le C-5".

(H3°/C3"")
(H4”*/C4*
(H5”/CS”>)\
(H6/C6) (H27°/C2")

/6> (H5'/C5)

Spectre n° 111.55: Spectre HSQC du composé GE6.10
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L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre n° 111.56), permettant de tirer les
indications suivantes :
Le proton H-6 montre quatre taches de corrélation :
» La premiere confirme le carbone a 6¢c = 93,07 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
8.
» La deuxiéme confirme le C-10 a d¢ = 105,04 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-5 a d¢ = 163,00 ppm.
» La quatrieme confirme le C-7 a 6¢c = 166,77 ppm.
Le proton H-8 montre trois taches de corrélation :
> La premiere confirme le carbone a dc =166,77ppm qui ne peut étre attribué¢ qu’au C-
1.
» La deuxieme confirme le C-10 a 6¢c = 105,04 ppm.
» Latroisiéme avec un atome de carbone a ¢ = 158,00 ppm attribuable a C-9.
Le proton H-3 montre quatre taches de corrélation :
> La premiére confirme le carbone a 6c = 127,40 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
1.
» La deuxieme confirme le C-10 a 8¢ = 104,98 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-2 a d¢ = 165,39 ppm.
» La quatrieme confirme le C-4 a ¢ = 185,73 ppm.
Le proton H-5" montre deux taches de corrélation :
» la premiére avec 1’atome de carbone a d¢ = 127,50 ppm confirme le C-1°.
> La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 149,52 ppm attribuable a C-3".
Le proton H-2' montre:
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a 6¢c = 118,28ppm attribuable a C-
6.
> Une tache de corrélation avec le méme atome de carbone a d¢c = 149,52 qui ne peut
étre que C-3'.
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a 6¢c = 165,53ppm attribuable a C-
4.
Le proton H-6" montre:
» Une tache de corrélation avec un atome de carbone a d¢ = 113,51ppm attribuable a C-
2’
> Une tache de corrélation avec le méme atome de carbone a 3¢ = 149,52 qui ne peut

étre que C-3'.
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Les protons osidiques : montre:
» Une tache de corrélation entre le H- 1”' et un atome de carbone a 6¢c =165,5ppm qui
ne peut étre que le C-3.
> Le H-5"" avec les atomes de carbone a 6c = 175.77; 6¢c = 76,96 ; 6c = 70,58 ppm
confirme les carbones C-6""; C-4’et C-2”° respectivement. Ce qui confirme la

présence d’une fonction acide dans la position 6 du sucre.

(H-3/C-10)
H-57/C-2"
(H-8/C-10) ( )\
H-6/C-8 H-5"/C-4>)—"7
(H5¢ /C-1") s ) ( )

(146 16" <— (H-6/C-10)
T (H-3/C-17)
(H2eic2)”” < (H-8/C-9)

(H-6°/C-3)) «—(H5°/C3) //(H—6/C—5)
(H-2/C-4") < (H-6/C-7) (H-1° /C-4)
\\ e, (H-5>"/C-6")
(H-3/C-2)

(H-3/C-4)

Spectre n° 111.56: Spectre du composé GE6.10

Ces données sont typiques d’un glucuronide de configuration B attaché avec la partie géenine
par la jonction C-O-C on position 4°.
A partir de toutes ces données [116], la structure du composé GE6-10 a donc pu étre établie

comme étant luteolin 4’-O-g-D-glucuronide.
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OH OH

OH
OH

HO (0]

OH (e}

Figure n° 111.15: la structure de luteolin 4°-O-f-D-glucuronide

Les déplacements chimiques des protons et carbones de ce composé sont rassemblés dans le
tableau 111.13.
Tableau 111.13: Déplacements chimiques RMN 1H (500 MHz) et 13C (125 MHZz) du
composé GE6-10 dans CD3;OD

Position oC (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
2 165,39 -
3 102,43 6,64(1H, SI)
4 185,73 -
5 163,00 -
6 99,62 6,22 (1H, SI)
7 166,77 -
8 93,25 6,50 (1H, SI)
9 158,00 -
10 105,04 -
1 127,50 -
2’ 113,50 oH 7,49 (1H, SI)
3 149.70 -
4 165,53 -
5 116,97 7,43 (1H, SI)
6’ 118,28 7,54 (1H SI)
1 102,15 4,98 (1H, SI)
2¢ 70,58 3,60
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position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
3” 75.00 3,33
4 76.96 3,57
50 75.00 3,79
6 175,77 -
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[11-14- Identification du produit GE10-7

Le spectre RMN 'H de ce composé enregistrés & 600 MHz dans MeOD (spectre 111.57),
indique la présence de :
» Un signal d’intégration 2H attribuables a un noyau aromatique tétrasubstitué résonne
a o= 7.02ppm (2H, s,) attribuable aux protons H-2 et H-6.
> Deux signaux attribuables a une doubles liaison avec une géométrie trans résonant a
dny=7,62ppm (1H, d, J=16,0 Hz, H-7), 6,75 (1H, dd, J=16,0 ; 8 Hz, H-8).
> Un doublet a 64 =9.60 (1H, d, J=8.0 Hz) attribuable a H-9 d’une fonction aldéhyde.
» Un singulier a 4= 3.91ppm d’intégration 6H attribuable a deux méthoxyle.

[
|
(H-2 ; H6) &

| | '
: | ‘ |
I | (
H-7
H-9 ‘ | Hs } l ‘l | \
l L .. i ) T

Spectre n° 111.57: Spectre NMR *H (600 MHz, CDs0D du composé GE10-7

L'examen des spectres HSQC (spectre n° 111.58) permet I'attribution des carbones qui portent
des protons:

» Une tache de corrélation entre H-9 et I’atome de carbones a C-9 6¢c= 195,5 ppm.

» Une tache de corrélation entre H-8 et 1’atome de carbones a C-8 d¢= 155,7 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-7 et 1’atome de carbones a C-7 d¢ = 155,7 ppm.
>

Une tache de corrélation entre (H-2; H-6) et I’atome de carbones a (C-2; C-6)
0c=126,7 ppm.
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Une tache de correlation entre les protons des deux méthoxyle et 1’atome de carbone a

d¢c = 56,5 ppm.

10.0 ) . ( 3o D 8.0  $X Bl 0.9 . 0 5.

(H-6/ C-6) «

(H-8/ C-8) =

«(H-7/ C-T)

-(H-9/ C-9)

Spectre n° 111.58: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD3;0OD du composé GE10-7

L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre n° 111-59) met en évidence les

corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :

Le proton H-9 montre une tache de corrélation a 6c=126,7 ppm attribuable a C-7.
Le proton H-7 montre deux taches de corrélation :

» La premiére avec I’atome de carbone a 6c= 195,5ppm attribuable a C-9.

» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a 6c= 107,3 ppm attribuable a C-2 et C-6.

Les protons H-2 et H-6 montrent quatre taches de corrélation :
> La premiére confirme le carbone a 6c=154,0 ppm attribuable a C-8.

» Ladeuxiéme confirme le C-3 et C-5 & 6c= 147,9ppm.

» Latroisiéme confirme le C-4 & 6c=139,6 ppm.

>

qu’au C-6 et C-2.

La quatrieme avec un atome de carbone a 6¢c = 106,8ppm qui ne peut étre attribué

Les protons de OCH3 montrent une tache de corrélation a 6c=147,9 ppm attribuable & C-3 et

C-5.
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I |

(H-7/ C-2;C-6) ¢ )(H-6 /C-2 ; H-2/C-6)

\(H-9/ C-8) |

(H-2 ;H-6/ C-4)
(H-2 ;H-6/ C-3 ;C-5)

J
(H-2 ;H-6/ C-8) -

(H-7/ C-9)1
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 50 4.5

4.0 3.5

Spectre n° 111-59: Spectre HMBC (600 MHz, CD30OD, ¢ ppm) du composé GE10-7

A partir de toutes ces données en comparaison avec les données de la littérature [112], la
structure du composé GE10-7 a donc pu étre établie comme étant : Sinapaldehyde

H3CO |

HO

OCHj

Figure n° 111.16: la structure de Sinapaldehyde

L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-14
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Tableau n° 111.14 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE3-27

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 133,0 -
2 107,3 6,71s
3 147,3 -
4 150,0 -
5 1473 -
6 127,3 7,01s
7 126,6 6,75(d, J=16Hz)
8 1557 6,62 (dd, J=16,0; 8,0 Hz)
9 195,5 4,00(d, J=8,0Hz)
OCHjs 56,5 391
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[11-15- Identification du produit GE10-17

Le spectre RMN 'H de ce composé enregistrés & 500 MHz dans CDsOD (spectre n° 111.60),
indique la présence de :
» Un signal d’intégration 2H attribuables a un noyau aromatique tétrasubstitué résonne
a opy=6.76 (2H, s,) attribuable aux protons H-2 et H-6.
> Deux signaux attribuables a une doubles liaison avec une géométrie trans résonant a
o= 6,32 (1H, d, J=16,0 Hz, H-7), 34= 6,55ppm (1H, dd, J=16,0 , H-8).
> Un signal d'intégration 2H sous forme d'un doublet repéré a éy= 4,24ppm (J = 8Hz)
correspondant aux protons oxymethylénes (CH2-0)
» Unsingulier a 6y= 3.91ppm d’intégration 6H attribuable a deux méthoxyle.
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Spectre n° 111.60: Spectre NMR *H (600 MHz, CD3;0D du composé GE10-17
La présence de deux protons éthyléniques (H-7 et H-8), deux protons oxyméthylenes (CH2-
O-) et deux protons aromatiques (H-2 et H-6), révéle que cette molécule contient un squelette

de type cinnamyle alcool substitué :
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Schéma n° 111.17: Structure d'un cinnamyle alcool

Le spectre RMN *3C (spectre n° 111.61), montre la présence de
» deux groupements méthines résonants a 6c= 104,42 (C-2), 104,49 (C6)
> deux carbones tertiaire résonant a 6c= 129,0 (C-7 ; C-8) .
» trois oxycarbones résonants a dc= 135,0 (C-4), 6c= 153,0(C-3 ; C-5).

» deux groupements méthoxy résonant a 6c= 56,5 ppm.

00

carbones osidiques

C-4 g (—)\—\
7

0O
wol

Spectre n°® 111.61: Spectre RMN 3¢ (150 MHz, CD30D du composé GE10-17

Ces spectres suggerent aussi l'existence d'une unité osidique en raison du nombre de signaux
résonant dans la zone (3,20 a 3,80 ppm).confirmé par le proton anomérique a o= 4,87ppm.
A partir des protons cités précédemment, 1’expérience héteronucléaire HSQC permet

d’identifier les carbones qui les portent (spectre n° 111.62),
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Une tache de corrélation entre les protons (H-2, H-6) et les atomes de carbone (C-2, C-6) a

oc=104,0 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-7 et ’atome de carbone C-7 a 5¢c= 129,7 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-8 et I’atome de carbone C-8 a ¢ = 128,4 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-9 et 1’atome de carbone C-9 a é¢ = 62,0 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-1" et I’atome de carbone C-1" a é¢c = 104,0 ppm.
| ! 1
| (1 | \ f A
ppn u"\ MM B _J SN '( ) \" ‘\ ) W
;:»w -
o] Hocop o= F |
704 o .ol
80 !l Sie ‘1
1 &(H-2;H-6/C2; C6) &(H-1"; C-1) |
.l |
(H-7;C-7) = =(H-8:C-8) ; |
140 :I
150 ’

Spectre n° 111.62: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD30D du composé GE10-17

L’étude du spectre relatif a 1’expérience HMBC (spectre n° 111-63) met en évidence les

corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :

Les protons H-2 et H-6 montres quatre taches de corrélation :

>

>
>
>

La premiére avec 1’atome de carbone a 6c= 150,2ppm attribuable & C-3 et C-5.

La deuxiéme avec 1’atome de carbone a dc= 135,0 ppm attribuable a C-4.

La troisiéme avec 1I’atome de carbone a 6c= 128,0 ppm attribuable a C-7.

La quatrieme avec I’atome de carbone a 6c= 104.8 ppm qui ne peut étre attribué qu’a
C-2 et C-6.

Le proton H-7 montre trois taches de corrélation :

>
>

La premiére confirme le carbone a 6c= 131,1 ppm attribuable a C-1.
La deuxiéme confirme le C-2 et C-6 & 6c= 104, 8 ppm.
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» Latroisiéme avec un atome de carbone a 6c= 62,5 ppm qui ne peut étre attribué qu’au
C-9.

Le proton H-8 montre deux taches de corrélation :

» La premiére I’atome de carbone a 6c=131,8 ppm attribuable a C-1.

» La deuxieme confirme le C-9 a 6c= 62,5 ppm.
Le proton H-9 montre une tache de corrélation avec le carbone a 6c= 129,0 attribuable au C-8.
Les protons des deux methoxyle montre une tache de corrélation avec le carbone & 5c= 153,9
attribuable au C-3 et C-5.

Le proton anomérique H-1" montre une tache de corrélation avec le carbone a 6c=135,3

attribuable au C-4.
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Spectre n° 111.63: Spectre HMBC (600 MHz, 150 MHz CD30D du composé GE10-17

L’unité osidique présente dans ce composé est clairement identifiée comme B-D-glucose,
I’analyse [123] de ces spectres (RMN *H, HSQC et HMBC) de GE10-17 a permis d’attribuer

les signaux de de sucre (tableaull1-15).
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A partir de toutes ces données, la structure du compose GE3-2 a donc pu étre établie comme

étant [113]: la syringine

OCH3

OH

Figure n° 111.18: la structure de la syringine

L’ensemble des spectres a permis de faire ’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-15

Tableau n° 111.15 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (CD3;OD ; 150 MHz de GE3-27

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 131,8 -
2 104,8 6,76 (s)
3 154,0 -
4 135,3 -
5 154,0 -
6 104,8 6,76 (s)
7 129,0 6,32 (1H, d, J=16,0 Hz)
8 128,5 6,55 (1H, dd, J=16,0 ; 8 Hz)
9 62,5 4,24 (2H, d, J = 8Hz)
T 1038 4.87 (1H, d, J=7,8 Hz)
2’ 74,1 3,48 (dd, J=9,4 ; 8,1 Hz)
3 76,0 3,22 (m)
4 69,0 3,44 (m)
5 76,0 3,41 (d, J=8,0 Hz)
6’a 61,0 3,78 (dd, J=11,5;2,0 Hz)
6’b 3,67(dd, J=11,5;5,0 Hz)
OMe 55,0 3,91(6H, s)
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I11-16- Identification du produit GE10-18

Le spectre RMN *H de ce composé enregistrés & 500 MHz dans MeOD (spectre n° 111.64),
indique la présence de un systeme ABX. En effet, on observe:

» Trois signaux constituant cette systéme a 64=6,94 (1H, dd, J=8,4 ; 1,8 Hz), a 64=7,10
(1H, d, J=8,4 Hz)et a 6= 7,06 (1H, d, J=1,8 Hz), attribuables aux trois protons d’un
noyau aromatique 1,3,4-trisubstitués, H-6, H-5 et H-2 respectivement.

> Deux signaux attribuables a une doubles liaison avec une géomeétrie trans résonant a
81= 6,27 (1H, d, J=15,7 Hz, H-7), 84=6,55ppm (1H, dt, J=15,7 ; 5,8 Hz, H-8).

» Un signal d'intégration 2H sous forme d'un doublet repéré a 64=4,21 (J = 5,8Hz)
correspondant aux protons oxyméthylénes (CH2-0)

» Un singulier a 6y= 3.88ppm d’intégration 3H attribuable & un méthoxyle.
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Spectre n° 111.64: Spectre RMN *H (600 MHz, CD;0D du composé GE10-18
En plus de ces données et par comparaison avec les donnée du composé précedent GE10-17

et avec les données de la littérature [113], on peut d’attribuer sans ambiguité pour le

composé, la structure suivante :
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OCH3

OH

Figure n° 111.19: la structure de /’abeitin

L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-16

Tableau n° 111.16 : Données de la spectrométrie RMN *H (DMSO) ; 600 MHz
RMN =C (CD3;0D ; 150 MHz de GE3-27

position C J (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 133,1 -
2 111,5 7,06 (1H, d, J=1,8 Hz)
3 150,9 -
4 1477 -
5 118,0 7,10 (1H, d, J=8,4 Hz)
6 120,8 6,94 (1H, dd, J=8,4 ; 1,8 Hz)
7 1313 6,27 (1H, d, J=15,7 Hz)
8 128,9 6,55 (1H, dt, J=15,7 ; 5,8 Hz)
9 63,8 4,21 (2H, d, J =5,8Hz)
1 102,8 4,88 (1H, d, J=7,33 Hz)
2’ 74,9 3,48 (dd, J=9,4 ; 8,1 Hz)
3 78,3 3,22 (m)
4 71,4 3,44 (m)
5 77,9 3,41 (d, J=8,0 Hz)
6’a 62,5 3,78 (dd, J=11,5;2,0 Hz)
6’b 3,67(dd, J=11,5;5,0 Hz)
OMe 56,7 3,88(3H, s)
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[11-17- Identification du produit GE12-7 :

Le composé GE12-7 obtenu sous forme d’une huile incolore.

L'analyse combinée des spectres RMN 'H (spectre n°

111.65), COSY'H-'H (spectre n°

111.66),et HSQC (spectre n° 111.67),HMBC (spectre n° 111.68), montre un spectre RMN *H

devisée en deux zones :
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Spectre n° 111.66: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE12-7
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: Spectre HMBC (600 MHz, CD30OD, ¢ ppm) du compose GE12-7
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Zone aromatique :

Indique la présence de six protons aromatiques résonants entre 6y= 6,77 et 7,20 ppm de deux

noyaux aromatiques trisubstituée :

» Trois signaux constituant le premier systeme a 6= 7,20 (1H, d, J = 2,0 Hz), a 64=6,89
(1H, dd, J=8,0; 2 Hz) et a 64= 6, 77 (1H, d, J = 8 Hz), attribuables aux trois protons du
premier noyau aromatiques H-2, H-6 et H-5 respectivement.

> Trois autre signaux constituant le deuxiéme systéme a 64=6,97 (1H, d, J = 2 Hz), a
04=6,84 (1H, dd, J = 8,0 ;2,0 Hz) et a 64=6,82 ppm (1H, d, J = 8 Hz), attribuables aux.

trois protons du deuxieme noyau aromatiques H-2’, H-6 et H-5 respectivement.

[ *1e6]

H-2 '

7.2 7.0 6.6 6.6 6.1 tppm]

Spectre n° 111.65-1: Etalement Spectre RMN *H (600 MHz, CD;0D du composé GE12-7
Les déplacements chimique des carbones de ces six protons sont comme suit : 6C-2=109,8 ;
dc5=114,6 ; 6C-6=118,5 ; 8¢c»-=108,9 ; 6¢.5=115,6 ; d¢c.-=118,0.

L’examen du spectre COSY *H-'H et son étalement (spectres n° 111.66 et 111.66-1) montre des

taches de corrélation suivantes :

» Une tache de corrélation entre le proton H-2 a 64=7,20 ppm et un autre proton a
d1=6,89 qu’il est le proton H-6.

» Une tache de corrélation entre le proton H-6 a 6H 6,89 ppm et un autre proton a
Ox=6,77 qu’il est le proton H- 5.

» Une tache de corrélation entre le proton H-2’a éy= 6,97 ppm et un autre proton a
0n=6,84 qu’il est le proton H-6’.

» Une tache de corrélation entre le proton H-6’a 8H 6,84 ppm et un autre proton a

O0n=6,82 qu’il est le proton H-5".
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Spectre n° 111.66-1: Etalement Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE12-7
L’examen du spectre HMBC et son étalement (spectres n° 111.68 et 111.68-1) montre des
taches de corrélation suivantes :
Le proton H-2 montre quatre taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 6¢ = 148,9 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4.
> Ladeuxiéme confirme le C-3 a 6c = 147,2 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-6 a 6¢c=119,9 ppm.
» La quatriéme confirme le C-7 a 6¢c = 86,5 ppm
Le proton H-6 montre trois taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 6c= 147,0ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-3.
» La deuxiéme confirme le C-2 a 8¢ = 111,0 ppm.
» La troisiéme avec un atome de carbone a dc = 86,0 ppm attribuable a C-7.
Le proton H-5 montre deux taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 6¢ = 134,6ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1.
> Ladeuxieme confirme le C-4 a 6c = 148,5 ppm.
Le proton H-2” montre quatre taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a dc= 148,9 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4°.
» La deuxieme confirme le C-3’ a ¢ = 147,0 ppm.
» Latroisieme confirme le C-6" a 6c=119,3 ppm.
» Laquatrieme confirme le C-7’ a 6c = 83,9 ppm
Le proton H-6" montre trois taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a d¢c = 146,9ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-3’.

» La deuxieme confirme le C-2’ a 6¢c= 111,0 ppm.
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» La troisiéme avec un atome de carbone a ¢ = 84,0 ppm attribuable a C-7’.
Le proton H-5" montre deux taches de corrélation :

» Lapremiére avec le carbone & d¢c = 135,4ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1".

» La deuxieme confirme le C-4’ a ¢ = 149,0 ppm.
On observe une tache de corrélation entre un signale a 64=3,85 ppm sous forme d’un singulier
d’intégration 6H attribuer a 20CHj3 avec un carbone a 6c =147,0 ppm qui ne peut étre attribué
qu’auC-3 et C-3°.

B
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T 3
C-7 _ - d -8
C-71|—= oo
(C-2, C-2°) —
(C-6, C-6")|| b . o 8
(C-1, C-1")| == : t:.: 3
(C-3; C-3°/C-4, C-4) arte — < ' e %
o R i T "8 67 o [ppll!]

Spectre n° 111.68-1: Etalement Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé
GE12-7

Figure n° 111.20: Corrélations HMBC des protons aromatique

du composé GE12-7

A I’issue de ces résultats spectraux, les deux groupements aromatiques A et B
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Figure n°® 111.21: Fragment 4-hydroxy-3-méthoxyphényle des cycles A et B
du compose GE12-7

Zone aliphatique :
En plus des éléments structuraux identifiés précédemment, le spectre RMN *H (spectre n°

[11.65), révele la présence de huit signaux d’intégrant 1H pour chaque un.

» Trois sous forme de doublet sortant a = 5,52(IH, d, J = 1Hz), 64=4,90 (IH, d, J=6
Hz) et 64=4,84ppm (IH, d, J = 6 Hz).

» Deux sous forme de doublet de doublet localisés a 4,03 (IH, dd, J = 9; 2 Hz) et
on=4,23 ppm (IH, dd, J =9, 6 Hz).

> Deux signaux sous forme multiple sortant a 64=2,92 ppm et 3,16 ppm (1H, m) pour
chaque un.

[ *1e§]

15

10

OCHj,

55 50

4.0 3.0 Ippm)

Spectre n° 111.65-2: Etalement Spectre RMN *H (600 MHz, CD;OD du composé GE12-7
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L'élucidation structurale de ce composé peut étre débutée a partir des protons H-7 a

d1=4,90ppm et H-7" & d4= 4,84ppm qui sont portée sur les carbones C-7 6¢c = 86,0 et C-7’

0c=84,0ppm.

L’examen du spectre COSY*H- 'H (spectre n° 111.66-2), montre :

» Une tache de corrélation entre le proton H-7 a 6= 4,90 ppm et autre proton a 64=3,16

qui ne peut étre que le proton H-8.

> trois taches de corrélations entre le proton H-8 a 64=3,16 ppm et trois autres protons

(deux doublet de doublet et un triplé) a 6= 4,23, 4,03 et 64=2,92 ppm qui ne peut étre

que les protons H-9a, H-9p, H-8’ respectivement.

» Une tache de corrélation entre le proton H-7° a éy4= 4,84 ppm et un autre proton a

dy=2,92 qui ne peut étre que le proton H-8’.

> Une tache de corrélation entre le proton H-8’ a 6H 2,92 ppm et un autre proton a

dx=5,52 qui ne peut étre que le proton H-9°.
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Spectre n° 111.66-2: Etalement Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE12-7
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Figure n° 111.22 : Corrélations COSY*H- 'H des protons oxyméthines
du composé GE12-7

A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (Spectre 111.67) on a pu relier

chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :

>

Une tache de correélation entre H-8et un atome de carbone a d¢ = 53,16 ppm et
attribuables a C-8.

Une tache de corrélation entre (H-9a, H-9b) et un atome de carbone & ¢ = 71,0 ppm
attribuables a C-9.

Une tache de corrélation entre H-8” et un atome de carbone a 6¢c = 61,5 ppm et
attribuables a C- 8’.

Une tache de corrélation entre H-9’et un atome de carbone a ¢ = 101,2 ppm qui est le
C-9’.

Une tache de corrélation entre les protons de methoxyle et un atome de carbone a
dc=55,0 ppm et attribuables a OCHjs,

L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC (spectre n°® 111.68-2) met en évidence les

corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications suivantes :

Le proton H-7 montre six taches de corrélation :

>
>
>
>

>
>

La premiére confirme le carbone a 6c =135,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1.
La deuxiéme confirme le C-6 a 3¢ = 119,6 ppm.

La troisieme confirme le carbone a d¢c = 111,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-2
La quatrieme confirme le carbone a d¢c = 102,1 ppm qui ne peut étre attribué¢ qu’au C-
9.

La cinquieme confirme le C-9 a 8¢ = 71,5 ppm.

La sixiéme confirme le carbone a ¢ = 53,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-8.

Le proton H-9a et H-9b montres deux taches de corrélation :

>
>

la premiére avec 1’atome de carbone a 6¢c = 86,0 ppm confirme le C-7.

La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 84,0 ppm attribuable a C-7',

Le proton H-7" montre six taches de corrélation :
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» La premiére confirme le carbone a 6c=134,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1".
» La deuxiéme confirme le C-6’ a 6c = 119,6 ppm.
> La troisieme confirme le carbone a 6¢c = 110,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
2’.
» La quatrieme confirme le carbone a 6c = 102,1 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
9.
» La cinquiéme confirme le C-9 a 6¢c = 71,5 ppm.
» La sixieme confirme le carbone a d¢c = 62,0 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-8’
Le proton H-8” montre deux taches de corrélation :
> La premiéere confirme le carbone a d¢c = 134,5ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-
1.
» La deuxieme confirme le C-8 a 6¢c = 86,0 ppm.
Le proton H-9” montre quatre taches de corrélation :
» lapremiére avec I’atome de carbone a ¢ = 86,0 ppm confirme le C-7.
> La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 84,0 ppm attribuable a C-7.
» La troisiéme avec 1’atome de carbone a 6c = 62,0 qui ne peut étre que C-8'.

» La quatrieme confirme le C-8 a 6¢ =53,0 ppm.

H-9”
H-7 H-7 H-9a H-9b H-8’

C-8
C-8

C-9
C-7/C-1"—

C-o
C-2/C-2
C-6/C-6°

c-1/C-1

OCHj,

Spectre n° 111.68-2: Etalement Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, 6 ppm) du composé
GE12-7
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Le spectre HMBC montre des corrélations H/C en 3J Schéma n° I11.23 conduisant a la

formation d’un squelette de type furofurane a travers les couplages des protons oxyméthines :

SN

b N Q
9 17

1
g
A
Figure n° 111.23 : Corrélations HMBC des protons oxyméthines
du composé GE12-7

L’analyse de ces spectres (RMN 1H, HSQC et HMBC) a permis identifiée le composé
GE12-7 comme étan [111] t 9a-hydroxypinoresinol

o OH

OH
HO o

O.

N

Figure n° 111.24: la structure du 9a-hydroxypinoresinol

L’ensemble des spectres a permis de faire 1’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-17
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Tableau n° 111.17 : Données de la spectrométrie RMN *H (MeOD) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE12-7

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 135,0 -
2 109,8 7,20 (1H, d, J = 2,0 Hz),
3 147,0 -
4 149,0 -
5 114,6 6,77 (1H, d, J =8 Hz)
6 118,5 6,89 (1H, dd, J=8,0; 2 Hz)
7 86,0 4,90 (IH, d, J = 6 Hz)
8 53,2 3,16 (1H, m)
9a 71,0 4,23 (IH,dd, J=9, 6 Hz)
9b 4,03 (IH, dd, J = 9, 2 Hz)
r 134,5 -
2’ 108,9 6,97 (1H, d, J =2 Hz)
3 147,0 -
4 149,0 -
5’ 1156 6,82 ppm (1H, d, J = 8 Hz)
6’ 118,0 6, 84 (1H, dd, J=8,0;2,0

Hz)
7 84,0 4,84 (IH, d, J = 6 Hz)
8’ 61,5 2,92 (1H, m)
9’ 101,2 §H 5,52 (IH, d, J = 1Hz)
OCHs 55,0 3,87s
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[11-18- Identification du produit GE13-10 :

L’analyse combinée du spectre RMN *H (spectre n° 111.69), de la région aromatique indique
la présence d’un systeme ABX. En effet, on observe:

» Un massif de signaux résonants dans le champ faible entre & 5= 6,81 et a 6= 6,98 et
s’intégrant pour six protons, caractéristiques des protons aromatiques des deux noyaux
aromatique trisubstituer. éy= 6,95 (d; J = 1,5 Hz; H-2"), 64=6,98 (d; J = 1,5 Hz; H-
2”%), 64=6,86 (dd; J = 8,5 et 1,5 Hz; H-6" et H-6"") et 64=6,81 (d; J = 8,5 Hz; H-5 et
H-5"). Leurs carbones sont déterminés par expérience HSQC a (spectre n° 111.71), é¢
108,5 (C-2 et C-27), 114,9 (C-5et C-5") et 119,6 (C-6 C-6").

» Deux signales sous forme d'un singulet large repéré a ou= 5,42 et 64=5,26 ppm
correspondent a deux protons ;HC-O attribuable au H-7 et H-7".

> Quatre signaux sont détecté a 6y=4,31 (dd; J = 8,8 et 6,8 Hz; H-9a), 6= 4,04 (ddlI; J =
6,8; 4,5 Hz; H-9B), 64=3,67 (dd; J = 8,8 Hz; H-5), 64=3,37(td Hz; H-1),.

» Un signale sous forme d'un singulet repéré a 64,=3,89 ppm d’intégration six protons

correspond a deux groupements méthoxyle.

2.0

1.5

1.0

0.5
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Spectre n° 111.69: Spectre RMN *H (600 MHz, CDsOD du composé GE13-10

L’examen du spectre HMBC (spectres n° 111.72 et 111.72-1) montre les taches de corrélation

suivantes :
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Le proton H-2> montre trois taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a é¢c = 147,5 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-3°.
» La deuxiéme confirme le C- 6’a ¢ =119,3 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-6 a 6c =84,0 ppm.

Le proton H-6" montre trois taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 6c = 148,3ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4’.
» La deuxiéme confirme le C-2’ a 6¢c =110,0 ppm.
» Latroisieme avec un atome de carbone a 6c= 84,0 ppm attribuable a C-6.

Le proton H-5" montre deux taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 6c =132,5ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1".
» Ladeuxieme confirme le C-4’ a 8¢ = 148,3 ppm.

Le proton H-2’” montre trois taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a 6¢c =147,5 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-3”’.
» Ladeuxiéme confirme le C- 6”’a 6¢c = 119,3 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-2 & 8¢ = 86,0 ppm.

Le proton H-6" montre trois taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a 6c = 148,3ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4"".
» Ladeuxiéme confirme le C-2" a ¢ = 110,0 ppm.
> Latroisiéme avec un atome de carbone a dc =86,0 ppm attribuable a C-2

Le proton H-5"" montre deux taches de corrélation :
> La premiére avec le carbone a 8¢ =132,5ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-1"".

> Ladeuxiéme confirme le C-4"" a 6c =148,3 ppm.

L'élucidation structurale de ce composé peut étre débutée a partir des protons H-2 (64=5,41)

et H-6 (64=5.26) qu’ils sont déja déterminer a partir de leurs carbones porteurs C-2

(6c=86,0ppm) et C-6 (d¢c =84,0 ppm), selon le spectre HSQC (spectre n° 111.71).

L’examen du spectre COSY *H-H et son étalement (spectres n° 111.70 et 111.70-1) montre des

taches de corrélation suivantes :

» Une tache de corrélation entre le proton H-6 a 64=5,26 ppm et un autre proton a

d0n=3,67 qu’il est le proton H-5.
» Une tache de corrélation entre le proton H-5 a ppm et un autre proton a 64=3,37 qu’il
est le proton H-1.
» Une tache de corrélation entre le proton H-1 et un autre proton 64=4,31 qu’il est le
proton H-8a.

> Une tache de corrélation entre le proton H-8a et le proton H-8p.
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Spectre n° 111.70: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE13-10
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Spectre n° 111.70-1: Etalement Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CD;0D du composé GE13-
10
A partir des protons cités précédemment, 1’expérience héteronucléaire HSQC permet

d’identifier les carbones qui les portent (spectre I11.71).
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» Une tache de corrélation entre les protons (H-8a, H-8p) et I’atome de carbone C-8 a

dc= 72,2 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-2 et I’atome de carbones C-2 a d¢ = 86,0 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-6 et I’atome de carbones C-6 a ¢ = 84,0 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-5 et I’atome de carbones C-5 a d¢ = 54,0 ppm.
» Une tache de corrélation entre H-1 et I’atome de carbones C-1 a d¢ = 50,5 ppm.
| |
| | i
:1!", ,""{'1 . Al ‘ " H. y “.’I"
Cirip| 8
OCHz@» "C-5 -
| «C-8 1
c2w 20 |
(C-27;C2%)
|y
| ﬁ‘% (C-6’;C-6") ‘,
1 ' LS
| /\ |
(C-57;C-5) l
'} 7 ' : ’ G - 5 T - }1 j ‘ F2 [;;;>mj

Spectre n° 111.71: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD3;0OD du composé GE3-27
L’examen du spectre HMBC (spectres n°® 111.48 et 111.48-1) montre également les taches de
corrélation suivantes :

Le proton H-2 montre sept taches de corrélation :

> La premiere avec le carbone 6c = 178,9 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4. qu’il

est sous forme d’un carbonyle C=O0.
La deuxiéme confirme le C-1" a 8¢ = 132,9 ppm.
La troisiéme confirme le C-6 a 6¢c = 119,1 ppm.
La quatriéme confirme le C-2” a ¢ = 109,9 ppm.
La cinquiéme confirme le C-8 & 6¢c = 72,2 ppm

La sixieme confirme le C-5a d¢c = 53,9 ppm

YV V. V V V V

La septieme confirme le C-1 a ¢ = 50,5 ppm
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Le proton H-8a montre une tache de corrélation avec le carbone a ¢ = 86,5ppm qui ne peut
étre attribué qu’au C-2.
Le proton H-8B montre quatre taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a 6¢c = 86,5ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-2.
» La deuxieme confirme le C-6 a 6c = 84,0 ppm.
» Latroisiéme confirme le C-5 a 6¢c = 54,0 ppm.
» La quatrieme confirme le C-1 a 6¢c = 50,0 ppm
Le proton H-5 montre cing taches de corrélation :
> Lapremiére avec le carbone a 6c = 178,9 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4.
La deuxiéme confirme le C-1°" a 8¢ = 133,0 ppm.
La troisieme confirme le C-2 & ¢ = 86,5 ppm.

La quatrieme confirme le C-6 a ¢ = 84,0 ppm.

YV V V V

La cinquieme confirme le C-8 a 8¢ = 73,3 ppm.
» Lasixiéme confirme le C-1 & ¢ = 50,0 ppm.
Le proton H-6 montre six taches de corrélation :
» La premiére avec le carbone a dc = 178,9 ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-4.
La deuxieme confirme le C-1"" a ¢ = 132,9 ppm.
La troisieme confirme le C-6"" a ¢ = 119,1 ppm.
La quatrieme confirme le C-2"" a 6¢ = 109,9 ppm.

YV V V V

La cinquiéme confirme le C-8 & 6¢c = 72,2 ppm
» Lasixieme confirme le C-1 a ¢ = 50,5 ppm.
Les protons des méthoxyles montrent une tache de corrélation avec les carbone a

0c=147,4ppm qui ne peut étre attribué qu’au C-3’ et C-3".

HsCO

Figure n° 111.25: Principales Figure n° 111.26: Principales corrélations HMBC du
corrélations COSY du composé composé GE13-10
GE13-10
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Spectre n° 111-72: Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé GE13-10

A partir de toutes ces données, la structure du composé GE13-10 a donc pu étre établie

comme étant [107] : 4-ketopinoresinol

H,CO

Figure n° 111.27: la structure du 4-ketopinoresinol

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-18
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Tableau n° 111.18 : Données de la spectrométrie RMN *H (MeOD) ; 600 MHz
RMN =C (MeOD ; 150 MHz de GE12-7

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 50,5 3,16
2 86,0 542
3 - -
4 178,9 -
5 54,0 3,67 (dd, J=85et 1,5 Hz)
6 84,0 5,26 (d, J = 4,5 Hz)
. - .
8u 72,9 431 (dd, J = 8,8 et 6,8 Hz)
8B 4,04 (dd, J = 8,8; 3,3 Hz)
T 1333 -
2 108,5 §H 6,95 (d; J = 1,5 Hz; H-2")
3 1475 -
& 148,0 -
5 1149 6,81 (d; J = 8,5 Hz)
6 119,9 6,86 (dd; J = 8,5 et 1,5 Hz)
1 133,33 -
2” 108,5 6,98 (d; J= 1,5 Hz)
3 1475 -
4 1483 -
5 1149 6,81 (d; J = 8,5 Hz)
6’ 119,9 6,86 (dd; J = 8,5 et 1,5 Hz)
OCH; 55,0 3,895
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[11-19- Identification du produit GE13-18 :

L’analyse combinée du spectre RMN 1H (spectre n 111-73) de la région aromatique indique la
présence de deux systemes ABX comme le spectre de produit GE12-7 .En effet, on observe:
» Trois signaux résonant a oy= 6,94 (d; J = 1,5 Hz; H-2), 64=6,83 (dd; J = 8,5 et 1,5 Hz;
H-6) et 64=6,78 (d; J = 8,5 Hz; H-5) sont attribués aux protons aromatiques
appartenant a un méme systeme de spins. Leurs carbones sont déterminés par
expérience HSQC (spectre n 111-74) & 6¢ 110,3 (C-2),115,6 (C-5) et 119,4 (C-6).
» Quatre signaux sont détecté a o4=4,73 (d; J = 4,5 Hz; H-7), 64=3,17 (ddl; J = 6,8; 4,5
Hz; H-8), 64=4,27 (dd; J = 8,8 et 6,8 Hz; H-9a) et 64=3,81 (dd; J = 8,8; 3,3 Hz; H-9
B).
> Deux signales sous forme d'un singulet repéré a 3,88 et 3,81ppm correspondent a deux
groupements méthoxyle.
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Spectre n° 111.23: Spectre RMN *H (600 MHz, CD;0D du composé GE13-18
A travers le spectre de corrélation hétéronucléaire HSQC (spectre n I11-74) on a pu relier
chacun des protons identifiés avec son carbone porteur :
» Une tache de corrélation entre H-7 et un atome de carbone a 6¢ = 87,6 ppm
attribuables a C-7.
» Une tache de corrélation entre H-8 et un atome de carbone a é¢c = 55,3 ppm
attribuables a C-8.
» Une tache de corrélation entre les protons (H-9a et H-9B) et un atome de carbone a
d¢c=72,3ppm et attribuables a C-9.

178



» Une tache de corrélation entre les protons des methoxyles et un atome de carbone a

d¢c= 56,0 ppm et attribuables au carbone de methoxyle.
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3 ’ Ie
b
- <o
= lc7
3 s
:‘z =
=
e
—=lc-2
= lG-5
< lcs 2
3 i 2
H
= ‘ ‘ 3 :
6 5 4 F2 [ppm]

Spectre n° 111.74: Spectre HSQC (600 MHz, 150 MHz CD30D du composé GE13-18

L'élucidation structurale de ce composé peut étre débutée a partir du proton H-7 (6u= 4,73
ppm). Ce dernier montre des taches de corrélations sur le spectre HMBC (spectre n I11-75)
avec deux carbones aromatiques C-2 (8¢=110,4) et C-6 (6¢ =119,5), ainsi qu'avec un carbone
aromatique quaternaire résonant a dc =132,1 ne pouvant étre que le carbone C-1.

Le proton H-7 présente aussi des corrélations en HMBC avec les carbones C-8 (6¢=53,3
ppm; CH) et C-9 (6c=72,1 ppm; CH2-0).

En plus de ces corrélations, les deux protons H-2 (8¢=6,94 ppm) et H-6 (6c=6,83 ppm)
correlent en 3J avec un carbone aromatique oxygeéné détecté a 6¢=147,8 attribuable au
carbone C-4. Le proton H-2 montre également une tache de corrélation avec un carbone
résonant a 6c=148,3 ppm correspondant au carbone C-3. Sa valeur déblindée indique qu'il est
attaché a un atome d'oxygeéne.

La tache de corrélation observée en HMBC entre les protons du groupement méthoxyle
(64=3,88 ppm) et le carbone C-3 montre clairement que ce groupement est attaché a ce

carbone (Schéma n° 111.28).
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Spectre n° 111.75: Spectre HMBC (600 MHz, CDsOD, ¢ ppm) du composé GE13-18

Figure n° 111.28: Principales corrélations HMBC du composé GE13-18

Toutes ces donnees spectrales donnent une masse moléculaire égale a 195 uma correspondant
a 4 insaturations, mais dans le cas de notre compose la masse moléculaire est 358 uma donc
soit la double avec 10 degrés d'instauration. Ceci implique la présence d'un squelette

symétrique pour cette molécule (Figure 111-29) correspondant au pinorésino | [10].
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H3CO

Figure n° 111.29: la structure du pinoresinol

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-19

Tableau n° 111.19 : Données de la spectrométrie RMN *H (MeOD) ; 600 MHz
RMN =C (CD30D ; 150 MHz de GE12-7

position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))

1 132,1 -

2 110,3 8H 6,94 (d; J = 1,5 Hz)

3 147,0 -

4 149,0 -

5 115,6 6,78 (d, J = 8,5 Hz; H-5)

6 1194 6,83 (dd, J=8,5 et 1,5 Hz)

7 87,6 4,73 (d, 3= 4,5 Hz)

8 55,3 3,17 (ddl, J = 6,8; 4,5 Hz)
9a 72,3 4,27 (dd, J = 8,8 et 6,8 Hz)
9p 3,81 (dd, J = 8,8; 3,3 Hz)

r 132,1 ;

2’ 110,3 8H 6,94 (d; J = 1,5 Hz)

3 147,0 -

4 149,0 -

5’ 1156 6,78 (d, J = 8,5 Hz; H-5)

6’ 119,4 6,83 (dd, J=8,5¢et 1,5 Hz)

7 87,6 4,73 (d, J = 4,5 Hz)

8’ 55,3 3,17 (ddl, J =6,8; 4,5 Hz)
9 a 72,3 4,27 (dd, J = 8,8 et 6,8 Hz)
9B 3,81 (dd, J = 8,8; 3,3 Hz)

OCHs 3,885
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[11-20- Identification du produit GE13-26

Le composé GE13.26 se présente sous forme d’une poudre blanche.

Le spectre RMN *H (spectre 111-76), enregistré dans MeOH-d4, montre les signaux suivants :

> Des signaux de protons en forme de massif résonant dans le champ fort entre 2,40 et
3,20 ppm attribuables aux protons aliphatiques.

» Un massif de signaux de protons entre 64=2,48 et 64=4,00 ppm, est caractéristique des
protons aliphatiques et osidiques.

> Des signaux résonants dans le champ faible entre & 64=6,60 et a o= 6,87¢t s’intégrant
pour six protons, caractéristiques des protons aromatiques.

» un singlet d’intensité six protons a 64=3,81 caractéristique de deux groupements
méthoxyles.

Tous ces signaux orientent vers un squelette d’un composé phénolique.

Protons aromatique

| "1eb]

OCHj,

20

Pronns aliphatiques et nsidiques
s l H-8 | A H-7b
B 1l
}| (T T ‘ \
E } ‘V | H-7a |, W72 H-8
| I
‘ | } \I I '
| ’ |

VA

NOCHE,

Spectre n° 111.76: Spectre RMN *H (500 MHz, CD;0D du composé GE13.26
L’analyse combinée du spectre RMN *H (spectre 111-76), de la région aromatique indique la
présence de deux systemes ABX. En effet, on observe:

» Trois signaux constituant le premier systéme a é4= 6,60 (2H, dd, J = 8,3; 1,8 Hz), a
on= 6, 87 (2H, d, J = 8,3 Hz) et a oy= 6,73 (2H, d, J = 1,8 Hz), attribuables aux six
protons de deux noyaux aromatiques identiques (H-6 ;H-6),(H-5 ;H-5") et (H-2 ;H-

2’), respectivement.
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Cette analyse permet d’identifier sans ambiguité la présence de deux noyaux aromatiques

1,3,4-trisubstitués.
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Spectre n° 111.77: Spectre COSY*H- *H (600 MHz, CDs0D du composé GE13-26
Les valeurs des carbones de ces six protons sont détectées par 1’analyse de spectre
HSQC (spectre 111-78), comme suit :H-2/C-2 a 6= 6,73/ 6c= 112,1, H-5/C-5 a 64=7,18
0c=110,0, H-6/C-6 a 64=6,90 d¢c= 121,0, H-2'/C-2' a 64=6,91/ dc= 114,0, H-5/ C-5' &
on=7,12/ 5c=110,0 et H-6'/C-6' & 54=6,78/ 6c= 121,0.
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A ce stade, tous les protons des deux cycles sont identifiés. 1l nous reste a déterminer et

positionner les trois substituants de chaque unité aromatique.

Dans la zone des protons aliphatiques, nous observons :

>

Un signal s’intégrant pour un proton sous forme d’un multiplet a 64=2,48 (1H, m)
correspondant a un proton H-8.

Un signal sous forme de doublet de doublet d’intégration un proton a éy= 2,53ppm
correspondant & H-7a.

Un signal sous forme de doublet de doublet d’intégration un proton a dy= 2,83ppm
correspondant au 2eme proton H-7b.

Un signal sous forme de doublet d’intégration deux proton a o&y=4,00ppm
correspondant aux protons H-9 d’un OCH..

. Un signal sous forme de doublet de doublet d’intégration un proton a 64=2,88ppm
correspondant a H-7"a.

Un signal sous forme de doublet de doublet d’intégration un proton a d4=3,15ppm

correspondant au 2eme proton H-7’b.

L'examen des spectres cosy *H-"H (spectre n° 111.77) permet l'attribution des protons:

>

>

Des taches de corrélation entre le proton H-8 64=2,48 ppm et trois autres protons a
d0y=2,53; 2,83 et 64=4,00ppm qui ne peut étre que les protons H-7a, H-7b et H-9
respectivement.

Une tache de corrélation entre le proton H-7a a 64,=2,88 ppm et un autre proton a
dy=3,15 qu’il est le proton H-7’b.

L'examen des spectres HSQC (spectre n° 111.78) permet I'attribution des carbones qui portent

des protons:

>

VvV V V V VYV V

Une tache de corrélation entre H-9 atomes de carbones a C-9 6¢= 70,0 ppm confirme
la jonction C-O .

Une tache de corrélation entre H-8 atomes de carbones a C-8 6c= 43,3 ppm.

Une tache de corrélation entre H-7a atomes de carbones a C-6” 6¢ = 31,3 ppm.

Une tache de corrélation entre H-7b atomes de carbones a C-5’ 6¢ = 31,3 ppm.

Une tache de corrélation entre H-7’a atomes de carbones a C-8’ 6¢ = 40,1 ppm.

Une tache de corrélation entre H-7°b atomes de carbones a C-5 6¢c= 40,1 ppm.

Une tache de corrélation entre les protons et le carbone de OCHg3 & d¢c = 55,1 ppm
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Spectre n° 111.78: Spectre HSQC(600 MHz, 150 MHz) CD3;0OD du composé GE13-26
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Spectre n° 111.79: Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) CD3;0D du composé GE13-26
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L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC dans la zone faible (spectre n° 111.79-1) met
en évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les
indications suivantes :
Les protons H-6 ; H-6" montres trois taches de corrélation :
» La premier avec un atome de carbone a ¢ = 146,6 ppm attribuable a C-3; C-3’.
» Ladeuxiéme confirme le C-2 ; C-2’ a 6cc= 114,0 ppm.
» La troisiéme avec un atome de carbone a dc = 40,0 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-7’.
Les protons H-2 ; H-2* montres huit taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a 6c= 149,0ppm attribuable a C-4 ; C-4’.
La deuxié¢me avec 1’atome de carbone a d¢c = 146,7 ppm attribuable a C-3 ; C-3’.
La troisi¢éme avec I’atome de carbone a 6¢c = 131,0ppm attribuable a C-1.
La quatrieme avec I’atome de carbone a 6¢c =128,0 ppm attribuable a C-1’.
La cinquiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 123,7 ppm attribuable a C-6 ; C6’.
La sixieme avec I’atome de carbone a 6¢c = 110,3 ppm attribuable a C-5 ; C-5°.

YV V. V V V V

La septieme avec 1’atome de carbone a 6¢c = 41,3 ppm attribuable a C-7".
» La huitiéme avec I’atome de carbone a ¢ = 31,8 ppm attribuable a C-7.

Les protons H-5 ; H-5" montres cing taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a 6¢c = 150,0ppm attribuable a C-4 ; C-4’.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a 6¢c = 148,0 ppm attribuable a C-3 ; C-3°.
» Latroisiéme avec I’atome de carbone a ¢ = 133,0 ppm attribuable a C-1.
» Laquatriéme avec 1’atome de carbone a 6c = 121,8 ppm attribuable a C-6 ; C-6".
» La cinquiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 113,0 ppm attribuable a C-2 ; C2’.

Les protons de 20CH3; montrent deux taches de corrélations :

» La premiére avec I’atome de carbone a 6c = 149,0ppm attribuable a C-3.

» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 148,0 ppm attribuable a C-3’.
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Spectre n° 111.79-1: Etalement Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) CD;0D
du composé GE13-26
L’étude du spectre relatif a I’expérience HMBC dans la zone fort (spectre n° 111.79-2) met en
évidence les corrélations proton-carbone a longue distance, permettant de tirer les indications
suivantes :
Les protons H-9 montres quatre taches de corrélations :
> La premiére avec I’atome de carbone a 6c = 180,0ppm attribuable a un carbonyle C-
9’ dans un cycle furanique.
» La deuxiéme avec I’atome de carbone a 6c = 77,4 ppm attribuable & un carbone
quaternaire C-8’.
> Latroisiéme avec I’atome de carbone a d¢ = 43,5ppm attribuable a C-8.
» Laquatrieme avec I’atome de carbone a ¢ =31,8 ppm attribuable a C-7.
Les protons H-7a ; H-7°b montres six taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a 6c = 180,0ppm attribuable & C-9°.
La deuxiéme avec ’atome de carbone a ¢ = 128,4 ppm attribuable a C-1°.
La troisi¢éme avec I’atome de carbone a 6¢c = 121,6ppm attribuable a C-6°.
La quatriéme avec 1’atome de carbone a 6c =114,5 ppm attribuable a C-2’.

La cinquieme avec I’atome de carbone a ¢ = 77,4 ppm attribuable a C-8°.

YV V. V V V

La sixiéme avec 1’atome de carbone a 6¢c = 44,3 ppm attribuable a C-8
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Les protons H-7a ; H-7b montres six taches de correélations :

» La premiére avec I’atome de carbone a 6c = 133,0ppm attribuable a C-1.
La deuxi¢me avec I’atome de carbone a 6¢c = 121,9 ppm attribuable a C-6.
La troisi¢éme avec I’atome de carbone a 6¢c = 114,5 ppm attribuable a C-2.

La quatrieme avec I’atome de carbone a 6¢c =77,4 ppm attribuable a C-8’.

YV V V VY

La cinquiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 71,4 ppm attribuable a C-9.
» Lasixiéme avec I’atome de carbone a 6¢c = 44,3 ppm attribuable a C-8.
Les protons H-8 montre trois taches de corrélations :
» La premiére avec I’atome de carbone a d¢c = 133,1ppm attribuable a C-1.
» La deuxiéme avec 1’atome de carbone a d¢c = 77,6 ppm attribuable a C-8’.

> Latroisiéme avec I’atome de carbone a 6c =32,1 ppm attribuable a C-7.
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Spectre n° 111.79-2: Etalement Spectre HMBC(600 MHz, 150 MHz) CD;0D
du composé GE13-26

L’analyse de ces spectres (RMN 'H, HSQC et HMBC) de GE13-26 a permis d’attribuer les
signaux de la génine en comparaison avec ceux décrits dans la littérature et d’identifier le
squelette de lignane comme un diaryl monofuranique. Le lignane est, donc, identifiée comme
étant :
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HsCO

HO

Figure n° 111.30: la structure du nortrachelogenin

L’ensemble des spectres a permis de faire I’attribution de tous les noyaux, ainsi toutes les

données sont rassemblées dans le tableau n° 111-20

Tableau n° 111.20 : Données de la spectrométrie RMN *H (CD3OD) ; 600 MHz
RMN =C (MeQOD ; 150 MHz de GE3-27

Position C J (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
1 133,0 -
2 1140 6,71(d, , J=1,8 Hz)
3 148,0 -
4 150,0 -
5 110,0 6,87(d, J=8,0 Hz)
6 121,0 6,60(dd, J=8,0; 1,8 Hz)
7a 31,3 2,88(dd, J=13,0; 1,6 Hz)
70 2,53(dd, J=13,0; 10,0 Hz)
8 43,3 2,48 m
9 70,0 4,00
1 128,0 -
2 1128 6,71(d, , J=1,8 Hz)
3 148,0 -
4 150,0 -
5 110,0 6,87(d, J=8,0 Hz)
6’ 121,0 6,60(dd, J=8,0; 1,8 Hz)
T’a 40,1 3,15 (d, J=14,0 Hz)
7’b 3,88(d, J=14,0 Hz)
8’ 77,0 -
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position C o (ppm) oH (ppm), (m, J (Hz))
9 180,0 -
OCH; 55,1 3,81

[11-21- Identification du produit GE13-9

OH

Figure n° 111.31: la structure du ciwujiatone

Ce compose est isolé sous forme d'une poudre blanche amorphe soluble dans le méthanol

S’agit de ciwujiatone.

Les données spectrales RMN *H & 500 MHz, réalisées dansle CD;OD sont conformes a

celles rapportées précédemment [106].

[11-22- Identification du produit GE11-5

Figure n° 111.32: la structure du 8a- hydroxypinoresinol

Ce compose est isolé sous forme d'une poudre blanche amorphe soluble dans le méthanol.

Il présente une tache visible sous la lumiére UV a 254/366 nm et se colore en marron

apres révélation de sa CCM par une solution d’acide sulfurique et chauffage a 100 °C. Il

s’agit d’un lignane appelée 8a- hydroxypinoresinol.
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Les données spectrales RMN *H & 500 MHz, réalisées dansle CDsOD sont conformes &

celles rapportées précédemment [110].

[11-23- Identification du produit GE11-7

Figure n° 111.33: la structure du erythro-guaiacylglycerol-4- O-4 -dihydroconiferyl alcohol

Ce composé est isolé sous forme d'une poudre blanche amorphe soluble dans le méthanol.
S’agit d’un lignane appelée erythro-guaiacylglycerol-g- O-4’-dihydroconiferyl alcohol.
Les données spectrales RMN *H & 500 MHz, réalisées dansle CD;OD sont conformes a

celles rapportées précédemment [114].

Conclusion

L’étude chimique des extrait hydroalcolique des parties aériennes des espéces Solanum
rostratum, plante appartenant a la famille SOLANACEAE et Galactites elegans plante
appartenant a la famille ASTRACEAE a abouti & I’isolement et la caracterisation de vingt-
trois produits

Les opérations de séparation, isolement et purification des métabolites secondaires que
renferme les’extraits de cette plantes sont basées principalement sur la combinaison des
differentes méthodes chromatographiques (CCM et CC) utilisées dans notre laboratoire.et
HPLC.

La détermination structurale des métabolites secondaires isolés a été réalisée grace a
I’utilisation des techniques physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie de
masse, la spectroscopie de résonance magnetique (RMN) et la comparaison avec les donnees

de la littérature.
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Chapitre IV : Activiteé
Biologique



1VV-1 Introduction :

Le systeme de défense antioxydant correspond a I’ensemble des moyens mis en ceuvre pour
controler 1’oxydation et ses effets négatifs. Il comprend plusieurs lignes de défenses qui visent
a prévenir la formation des radicaux libres, les neutraliser quand ils sont déja formés, réparer
leur dégats et/ou prévenir les conditions favorables & leur formation, comme par exemple, en
bloquant/séquestrant les atomes de fer, qui agissent comme des catalyseurs dans la formation
de radicaux libres (réaction de Fenton).

Diverses spécialités scientifiques sont impliquées et les travaux de recherche ont été
développés pour I’extraction, l’identification, la quantification et la valorisation de la
potentialité bioactive des substances naturelles et/ou les extraits qui les contiennent [123,124].
Les composes phénoliques, en possédant une structure chimique idéale pour des activités anti-
radicalaires, se sont avérés étre plus antioxydants in vitro que les vitamines E et C [125].

La variation du nombre de groupes hydroxyles phénoliques et leur position, conduisent, d’un
cOté, a des catégories de polyphénols tres diversifiées telles que : les acides phénoliques, les
flavonoides, etc. et d’un autre, a une variation de leur capacité antioxydante.

Etant des constituants de nos aliments (légumes, fruits, herbes et épices) [126-127], les

polyphénols pourraient contribuer de maniére significative a I'effet protecteur in vivo [128].

1V.2 Evaluation de ’activité antioxydante :

1V.2.1 Dosage spectrophotométrigue (Estimation quantitative des

polyphénols totaux) :

» Principe :
Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-

Cioclateu selon la méthode de Singleton et Milella [129,130] en utilisant l'acide gallique
comme standard, avec quelques modifications[131].

Le réactif est formé d’acide phosphotungestique H3PW1,040 et d’acide phosphomolybdique
H3PMo1204, qui sont réduits lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe
(W8023) et de molybdene (Mo803), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a
une longueur d’onde de 1’ordre de 760 nm.

> Mode opératoire :

Les solutions des extraits ont été mélangées a 0,2 ml de reactif Folin-Ciocalteu a 50 % et
laissée réagir pendant 3 minutes, puis 1 ml de solution aqueuse de Na,CO3 a 2 % a été ajouté.
A la fin de l'incubation de 45 minutes & température ambiante, l'absorbance de chaque

mélange a été mesurée a 760 nm. La méme procédure a également été appliquée aux solutions
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étalons d'acide gallique. Le contenu phénolique total a été exprimé en équivalents d'acide

gallique pg par mg d'extrait.
1V.2.2 Test de piégeage du radical libre DPPH:

L’activité antioxydante in vitro de 1’extrait chloroformique de la plante Solanum rostratum, a

été réalisée par la technique de : I’effet scavenger du radical DPPH. Par contre les extraits
I’extrait chloroformique et | »extrait butanolique de la plante Galactites elegans, a été évaluée
in vitro par I’utilisation de deux tests chimiques différents: le test évaluant le piégeage des
radicaux libres et employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle sous sa forme radicalaire
(DPPHe), impliquant les transferts d’atome d’hydrogene et d’électron, et le test déterminant le
pouvoir chélatant des métaux (Ferrozine).
» Principe :

L’utilisation du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle est trés répandue dans 1’étude de
I’activité antioxydante des composés phénoliques [132-133]. Il est accessible, relativement
stable a température ambiante comme il peut absorber & 517nm, L’évaluation de ’efficacité
d’un antioxydant se fait facilement en mesurant par un spectrophotométre UV-Vis la

diminution de la coloration violette, due a I’inhibition des radicaux DPPHe.

VIOLET JAUNE

Figure 1V-1 : La réaction entre le radical libre DPPHe* et ’antioxydant.
» Protocole :

L'activité le piégeage des radicaux libres a été déterminée par une méthode
spectrophotométrique basée sur la réduction d'une solution méthanolique de DPPH selon la
méthode de Blois (1958) [134], avec quelques modifications [135].

3 ml de solution méthanolique de DPPH 0.04 % sont ajoutés a 100 pl de la solution d’extrait a
différentes concentrations. Le mélange est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a
température ambiante et a 1’obscurité pendant 30 minutes. Le blanc est représenté par le
méthanol. Le témoin négatif est composé de 3 ml de la solution méthanolique de DPPH et 3

ml de méthanol. Le témoin positif est représenté par une solution méthanolique d'un
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antioxydant standard: 1’acide ascorbique. La longueur d'onde d'absorption maximale a été
préalablement déterminée. Toutes les lectures sont effectuées a 517 nm.

La réduction du DPPHe en DPPH-H induit une perte de sa couleur violette qui peut étre suivie
a 517 nm. La capacité antioxydante de nos échantillons a été exprimée en pourcentage

d’inhibition du radical DPPHe selon I’équation :
1% = [(Acontrﬁle— AEchantiIIon)/ Acontréle] x 100

Acontrole est I’absorbance de la solution contenant le DPPH seul.

AEchantilion est I’absorbance de la solution contenant 1I’échantillon.

L'activité anti radicalaire de nos extraits a été exprimée en valeurs 1Cso (ug/mL) a des fins de
comparaison. La valeur de I’ ICsq de chaque échantillon a été définie comme la concentration
de I'échantillon nécessaire pour une diminution de 50 % de I'absorbance du blanc. Le BHT et
le BHA ont été utilisés comme témoins positifs.

1V.2.3 Pouvoir chélateur du Fer :

» Principe :
Pour évaluer in vitro le pouvoir chélateur d'un extrait donné, le composé stabilisant le plus

utilisé est la ferrozine [136]. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre présent dans un
milieu réactionnel, un complexe [ferrozine-Fe2+] de couleur violette intense.
La quantification de ce complexe par spectrophotométrie a 562 nm dans un milieu de
concentration connue en fer renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité
des extraits a piéger cet élément. Plus la coloration de la solution contenant I'extrait testé est
claire, plus le pouvoir chélateur de I'extrait est important.
La capacité des extraits a se lier avec Fe2+ en présence de la ferrozine, a été comparée a celle
de ’EDTA, fort agent chélateur [137].

> Protocole :
Le pouvoir réducteur des extraits chloroformique et butanolique de la plante Galactites
elegans est déterminé selon la méthode de Decker and Welch [138] avec quelques
modifications [139, 140].
Une aliquote de 0.5mL de I'extrait est ajoutée a 0.05mL de FeCI2 (2 mM) et 2 mL de MeOH.
Aprés une agitation vigoureuse et un repos de 5 min, 0,1 ml de ferrozine (5 mM) est ajouté .
Le mélange est laissé au repos pendant 10 min a tempeérature ambiante. L'absorbance est
mesurée a 562 nm contre le MeOH blanc (sans ferrozine). Dans le but de comparer les

résultats, ’EDTA a été utilisé comme standard de référence.
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Une absorbance faible indique une activité de chélation de fer élevée. Le pouvoir chélateur du

fer est estimé selon I'équation ci-dessous :

Activité chélatrice (%) = [(Ac- At)/ Ac] x 100
Ac: absorbance du contréle
At: Absorbance du test
La concentration effective (IC50) qui chélate 50 % de Fe2+ a été calculée. Tous les dosages
des différents tests de I’activité antioxydante ont €té réalisés en triplicata (3 répétitions pour

chaque concentration).

1VV.2.3 Potentiel antioxydant des composés testés par cytofluoromeétrie :

» Principe :
La cytométrie de flux, comme son nom l'indique est la mesure (-métrie) des propriétés
d’'une population cellulaire (cyto-) qui se déplace dans une gaine de liquide (flux). Les
cellules analysées doivent donc étre en suspension. En clinique, des échantillons tels que
le sang, la moelle osseuse, les liquides biologiques et les cellules extraites de biopsies
tissulaires ou osseuses sont analysées. Les cellules vont passer, une a une, a travers un
faisceau lumineux « le laser » (Figure 1V-2) et le cytometre va alors détecter la capacité
d’une cellule a diffracter la lumiere incidente et a émettre une fluorescence. La lumiere
diffusée ainsi que la fluorescence émise par chaque cellule vont étre captées par des
détecteurs et transmises a un ordinateur (Figure 1V-3). Les données récoltées seront
analysées grace a un logiciel pour les présenter sous forme d’histogrammes ou de

graphiques [141].

Figure 1V-3: Le systeme fluidique et le
Figure 1\V-2: Les composantes d’un principe de focalisation hydrodynamique.
cytometre de flux.
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Cultures de cellules :

Des cellules de Jurkat (une lignée cellulaire de T-cell leucémie des cellules obtenue de la
banqgue de cellules de GMP-IST, Génes, Italie) ont été maintenues dans un milieu RPMI 1640
supplémenté avec 10% (v/v) de FBS, 2 mM de L-glutamine et des antibiotiques & 37°C en
atmosphére humidifiée avec 5 % de CO2. Pour assurer une croissance logarithmique, les
cellules ont été sous-cultivées tous les trois jours. Stock Des solutions (50 mM) de composés
polyphénoliques dans du DMSO ont été stockées a -20-C et diluées de maniére appropriée
dans le méme solvant ou directement dans le milieu juste avant l'utilisation (DMSO ne

dépassant jamais 0,5 %).

» Protocole :
Activité d'appauvrissement en peroxyde des composés d'essai par cytofluorométrie :
L'évaluation de la concentration intracellulaire en peroxydes a été réalisée selon la méthode
de Rothe [140] avec quelgues modifications. En détail, des cellules de Jurkat ont été
collectées par centrifugation et mises en suspension dans un RPMI contenant 5 % de FBS a
une densité de 5 x 105 cellules/mL. La concentration de FBS a été abaissée a 2 % pour
augmenter le taux d'absorption des flavonoides et des réactifs pendant la courte durée
d'incubation (1 heure) choisie pour le test.
Les suspensions cellulaires ont été incubées avec des concentrations croissantes de chaque
produit chimique ou véhicule uniquement sur le site 37°C. Pour chaque échantillon, des tubes
a essai en double ont été préparés. Apres 30 minutes d'incubation, on a ajouté de la BHP
(concentration de 550 uMfinal) ou un volume égal de véhicule. Cela nous a permis de
surveiller I'effet des flavonoides sur I'élévation de la concentration en peroxydes induite par la
BHP ou sur les niveaux basaux de peroxydes, respectivement. Au cours des 15 derniéres
minutes d'incubation, les cellules ont été chargées de DCFH-DA (8 uM concentration finale).
Les cellules en suspension ont ensuite été lavées et remises en suspension dans un volume
égal de milieu et 10 000 événements ont été analysés pour la fluorescence DCF par
cytofluorométrie (BDFACSCalibur_instrument, BectonDickinson, San Jose, CA, USA). La
fluorescence verte du DCF a été analysée dans le canal FL1 (Aexc 488 nm ; (dem 535 nm).
Avant I'analyse cytofluorométrique, une partie aliquote de chaque échantillon a été prélevee
pour évaluer la viabilité des cellules par le test d'exclusion Trypan-bleu.

Analyse statistique. Toutes les expériences ont été réalisées en trois exemplaires et les
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résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + SD. Les analyses statistiques ont été
effectuées a I'aide du SPSS 11.5 (SPSS, Chicago, IL). Pour l'activité DPPH, les différences
entre les moyennes ont été faites par analyse de variance (ANOVA), et les moyennes ont été
comparées en utilisant le test de Duncan. Pour les autres tests, les différences entre les
groupes de traitement ont été analysées par le test de I'étudiant. Les différences ont été

considérées comme significatives lorsque P <0,05.

1\VV.3 Résultats et discussion :

1V.3.1 Solanum rostratum :

Les activités de piegeage des radicaux DPPH de l'extrait de chloroforme (CHCI3) et des
agents synthétiques sont indiquées dans le tableau IV.1. Selon les valeurs d’IC50, les
capacités de piégeage des radicaux DPPH parmi les échantillons étaient de I'ordre de
BHA>BHT>CHCI3 (p<0,01).

La valeur de I’'IC500 pour le piégeage des radicaux DPPH de I'extrait de chloroforme a été
déterminée comme étant de 0,066+0,001 mg/ml. La Figure 1\VV-4 montre les courbes dose-
réponse des activités de piégeage des radicaux DPPH de I'extrait brut de chloroforme de S.
rostratum et des antioxydants synthétiques. D'autre part, la teneur en composés phénoliques

totaux de I'extrait de chloroforme a été établie a 88,45+0,34 pg/mg.

Tableau IV.1 Activités antioxydants de I'extrait chloroformique de Solanum rostratum

Composés DPPH Teneur totale en phénols
I1Cs0 (Mg/ml) (L gGAE/mg d’extrait)

L’extrait chloroformique 0.066+0.001° 88.45+0.34

BHT 0.023+0.001° NS

BHA 0.003+0.000° NS

NS : Non étudié.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.
BHT : 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol.
BHA : hydroxyanisole butylé.
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Figure 1V-4: Activités de piégeage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl des échantillons aux

concentrations testées

Plusieurs études ont été rapportées sur les effets antioxydants de différentes espéces de
Solanum [142,143]. Le composé (1) (linalyl-B-glucopyranoside) a été isolé de I'extrait de
chloroforme qui a montreé l'activité antioxydante importante. Comme pour notre étude, Hao et
ses collégues [144] ont rapporté que les différentes fractions d'extraction (acétate d'éthyle, n-
butanol, éther de pétrole et eau) de S. rostratum avaient de fortes activités antioxydantes. Dans
une autre étude, les quatre extraits méthanoliques (racines, feuilles, fleurs et fruits) de cette
espéce ont montré des inhibitions considérables contre le radical DPPH entre 86,76 et 90,24%
[145]. Comme les composés phénoliques sont les groupes les plus importants de métabolites
secondaires des plantes qui ont des fonctions biologiques diverses, notamment des effets
antioxydants [146], le contenu phénolique total de I'extrait de S. rostratum a également été
déterminé. Les résultats ont montré que I'extrait de chloroforme de S. rostratum avait une

quantité élevée de contenu phénolique total.

1V.3.2 Galactites elegans:

1V.3.2.1 Activités antioxydantes des extraits et des composants de Galactites elegans :

1VV.3.2.1.1 Dosage des phénols totaux :

Les composés phénoliques sont caractérisés par le fait qu'ils possédent au moins un cycle
aromatique auquel sont attachés un ou plusieurs groupes hydroxyle qui contribuent

directement aux propriétés antioxydantes [147]. 1l est donc important d'évaluer la teneur totale
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en composés phénoliques des extraits de Galactites elegans.La teneur en composés
phenoliques totaux dans les extraits, exprimée en ug équivalents d'acide gallique par
permilligramme d'extrait sec, est indiquée dans le tableau IV.2.

IV.3.2.1.2 Activité de pillage des radicaux libre DPPH :

Les activités de piegeage des radicaux DPPH des extraits et des agents de synthése de
référence sont indiquées dans le tableau IV.2. Selon ces valeurs de ICso, les capacités de
piégeage des radicaux DPPH des différents extraits étaient de I'ordre de CHCIl3; > n-BuOH (P
< 0,05). En outre, les capacités de piégeage des radicaux des composés purs sont indiquées
dans le tableau IV.3. Une valeur d’ICso plus faible indique une activité de piégeage des
radicaux libres plus élevée.

IV.3.2.1.3 Pouvoir chélateur du Fer :

Les ions de fer catalysent la conversion d'especes moins réactives telles que H,O, ou les
peroxydes de lipides en espéces plus réactives telles que les radicaux hydroxyles ou peroxyles
/ alcoxyles. Par conséquent, les extraits ayant une capacité de chélation du fer peuvent agir
comme de puissants antioxydants [148]. La capacité de chélation des métaux des extraits a été
étudiée par le dosage de la ferrozine. Le potentiel de chélation de I'extrait de n-BuOH a été
déterminé comme étant de 38,5 £ 1,4 %, ce qui est significativement inférieur (p< 0,01) a
I'agent de chélation synthétique EDTA (93,7 £ 0,3 %) a la concentration de 2 mg/mL.

En revanche, I'extrait chloroformique n'était pas efficace pour les concentrations testées.

Tableau IV.2 Activités antioxydantes des extraits de Galactites elegans.

Composeés DPPH Teneur totale en Pouvoir chélateur
phénols du Fer
1Cs0 (mg/ml) (ugGAE/mg (%)
d’extrait)
Ex. CHCl; 41.2 +1.3° 116.5+0.7° NA?
Ex. n-Butanol 52.1+1.1° 94.4 +0.6° 385+ 1.4°
BHT 22.3+0.8° NS® NS®
BHA 19.1 +0.4% NS? NS®
EDTA NS? NS? 93.7+0.3

NS : Non étudié.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.
BHT : 2,6-di-tert-butyl-4-méthylphénol.
BHA : hydroxyanisole butylé.

NA : Non active.

EDTA : Ethylenediaminetetraacetate
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Tableau IV.3: Valeurs IC50 des polyphénols testés par rapport au radical DPPH.

Compound 1Cs0 (uM)1
BHT (positive control) 98.8+4.5
BHA (positive control) 105.4+5.3
4-ketopinoresinol (3) 143.3+£13.1
8a-hydroxypinoresinol (4) 71.5+5.9
9a-hydroxypinoresinol 84.0£2.9
Abietin >500
apigenin-7-O-a-L-rhamnopyranosyl- >500
(1—6)-B-D-glucopyranoside (isorhoifolin)
chlorogenic acid 59.8£4.9
Ciwujiatone 64.7 £5.3
erythro-guaiacylglycerol-g-0O-4’- >500
dihydroconiferyl alcohol
kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl- 39428
(1—6)-B-D-glucopyranoside (biorobin)
luteolin 4°-O-glucuronide 389+25
naringenin-7-O-neohesperidoside 116.0£9.7
neochlorogenic acid 65.8 +4.8
nortrachelogenin (1) 38.6+2.7
nortrachelogenin-4,4’-di-O-f-D- 344+£23
glucopyranoside (2)
pinoresinol 50.8+3.1
guercetin-3-O-a-lI-rhamnopyranosyl- 63.0 + 4.6
(1—6)-B-D-glucopyranoside (rutin)
quercitrine 122+1.0

sinapaldehyde

1VV.3.2.1.4 Potentiel antioxydant des composés testés par cytofluorométrie :

Cette étude a été réalisée dans le but de découvrir des composés qui pourraient étre utilisés
comme ingrédients actifs pour améliorer la sante et/ou I'aspect physique de la peau ou comme

conservateurs ou stabilisateurs pour d'autres ingrédients actifs ou des véhicules dans des
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formulations d'actualité. Comme indiqué dans un récent travail de Korte [149], produits
naturels qui montrent ce genre de la bioactivité sont les lignanes et les esters de lignanes. Pour
ces raisons, les Parmi toutes les molécules testées, le pinoresinol et le des dérivés de la

norrachelogénine ont été selectionnés Figure 1V-5.

OGlu

Nortrachelogenine (1) Nortrachelogenin-4,4'-di-O-B-D-glucopyranoside (2)

H3CO H3CO

4-Cétopinoresinol (3) 8ac-Hydroxypinoresinol (4)

Figure 1V-5 : Structures des lignans testés.

En particulier, le potentiel antioxydant de la nortrachelogenine (1), de la nortrachelogenine-
4,4’-di-O-B-Dglucopyranoside (2) et de 8a-hydroxypinoresinol (4) a été étudie.

Le 4-ketopinorésinol (3) a été utilisé comme témoin positif, comme indiqué dans le rapport de
Chen [150], mais le pinorésinol n'a pas été testé en raison de sa cytotoxicité élevée, et le 9a-

hydropinorésinol n'était pas actif [151]. La capacité des composeés testés a réduire le niveau de
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peroxydes dans les cellules de Jurkat témoins et traitées a la BHP a été mesurée par
cytofluorométrie. Chaque produit chimique a été testé a 25 uM et 50 uM concentrations, cette
derniere étant la dose maximale non cytotoxique. Elles ont permis de réduire le niveau basal
de peroxydes dans les cellules de Jurkat ainsi que de contrecarrer I'augmentation de peroxydes
induite par le traitement a la BHP.

Le potentiel antioxydant légerement plus faible du 4,4’-di-O-R-D-glucopyranoside de
nortrachélogénine (2) pourrait étre attribué a la présence d'une partie glucidique qui, si elle
pouvait d'une part contribuer légerement a l'activité antioxydante et d'autre part pourrait
réduire la disponibilité du 4,4’-di-O-R-D-glucopyranoside de nortrachélogénine pour les
cellules de Jurkat. En outre, le composant sucrer semble étre responsable du potentiel
cytotoxique plus élevé de la nortrachélogénine 4,4-di-OR-D-glucopyranoside, peut-étre en
raison d'une perturbation du plasma Figure 1V-6.

Figure 1V-6 : Potentiel antioxydant du pinoresinol et des dérivés de la northrachelogenine
dans les cellules.

a) Non stimulés (barres blanches) et stimulés par la BHP (barres noires) Les cellules de Jurkat
ont été incubées avec chacun des composés testés (50 uM) ou avec le véhicule seulement.
Concentrations cellulaires de peroxydes (fluorescence DCF) ont été mesurées par
cytofluorométrie. Les données présentées ont été obtenues en utilisant les valeurs moyennes
de fluorescence et sont les valeurs moyennes valeurs + SD d'au moins trois experiences
réalisées en double. Les valeurs de P étaient toujours <0,01.

b) Les histogrammes représentatifs obtenus avec 8a-hydroxypinoresinol (4).
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Conclusion générale

La flore algérienne est caractérisee par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et
un flore Paléo Tropicale, estimée a des milliers d’espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques dont une faible partie de leurs plantes a été caractérisée d’un point de vue
phytochimique.

Dans le cadre de la recherche des principes actifs extraits des plantes, nous avons abordé cette
étude pour compléter si nécessaire les données structurales qui sont rapportés dans la
littérature concernant deux plantes algériennes, Solanum rostratum, et Galactites elegans
appartenant aux familles Solanaceae et Astraceae, deux familles connues pour leurs richesse
en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique, tels que les flavonoides, les
lignanes, les polyacétylénes, les polyphénoles et les iridoides. Ces deux especes sont trés peut
étudiés.

Cette étude réalisée sur les trois extraits chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique des
parties aériennes des deux especes Solanum rostratum et Galactites elegans, respectivement,
a permis d’isoler vingt-trois composés naturels.

L’isolement de ces métabolites secondaires est réalisé par I’utilisation des différentes
techniques chromatographiques notamment la chromatographie sur colonne de gel de silice, la
chromatographie sur colonne de Sephadex LH-20, la chromatographie sur plaqgue CCM en
phase normal et inverse et la chromatographie liquide a haute performance HPLC.

Les structures des composés isolés ont été établies par les méthodes d’analyse
spectroscopiques impliquant la RMN1D (*H, *C) et 2D (COSY, HSQC, HMBC ...), la
spectrométrie de masse ESI/MS et haute résolution HRMS/MS, la mesure du et la
comparaison avec les données de la littérature.

Dans cette étude, quatre composés (linalyl-B-glucopyranoside, apigénine-7-O-glucoside,
astragaline et isorhamnetine-3-O-glucoside) ont été isolés d'especes de S. rostratum qui
poussent en Algérie. Il s'agit du premier rapport sur I'isolement et I'élucidation de la structure
du linalyl-B-glucopyranoside et de I'apigénine-7-O-glucoside de cette plante. De plus, dans
cette étude, I'extrait de chloroforme de cette plante a été évalué pour son effet antioxydant et
les résultats ont montré que I'extrait de chloroforme était un capteur de radicaux remarquable.

Tous les isolats (a I'exception de I'acide chlorogénique) ont été signalés pour la premiére fois
dans le genre Galactites et la majorité des composants phenoliques isolés ont montré un
potentiel antioxydant in vitro (DPPH) significatif. Les cellules Jurkat ainsi que contre

I'augmentation de peroxyde induite par le traitement BHP.
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En particulier, le 8a-hydroxypinorésinol (4) était le composé le plus actif présentant 70%
d'inhibition du niveau de peroxyde. Le potentiel antioxydant Iégérement inférieur de la
nortrachelogénine 4,4’-di-O-B-D-glucopyranoside (2) (45% de l'inhibition du niveau de
peroxyde) pourrait étre attribué a la présence d'un groupement glucidique.

Ces résultats ont permis une meilleure connaissance des constituants phytochimiques des
especes Solanum rostratum et Galactites elegans et montrent aussi leur intérét comme sources

potentielles de métabolites secondaires, ainsi que leur diversité structurale.

En particulier, le potentiel antioxydant de la nortrachelogenine (1), de la nortrachelogenine-
4,4’-di-O-B-Dglucopyranoside (2) et de 8a-hydroxypinoresinol (4) a été étudie.

Le 4-ketopinorésinol (3) a été utilisé comme témoin positif, comme indiqué dans le rapport de
Chen [150], mais le pinorésinol n'a pas été testé en raison de sa cytotoxicité élevée, et le 9a-
hydropinorésinol n'était pas actif [151]. La capacité des composes testés a réduire le niveau de

peroxydes dans les cellules de Jurkat
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Galactites is a genus of flowering plants belonging to Asteraceae family. This genus is mainly represented by the Galac-
tites elegans (All.) Nyman ex Soldano, the milky thistle, a plant of Mediterranean origin. Galactites elegans is con-
sumed as a monofloral boar thistle honey. Chromatography separation of CHCl; and n-BuOH extracts of aerial parts
of G. elegans led to isolation of 18 pure compounds. Their structures were elucidated by 1D-and 2D-NMR spectroscopy
and confirmed by mass spectrometry analysis. Sinapic aldehyde, abietin, chlorogenic acid, neochlorogenic acid, 8«-
hydroxypinoresinol, 9a-hydroxypinoresinol, pinoresinol, 4-ketopinoresinol, nortrachelogenin, and erythro-guaiacylglycerol-
B-O-4'-dihydroconiferyl alcohol were isolated from CHCI; extract, while luteolin 4'-O-glucuronide, naringenin-7-O-
neohesperidoside, kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranoside, apigenin-7-O-«-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-B-D-glucopyranoside, quercitrin, quercetin-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-f-D-glucopyranoside, ciwujiatone, and
nortrachelogenin-4,4"-di-O-B-D-glucopyranoside were obtained from n-BuOH extract. The majority of isolated compounds
displayed a significant antioxidant potential in vitro test (DPPH). The ability of compounds to reduce the level of peroxides in
control and BHP-treated Jurkat cells was studied. The lignan derivatives were also able to reduce at 50 M the basal level of peroxides
in Jurkat cells as well as counteract peroxide increase induced by BHP treatment. Particularly 8a-hydroxypinoresinol was the most
active showing 70% of peroxide level inhibition.

1. Introduction

Galactites is a genus of flowering plants belonging to Aster-
aceae Compositae (commonly referred to as the aster, daisy,
composite, or sunflower family) which is a very large and
widespread family of flowering plants (Angiospermae). Many
members belonging to this family are herbaceous, but a
significant number are also shrubs, vines, or trees. The family
has a worldwide distribution most commonly in the arid
and semiarid regions of subtropical and lower temperate
latitudes [1]. Asteraceae is an economically important family,
providing products such as cooking oils, lettuce, sunflower

seeds, artichokes, sweetening agents, coffee substitutes, and
herbal teas. Plants in Asteraceae are medically important in
areas that do not have access to Western medicine. They
are also commonly featured in medical and phytochemical
journals because the sesquiterpene lactone compounds con-
tained within them are an important cause of allergic contact
dermatitis [2].

This genus is mainly represented by the Galactites elegans
(All.) Nyman ex Soldano, the milky thistle, a plant of Mediter-
ranean origin (synonym: Galactites tomentosa Moench; com-
mon name: Scarlina). Galactites elegans is consumed as a
monofloral boar thistle honey. This plant prefers sunny places
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and usually grows on the uncultivated or barren grounds,
waste places, well-drained soils, pastures, and roadsides [3-
5].

In our systematic search for polyphenolic constituents
from Algerian plants, we have investigated the aerial parts of
Galactites elegans and report herein isolation and structural
elucidation of 18 compounds and their antioxidant activities.

2. Material and Methods

2.1. Chemicals and Reagents. Anhydrous sodium carbonate,
Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, and methanol (analytical
reagent and HPLC gradient grade) were purchased from
Merck (Darmstadt, Germany). Ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 3-(2-
pyridyl)-5,6-bis(4-phenyl-sulphonic acid)-1,2,4-triazine (fer-
rozine), iron (II) chloride (FeCl,), gallic acid, 2,6-di-
tert-butyl-4-methylphenol (BHT), butylated hydroxyanisole
(BHA), and dimethylsulphoxide (DMSO) were purchased
from Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen, Germany). All
other chemicals were analytical grade and obtained from
either Sigma or Merck. RPMI-1640 medium was from
BioWhittaker Lonza (NJ, USA). Fetal bovine serum (FBS)
was from GIBCO (Life Technologies, Grand Island, NY,
USA). 2',7'-Dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), tert-
butyl hydroperoxide (BHP), and all the other chemicals were
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2.2. General Experimental Procedures. Briefly optical rota-
tions were measured on a Perkin-Elmer 241 polarimeter
equipped with a sodium lamp (589 nm) and a 1 dm
microcell. UV spectra were recorded on a Perkin-Elmer-
Lambda spectrophotometer. NMR experiments were per-
formed on a Bruker DRX-600 spectrometer at 300 K. HRES-
IMS were acquired in positive ion mode on a Q-TOF premier
spectrometer equipped with a nanoelectrospray ion source
(Waters-Milford, MA, USA). Column chromatography was
performed over Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences;
Uppsala, Sweden). Silica gel 60 (0.040-0.063 mm; Carlo Erba;
Milan, Italy) was used as column material. HPLC separation
was conducted on a Shimadzu LC-8A series pumping system
equipped with a Shimadzu RID-10A refractive index detector
and Shimadzu injector on a Cgu-Bondapak column (30
cm x 78 mm, 10 um Waters, flow rate 2.0 mL min™').
TLC was performed on precoated Kiesel gel 60 F,, plates
(Merck; Darmstadt, Germany); compounds were detected by
Ce(80,),/H,S0, (Sigma-Aldrich, Milan, Italy) solution; and
reagent grade chemicals (Carlo Erba; Milan, Italy) were used
throughout [6, 7].

2.3. Plant Material. The aerial parts of Galactites elegans,
voucher specimen (Gae alg0312-2012), were collected in the
end of March 2013 (flowering stage) in Hamma Bouziane,
Constantine, Algeria. Fresh aerial parts were dried to con-
stant weight at room temperature.

2.4. Extraction and Isolation. Dried and powdered aerial
parts of G. elegans (966 g) were macerated with MeOH-H,O
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(8:2) at room temperature. The operation repeated 3 times.
The hydromethanolic extract was concentrated to dryness
(under low pressure). The residue was suspended in H,O
and successively partitioned with petroleum ether for 1
time then CHCIl;, EtOAc, and #n-BuOH (3 mL %300 mL,
each), respectively, affording a CHCI; soluble fraction (2 g),
an EtOAc-soluble fraction (5.5 g), and a n-BuOH soluble
fraction (19 g).

A part of butanolic extract (2.79 g) was submitted
to chromatographic separation on a Sephadex LH-20 col-
umn, using MeOH as mobile phase; fractions were col-
lected, analyzed by TLC on silica 60 F254 gel-coated glass
sheets using CHCl;:MeOH:H,O (80:18:2, v/v/v) and n-
BuOH-AcOH-H, O (60:15:25, v/v/v) as eluent, and grouped
to obtain 26 fractions.

The compound luteolin 4’-O-glucuronide (8] (7.3 mg)
was obtained directly from the fraction 22. Fraction 6 was
chromatographed using RP18 HPLC with MeOH/H,O
(42:58, v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL min™') to
yield pure compound nortrachelogenin 4,4'-di-O-8-D-
glucopyranoside (2) [9] (1.1 mg, tg 36 min). Fraction 8
was isolated using RP18 HPLC with MeOH/H,O (37:63,
v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL min™}) to yield
pure compounds chlorogenic acid [10] (8.1 mg, tz 8 min),
neochlorogenic acid [11] (3.0 mg, ty 9 min), naringenin-7-
O-neohesperidoside [12] (19.2 mg, tg 27 min), quercetin-3-
O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)--D-glucopyranoside [13]
(3.0 mg, tg 52 min), apigenin-7-O-«a-L-rhamnopyranosyl-
(1—6)-B-D-glucopyranoside [14] (1.4 mg, tg 62 min),
and Kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-8-D-
glucopyranoside [13] (1.9 mg, tz 82 min). Fraction 9 was
separated using RP18 HPLC with MeOH/H,O (35:65, v/v)
as mobile phase (flow rate 2.0 mL min™"') to yield pure
compound quercitrin [15] (24.7 mg, tz 23 min). Fraction 14
was chromatographed using RP18 HPLC with MeOH/H,0O
(2:3, v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL min') to yield
pure compound quercitrin [15] (5.7 mg, tg 34 min).

A part of CHCl; extract (1.87 g) was fractionated by
column chromatography (CC) of Silica gel eluted with
CHCI, followed by increasing concentrations of MeOH in
CHCI, (between 1% and 100%), fractions were collected
and monitored by TLC to obtain 20 fractions. Fraction 4
was chromatographed using RP18 HPLC with MeOH/H,0O
(2:3, v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL min™}) to yield
pure compounds ciwujiatone [16] (0.7 mg, tz 10 min), 4-
ketopinoresinol [17] (3) (1.9 mg, tg 40 min), pinoresinol
[18] (1.2 mg, tg 48 min), and nortrachelogenin [19] (1) (2.1
mg, tg 57 min). Fraction 10 was chromatographed using
RP18 HPLC with MeOH/H,O (35:65, v/v) as mobile phase
(flow rate 2.0 mL min™') to yield pure compound 8a-
hydroxypinoresinol [20] (4) (1.8 mg, tg 10 min). The Fraction
11 was separated using RP18 HPLC with MeOH/H,O (2:3,
v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL min') to yield pure
compound 9a-hydroxypinoresinol [21] G4 (2.2 mg, tg 38
min). Fraction 12 was chromatographed using RP18 HPLC
with MeOH/H, O (35:65, v/v) as mobile phase (flow rate 2.0
mL min™") to yield pure compounds sinapic aldehyde [22]
(0.7 mg, tz 16 min) and abietin [23] (1.1 mg, tg 17 min).
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Fraction 15 was chromatographed using RP18 HPLC with
MeOH/H,O (7:18, v/v) as mobile phase (flow rate 2.0 mL
min~") to yield pure compound erythro-guaiacylglycerol- -
0-4'-dihydroconiferyl alcohol [24] (1.3 mg, t; 64 min).

The structure of each compound was determined by
NMR (see Figures S1-S1I in the Supplementary Material for
the 'H NMR spectra of the tested lignans and glycosides).

2.5. Antioxidant Activity

2.5.1. Determination of Total Phenolic Contents. Total pheno-
lic contents of the samples were analyzed using the Folin-
Ciocalteu reagent according to the method of Milella [25]
using gallic acid as standard, with some modifications [26].
The fraction solutions were mixed with 0.2 mL of 50% Folin-
Ciocalteu reagent and allowed to react for 3 min and 1 mL
aqueous solution of 2% Na,CO, was added. At the end of
incubation for 45 min at room temperature, absorbance of
each mixture was measured at 760 nm. The same procedure
was also applied to the standard solutions of gallic acid. Total
phenolic contents were expressed as pg gallic acid equivalents
per mg of the fractions.

2.6. DPPH Radical Scavenging Assay. Radical scavenging
activity was determined by a spectrophotometric method
based on the reduction of a methanol solution of DPPH
using the method of Blois [27]. The sample solutions were
added to 0.004% methanol solution of DPPH. The mixture
was shaken vigorously and left to stand at room temperature
for 30 min in the dark. The absorbance was measured at 517
nm against a blank by a spectrophotometer (Rayleigh, UV-
2601). Scavenging of DPPH radical was calculated according
to formula:

(A control Asample)

Radical scavenging % =
A control

:| x 100 (1)

where A oo is the absorbance of the control reaction
(containing all reagents except the test compound) and
Agample is the absorbance of the test compound. DPPH
scavenging activity was expressed as ICs, values (ug/mL) for
comparison. The ICy, value of each sample was defined as
the concentration of sample required for a 50% decrease in
absorbance of the blank. BHT and BHA were used as positive
controls.

2.7. Metal Chelating Activity on Ferrous Ions (Fe?*). Metal
chelating activity was determined according to the method
of Decker and Welch [28], with some modifications [29, 30].
Briefly, 0.5 mL of the samples was mixed with 0.05 mL 2
mM FeCl, and 0.1 mL 5 mM ferrozine. The mixture was
diluted with methanol (2 mL) and left standing at room
temperature for 10 minutes. The absorbance of the solution
was measured spectrophotometrically at 562 nm. EDTA was
used as a positive control.

2.8. Cell Cultures. Jurkat cells (a T-cell leukemia cell line
obtained from Cell Bank in GMP-IST, Genova, Italy) were

maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
(v/v) FBS, 2 mM L-glutamine, and antibiotics at 37°C in
humidified atmosphere with 5% CO,. To ensure logarith-
mic growth, cells were subcultured every three days. Stock
solutions (50 mM) of polyphenolic compounds in DMSO
were stored at -20°C and appropriately diluted in the same
solvent or directly in the medium just before use (DMSO
never exceeding 0,5%).

2.9. Peroxide Depletion Activity of Test Compounds by
Cytofluorometry. The evaluation of intracellular peroxides
concentration was performed according to Rothe [30] with
some modifications. In detail, Jurkat cells were collected
by centrifugation and suspended in RPMI containing 5%
FBS at a density of 5 x 10° cells/mL. FBS concentration
was lowered to 2% to increase the uptake rate of flavonoids
and reagents in the short-incubation time (1 hr) chosen for
the assay. Cell suspensions were incubated with increasing
concentrations of each chemical or vehicle only at 37°C. For
each sample duplicate test tubes were prepared. After 30 min
of incubation, BHP (550 M final concentration) or an equal
volume of vehicle was added. This allowed us to monitor the
effect of flavonoids on BHP-induced peroxide elevation or
the basal levels of peroxides, respectively. In the last 15 min
of incubation cells were loaded with DCFH-DA (8 uM final
concentration). Test tubes were gentle mixed several times
along the incubation period (1 hr). Cells suspension were then
washed and resuspended in an equal volume of medium and
10,000 events were analyzed for DCF-fluorescence by cytoflu-
orometry (BD FACSCalibur™ instrument, Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). DCF green fluorescence was analyzed
in the FL1 channel (A, 488 nm; (A, 535 nm). Before
the cytofluorometric analysis an aliquot of each sample was
withdrawn to evaluate cell viability by Trypan-blue exclusion
test.

2.10. Statistical Analysis. All experiments were performed
in triplicate and the results were expressed as mean + SD.
Statistical analyses were performed using the SPSS 11.5 (SPSS,
Chicago, IL). For DPPH activity, differences among means
were done by analysis of variance (ANOVA), and averages
were compared using the Duncan test. For other tests,
differences between treatment groups were analyzed by the
student test. Differences were considered significant when P
<0.05.

3. Results and Discussion

3.1. Antioxidant Activities of Extracts and Components
from Galactites elegans

3.1.1. Total Phenolic Content. Phenolic compounds are char-
acterized by having at least one aromatic ring with one or
more hydroxyl groups attached which directly contribute to
the antioxidant properties [31]. Therefore, it is important to
evaluate the total phenolic in the extracts from Galactites
elegans. The contents of total phenolic compounds in the
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TaBLE 1: Antioxidant activities of the extracts from Galactites elegansl.

Material DPPH Total phenolic content (ugGAE/mg of material) Metal chelating activity
1G5, (ug/mlL) (%)

Ex. CHCl, 412 +1.3° 1165 + 0.7 NA?

Ex. n-Butanol 521+ 1.1° 94.4 + 0.6 38.5+14°

BHT 223+0.8" NS’ NS’

BHA 19.1+0.4° N§? NS’

EDTA NS’ N§® 93.7 +0.3%

T
Values represent averages + standard deviations for triplicate experiments. Values in the same column with different superscripts are significantly (p < 0.05)

different. *Not active. *Not studied.

TABLE 2: IC,, values of polyphenols tested against the DPPH radical.

Compound IC,, (uM)'
BHT (positive control) 98.8 + 4.5
BHA (positive control) 105.4 £5.3
4-ketopinoresinol (3) 1433 £13.1
8a-hydroxypinoresinol (4) 715+ 5.9
9a-hydroxypinoresinol 84.0+2.9
Abietin >500
apigenin-7-0O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)- 8-D-glucopyranoside (isorhoifolin) >500
chlorogenic acid 59.8 +4.9
Ciwujiatone 64.7 £5.3
erythro-guaiacylglycerol- 3-O-4'-dihydroconiferyl alcohol >500
kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)- 3-D-glucopyranoside (biorobin) 39.4+28
luteolin 4'-O-glucuronide 389+25
naringenin-7-O-neohesperidoside 116.0 £ 9.7
neochlorogenic acid 65.8 +4.8
nortrachelogenin (1) 38.6 +2.7
nortrachelogenin-4,4'-di-O- 8-D-glucopyranoside (2) 344+23
pinoresinol 50.8 +3.1
quercetin-3-O-a-l-rhamnopyranosyl-(1—#6)- -D-glucopyranoside (rutin) 63.0 + 4.6
quercitrin 122+1.0
sinapic aldehyde 53.4+3.8

T
Values represent averages + standard deviations for triplicate experiments.

extracts, expressed as pg gallic acid equivalents per milligram
of dry extract, are shown in Table 1.

3.1.2. DPPH Radical Scavenging Activity. DPPH radical scav-
enging activities of the extracts and the reference synthetic
agents are given in Table 1. According to these ICs, values,
the DPPH radical scavenging abilities among the different
extracts were in the order of CHCl; > n-BuOH (P < 0.05).
Furthermore, pure compounds radical scavenging abilities is
reported in Table 2. Lower IC, value indicates higher free
radical scavenging activity.

3.1.3. Metal Chelating Activity. Iron ions catalyse the conver-
sion of less reactive species such as H,O, or lipid peroxides
into more reactive ones such as hydroxyl or peroxyl/alkoxyl
radicals. Therefore, extracts with iron chelating ability can act
as powerful antioxidants [32]. The metal chelating ability of
the extracts was investigated by ferrozine assay. The chelating

potential of n-BuOH extract was determined as 38.5 + 1.4 %
that was significantly lower (p< 0.01) than synthetic chelating
agent EDTA (93.7 + 0.3 %) at the concentration of 2 mg/mL.
On the other hand, chloroformic extract was not effective at
the tested concentration.

3.2. Antioxidant Potential of Test Compounds by Cytofluorom-
etry. This study was carried out in order to discover natural
compounds which could be used as active ingredients to
improve the health and/or physical appearance of the skin
or as preservatives or stabilizers for other active ingredients
or vehicles in topical formulations. As reported in a recent
work of Korte [33], natural products which show this kind
of bioactivity are lignans and lignan esters. For these rea-
sons, among all the tested molecules, pinoresinol and the
northrachelogenin derivatives have been selected (Figure 1;
see Figures S1-S4 in the Supplementary Material for the 'H
NMR spectra of compounds).
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Northrachelogenin (1)

OCH;Z

OCH,

4-ketopinoresinol (3)

H,CO

GlcO

Nortrachelogenin 4,4’ -di-O-8-D-glucopyranoside (2)

OCH;

OH

OCH;

OH

8a-hydroxypinoresinol (4)

FIGURE 1: Structures of the tested lignans.

Particularly, the in cell antioxidant potential of
nortrachelogenin (1), nortrachelogenin-4,4'-di-O-B-D-
glucopyranoside (2), and 8a-hydroxypinoresinol (4) have
been investigated.

4-ketopinoresinol (3) was used as positive control as
reported in Chen [17], however pinoresinol was not tested
because of its high cytotoxicity, instead 9 hydropinoresinol
was not active [21]. The ability of test compounds to reduce
the level of peroxides in control and BHP-treated Jurkat
cells was measured by cytofluorometry. Each chemical was
tested at 25 yM and 50 puM concentrations, being the
latter the maximum dose not cytotoxic. They were able to
reduce the basal level of peroxides in Jurkat cells as well
as counteract peroxide increase induced by BHP treatment.
The slight lower antioxidant potential of nortrachelogenin
4,4'-di-O-B-D-glucopyranoside (2) could be ascribed to
the presence of a carbohydrate moiety which, if on one
hand could slight contribute to the antioxidant activity and
on the other hand might reduce nortrachelogenin 4,4'-
di-O-B-D-glucopyranoside availability for Jurkat cells. In

addition,— the sugar component seems to be responsible for
the higher cytotoxic potential of nortrachelogenin 4,4'-di-O-
B-D-glucopyranoside, possibly due to perturbation of plasma
membrane (Figure 2).

4. Conclusion

All the isolates (except chlorogenic acid) were first reported
from the genus Galactites and the majority of isolated pheno-
lic components displayed a significant antioxidant potential
in vitro assay (DPPH). The lignan derivatives were also able
to reduce at 50 uM the basal level of peroxides in Jurkat
cells as well as counteract peroxide increase induced by BHP
treatment.

Particularly, 8a-hydroxypinoresinol (4) was the most
active compound showing 70% of peroxide level inhibition.
The slight lower antioxidant potential of nortrachelogenin
4,4'-di-O-B-D-glucopyranoside (2) (45% of peroxide level
inhibition) could be ascribed to the presence of a carbohy-
drate moiety.
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FIGURE 2: In-cells antioxidant potential of pinoresinol and the northrachelogenin derivatives. (a) Unstimulated (white bars) and BHP-
stimulated (black bars) Jurkat cells were incubated with each tested compounds (50 M) or vehicle only. Cellular concentrations of peroxides
(DCEF fluorescence) were measured by cytofluorometry. Data shown were obtained using the mean fluorescence values and are the mean
values + SD of at least three experiments performed in duplicate. P values were always <0.01. (b) Representative histograms obtained with

8a-hydroxypinoresinol (4).

This result suggests that active fractions could be used as a
source of antioxidant agent for pharmaceutical and cosmetic
preparations.
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Figure SI: '"H NMR spectrum of compound 1 (CD;OD,
600 MHz). Figure S2: 'H NMR spectrum of compound
2 (CD;0D, 600 MHz). Figure S3: '"H NMR spectrum
of compound 3 (CD,OD, 600 MHz). Figure S4: 'H
NMR spectrum of compound 4 (CD;OD, 600 MHz).
Figure S5: '"H NMR spectrum of abietin (CD,OD, 600
MHz). Figure S6: 'H NMR spectrum of luteolin 4'- O-
glucuronide (CD,OD, 600 MHz). Figure S7: 'H NMR
spectrum of naringenin-7- O-neohesperidoside (CD;0D,
600 MHz). Figure S8: 'H NMR spectrum of kaempferol-3-

O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)- f-D-glucopyranoside
(CD,0D, 600 MHz). Figure S$9: 'H NMR spectrum
of  apigenin-7-  O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-f-D-
glucopyranoside (CD;OD, 600 MHz). Figure S10: 'H
NMR spectrum of quercitrin (CD;O0D, 600 MHz).
Figure SII: '"H NMR spectrum of quercetin-3- O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—6)- 8-D-glucopyranoside  (CD;0D,
600 MHz). (Supplementary Materials)
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to isolate the constituents and evaluate the antioxidant activity of Solanum rostratum Dunal (Solanaceae) from
Algeria.

Methods: In this study, phytochemical analyses of the chloroform, ethyl acetate, and n-butanol extracts obtained from the aerial parts of S. rostratum
were performed by column chromatography, thin-layer chromatography, and high-performance liquid chromatography techniques. The antioxidant
activity was performed by 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl scavenging assay method.

Results: The identification and structure elucidation of the isolated compounds were compared with their nuclear magnetic resonance spectra and
the literature led to identify one monoterpene glycoside (linalyl-B-glucopyranoside) (1) and three flavonoid glycosides: Apigenin-7-0-glucoside (2),
astragalin (3) and (isorhamnetin-3-0-glucoside (4).

Conclusion: This is the first report on the isolation and structure elucidation of compound (1) (linalyl-f-glucopyranoside) and compound (2)
(apigenin-7-0-glucoside) from this species. In addition, antioxidant effect of the chloroform extract from S. rostratum was evaluated. The chloroform

extract exhibited the remarkable radical scavenging ability (IC,=0066+0.001 mg/mL).

Keywords: Solanum rostratum, Monoterpene glycoside, Flavonoid glycosides, Antioxidant.
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org/licenses/by/4.0/) DOI: http://dx.doi.org/10.22159/ajpcr.2018.v11i6.24951

INTRODUCTION

Solanaceae family has an economical and medicinal importance [1], it
comprising about 2000 species and growing in the tropical and sub-
tropical areas [1]. A phytochemical investigation in this family showed
several types of chemical constituents and many traditional uses.
Solanum torvum Swartz used in folk medicine as sedative, digestive,
hemostatic, and diuretic in the southern areas of China [2]. The main
isolated constituents were flavonoids and saponins from the aerial
parts [3], along with antiviral isoflavonoid sulfate and steroidal
glycosides from the fruits of S. torvum [4]. The methanolic extract from
the fruit of Solanum lycocarpum was found to inhibit the increase of
serum glucose levels in sucrose-loaded rats [5].

Solanum rostratum Dun is a harmful herb, it has widespread existence
in North America [6] and has been classifying as quarantine weed for
ecosystem and human health [7]. The previous isolation studies showed
that S. rostratum had alkaloid components: Solasonine, solamargine [8],
and methyl protodioscin [9], which cause the toxicity of this species [10].
In addition to exist the phenolic compounds which have various activities
against antibacterial, cytotoxic and antioxidant [11,12].

In this study, we report the isolation and characterization of the
constituents of S. rostratum and evaluation of antioxidant activity of the
chloroform extract of this plant.

METHODS

Plant material

The aerial parts of S. rostratum were collected at the end of April 2009
(flowering stage) in Constantine, Algeria. Fresh aerial parts were dried
to constant weight at room temperature.

Chemicals

Anhydrous sodium carbonate, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent,
and methanol (analytical reagent and high-performance liquid
chromatography [HPLC] gradient grade) were purchased from Merck
(Darmstadt, Germany), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), gallic
acid, 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), butylated hydroxyanisole
(BHA), and dimethylsulphoxide (DMSO) were purchased from Sigma-
Aldrich GmbH (Taufkirchen, Germany). All other chemicals were
analytical grade and obtained from either Sigma or Merck.

General experimental procedure

Nuclear magnetic resonance (NMR) measurements were performed
on a Bruker Avance IIl spectrometer in DMSO-d6 and CD,0D
(*H: 600 MHz; 3C: 150 MHz). Chemical shifts were given in ppm with
tetramethylsilane as an internal standard. HPLC separations were
conducted on a Shimadzu LC-8A series pumping system equipped with
a Shimadzu RID-10A refractive index detector and Shimadzu injector
on a C18 I-Bondapak column (30 cmx7.8 mm, 10 pm waters, flow rate
2.0 ml minx 1). The absorbance measurements for antioxidant activity
were recorded using the ultraviolet and visible spectrophotometer
Rayleigh ultraviolet (UV)-2601, BRAIC Co. Ltd., Beijing, China.

Extraction and isolation

The aerial parts of S. rostratum (1430 g) were crushed and macerated
3 times with 80% aqueous methanol, each for 72 h at room temperature,
and the solvent was removed in vacuo to yield a crude extract (269.2 g).
The crude extract was dissolved in 800 ml H,0 and extracted with
petroleum ether, chloroform, ethyl acetate, and n-butanol, respectively.
The chloroform extract (2.1g) was subjected to column chromatography
on silica gel using a CHCL,-MeOH (from 100:0 to 0:100, v/v) to provide 26
fractions, and the fraction 13 (84.1 mg) was purified on preparative C18
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HPLC column withagradientofMeOH-H, 0 (30:70,v/v) toyield compound
(1) (3 mg). The ethyl acetate extract (5.44 g) was chromatographed on
silica gel eluted with a gradient of petroleum ether-diethyl ether (from
100:0 to 0:100, v/v) to obtain 17 fractions, the fraction 9 (812 mg)
performed on flash columneluted gradually with a CHCl,-MeOH (from
100:0 to 0:100, v/v) to afford 13 subfractions, and the precipitate from
subfraction 7 (128 mg) was purified by thin-layer chromatography (TLC)
eluted with aEtOAc-MeOH-H,0 (8:1:1, v/v/v) to yield compounds 2
(9 mg) and 3 (11 mg). Fractionation of the n-butanol extract (17 g) was
carried out by column chromatography on silica gel, eluted with a gradient
of EtOAc-MeOH (from 100:0 to 0:100, v/v) to yield 21 fractions, and the
yellow precipitate from fraction 17 (193 mg) was purified by TLC eluted
with a EtOAc-MeOH-H,0 (8:1:1, v/v/v) to yield compound (4) (5 mg).

Antioxidant activity

DPPH radical scavenging assay

Radical scavenging activity was determined by a spectrophotometric
method based on the reduction of a methanol solution of DPPH using
the method of Blois (1958) [13], with some modifications [14]. The
sample solutions were added to 0.004% methanol solution of DPPH. The
mixture was shaken vigorously and left to stand at room temperature
for 30 min in the dark. The absorbance was measured at 517 nm against
a blank by a spectrophotometer (Rayleigh, UV-2601). Scavenging of
DPPH radical was calculated according to the following formula:

Radical scavenging % = [(4 )/A o] X 100

control sample-

where A . is the absorbance of the control reaction (containing all
reagents except the test compound), and A e 1S the absorbance of the
test compound. DPPH scavenging activity was expressed as IC,, values
(mg/ml) for comparison. The IC, value of each sample was defined as
the concentration of sample required for a 50% decrease in absorbance

of the blank. BHT and BHA were used as positive controls.

Determination of total phenolic contents

Total phenolic content of the chloroform extract was analyzed using
the Folin-Ciocalteu reagent according to the method of Singleton and
Rossi [15] using gallic acid as standard, with some modifications [16].
The extract solution was mixed with 0.2 ml of 50% Folin-Ciocalteu
reagent and allowed to react for 3 min, and 1 ml aqueous solution of
2% Na,CO, was added. At the end of incubation for 45 min at room
temperature, the absorbance of each mixture was measured at 760 nm.
The same procedure was also applied to the standard solutions of gallic
acid. Total phenolic content was expressed as pg gallic acid equivalents
per mg of the extract.

Statistical analysis

All experiments were done in triplicate. The results were expressed as
means#standard deviations. Statistical analyses were performed using
the SPSS 11.5 (SPSS, Chicago, IL). Differences among means were done
by analysis of variance, and averages were compared using the Tukey
test. The level of statistical significance was taken at p<0.01.

RESULTS

The four compounds isolated from S. rostratum species which grow in
Algeria were identified as linalyl-f-glucopyranoside (1) [17], apigenin-
7-0-glucoside (2) [18], astragalin (3) [10], and isorhamnetin-3-0-
glucoside (4) [19] (Fig. 1), by comparing their spectra data with those
reported in the literature.

Compound 1 (Linalyl-B-glucopyranoside):

It is isolated as white viscous liquid. The 'H NMR and heteronuclear
single quantum correlation spectra of 1 (Figs. 2 and 3) exhibited
signal attributed to one methyl at § 1.39 (3H, s, H-10); two methyls
at § 1.61 (3H, s, H-8) and 1.69 (3H, s, H-9) which may connect with
an olefinic carbon according to the downfield shift of the methyls;
two olefinic methine signals with a proton at § 5.99 (1H, dd, ] = 17.5,
11.0 Hz, H-2) and 5.12 (1H, brt, ] =7.0 Hz, H-6); two olefinic methylene
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signals with a proton at § 5.22 (1H, d, ] =11.0 Hz, H-1-a) and 5.27 (1H, d,
] =17.5 Hz, H-1-b); and two methylene groups with signals at § 1.61 (2H,
m, H-4) and 2.06 (2H, m, H-5). One anomeric proton signal at § 4.36 (d,
] =7.5 Hz, H-1") corresponding to glucosyl moiety. One anomeric proton
signal at § 4.36 (d, ] =7.5 Hz, H-1"), and five protons at 6 3.18 (m, H-2"),
3.29 (m, H-3"), 3.39 (m, H-4'), 3.19 (m, H-5’), 3.65 (dd, ]= 11.8, 5.4 Hz,
H-6-b), and 3.81 (dd, J= 11.8, 2.2 Hz, H-6'-a) corresponding to glucosyl
moiety. The sugar linkage and methyl group in position 10 were
determined on the basis of the HMBC correlations of the quaternary
carbon at § 88.8 (C-3) (Figs. 4 and 5). *C NMR (MeOD, 150MHz): 16.0
(C-8), 21.9 (C-10), 22.7 (C-5), 24.0 (C-9), 40.0 (C-4), 61. 4 (C-6"), 70.2
(C-4),73.0 (C-2),76.8 (C-5"),77.0 (C-3’), 88.8 (C-3), 98.7 (C-1"), 114.4
(C-1),124.4 (C-6),130.6 (C-7), 142.5 (C-2).

Compound 2 (Apigenine-7-0O-glucoside): yellow powder; C, H, 0,
'H-NMR (MeOD, 600MHz): 3.27~4.10 (6H, H-2”"~H-6",m), 5.78 (1H, d, ]
=7.7Hz,H-1"),6.64 (1H, d,] = 2.0 Hz, H-8), 6.67 (1H, s, H-3), 6.82 (1H, d,
] = 2.0 Hz, H-6), 6.94 (2H, d, ] = 8.5 Hz, H-3’, H-5’), 7.91 (2H, d, ] = 8.5 Hz,
H-2’ H-6"); *C-NMR (MeOD, 150MHz): 61.65 (C-6"), 70.89 (C-4"), 74.34
(C-2"), 76.29 (C-3"), 77.90 (C-5”), 95.37 (C-8), 100.49 (C-6), 103.29
(C-3), 103.30 (C-1"), 109.22 (C-10), 116.22 (C-3’, C-5’), 123.40 (C-1"),
128.20 (C-2'C-6"), 159.73 (C-4’), 160,25 (C-9), 162.10 (C-7), 163.85 (C-
5), 164.20 (C-2), § 181.53 (C-4).

Compound 3 (Astragalin): yellow powder; C, H, O, ; 'H-NMR (DMSO-d6,
600MHz): 3.22~3.73 (6H, H-2"~H-6",m), 5.42 (1H, d,] = 7.53 Hz, H-1"),
6.18 (1H, d, ] = 2.01 Hz, H-6), 6.36 (1H, d, ] = 2.01 Hz, H-8), 6.90 (2H, d,
] = 8.78 Hz, H-5), H-3"), 7.08 (2H, dd, ] = 8.78 Hz, H-6’, H-2"); *C-NMR
(DMSO0-d6, 150MHz): 61.32 (C-6"), 69.95 (C-4"), 74.33 (C-2"), 76.68 (C-
3”),77.01 (C-5"),96.76 (C-8), 99.28 (C-6), 102.83 (C-1"), 103.42 (C-10),
114.78 (C-3,5'),121.44 (C-1"), 130.84 (C-2’ 6"), 133.97 (C-3), 157.28 (C-
2),157.47 (C-9), 160.21 (C-4"), 163.35 (C-5), 165.89 (C-7), 178.03 (C-4).

Compound 4 (Isorhamnetin-3-0-glucoside): yellow powder; C,,H,,0,,;
'H-NMR (DMSO0-d6, 600MHz): 3.68~3.09 (6H, H-2”"~H-6", m), 3.83 (3H,
s,3’-0CH,),5.42 (1H, d, ] = 7.53 Hz, H-1"), 5.90 (1H, d, ] = 2.26 Hz, H-6),
6.00 (1H,d,]J=2.26 Hz,H-8),6.87 (1H, d,] =8.78 Hz, H-5’), 7.98 (1H, dd, ]
=8.78-2.50 Hz, H-6’),8.00 (1H, d, ] = 2.50 Hz, H-2"); **C-NMR (DMSO0-d6,
150MHz): 56.88 (4’-0CH3), 72.93 (C-2"), 73.70 (C-3”), 69.93 (C-4"),
77.81 (C-5"), 60.91 (C-6"), 95.60 (C-8), 99.68 (C-6), 101.35 (C-1"),
103.80 (C-10),113.50 (C-2"),115.55 (C-5'), 121.59 (C-1"), 131.16 (C-6"),
133.50 (C-3), 147.59 (C-4"),149.99 (C-3’), 155.78 (C-2), 156.60 (C-9),
161.30 (C-5), 165.10 (C-7), 177.70 (C-4).

Antioxidant activity and total phenolic content

DPPH radical scavenging activities of the chloroform extract (CHCI,)
and the synthetic agents are given in Table 1. According to these IC;
values, the DPPH radical scavenging abilities among the samples
were in the order of BHA>BHT>CHCI, (p<0.01). The IC,, value for
DPPH radical scavenging of the chloroform extract was determined
as 0.066+0.001 mg/ml. Fig. 6 shows the dose-response curves of the
DPPH radical scavenging activities of the crude chloroform extract
from S. rostratum and the synthetic antioxidants. On the other hand,
the content of total phenolic compounds in the chloroform extract was
found as 88.45+0.34 ug/mg.

Table 1: Antioxidant activities of chloroform extract from
Solanum rostratum®*

Material DPPH Total phenolic content
IC,, (mg/ml) (ugGAE/mg of extract)

Cloroform extract 0.066£0.001¢ 88.45+0.34

BHT 0.023+0.001° NS

BHA 0.003+0.000* NS

Values represent averages*standard deviations for triplicate experiments.
Values in the same column with different superscripts are significantly (p<0.01)
different. NS: Not studied. DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl,

BHT: 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol, BHA: Butylated hydroxyanisole
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Fig. 1: Structures of the isolated compounds 1-4

Fig. 2: '"H-nuclear magnetic resonance spectrum of compound 1 Fig. 4: Selected HMBC (-) correlations of compound (1)
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& M H T 2 F2 topmi Fig. 5: HMBC Spectrum of Compound 1

Fig. 3: Heteronuclear single quantum correlation spectrum of

One of the aims of this study was to compare the constituents of
compound 1

S. rostratum species which grow in Algeria with the other species in
different regions. Flavonoids and saponins are the most common

DISCUSSION isolated compounds which have been reported from the Chinese species
Phytochemical analyses of the chloroform, ethyl acetate, and n-butanol S. Rostratum [20]. However, the phytochemical study of the Mexican
extracts obtained from the aerial parts of S. rostratum led to the isolation medical plant S. rostratum Dun led to isolated one saponin (methyl
of three flavonoid glycosides and monoterpene glycoside. protodioscin) [9]. S. rostratum species which grow in Azerbaidzhan
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Fig. 6: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl scavenging activities of the
samples at the tested concentrations

was collected in the Stepanakert region, and two glycosidic alkaloid
compounds were obtained and identified as solasonine and solamargine.

In comparison to our results with the previous studies, it showed that the
S. rostratum Dunal from China also produces compounds, isorhamnetin-
3-0-glucoside and astragalin [10,19]. While compound (1) (Linalyl-
B-glucopyranoside) is isolated for the first time from Algerian species S.
rostratum and from the genus Solanum. In addition, this is the first report
on the isolation and structure elucidation of compound (2) (Apigenine-
7-0-glucoside) from this plant. The environmental factors are able to
change or produce different secondary metabolites in the same plant
species growing under different environmental conditions [21-27].
Thus, the deference of isolated compounds of S. rostratum species from
different regions probably refers to the environment diversity, such as
water availability, temperature, soil, and solar radiation [28-32].

Several studies have been reported on the antioxidant effects of different
Solanum species [33,34]. Compound (1) (linalyl-B-glucopyranoside)
was isolated from the chloroform extract which showed the significant
antioxidant activity. Similar to our study, Hao et al. [35] reported that the
different extraction fractions (ethyl acetate, n-butanol, petroleum ether,
and water) of S. rostratum had strong antioxidant activities. In another
study, the four methanolic extracts (roots, leaves, flowers, and fruits)
from this species exhibited the significant inhibitions against the DPPH
radical between 86.76 and 90.24% [36]. Since phenolic compounds are
the most important groups of plant secondary metabolites that have
diverse biological functions including antioxidant effects [37], the total
phenolic content of the extract from S. rostratum was also determined.
The results showed that chloroform extract of S. rostratum had a high
amount of total phenolic content.

CONCLUSION

In this study, four compounds (linalyl-3-glucopyranoside, apigenin-7-
0-glucoside, astragalin, and isorhamnetin-3-0-glucoside) were isolated
from S. rostratum species which grow in Algeria. This is the first report
on the isolation and structure elucidation of linalyl-f-glucopyranoside
and apigenin-7-0-glucoside from this plant. Furthermore, in this
study, the chloroform extract from this plant was evaluated for its
antioxidant effect and the results showed that the chloroform extract
was remarkable radical scavenger.
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Résume :

L’objectif de notre travail est 1’é¢tude des produits du métabolisme secondaire, et plus
specialement les flavonoides et lignane de certaines especes de la flore Algérienne, laquelle
n’a pas vu d’études du point de vu composition chimique.

Méme s'il s'agit de deux familles parmi les plus connues du monde végétal. Cette famille est
connue depuis longtemps comme source alimentaire et connue dans la médecine
traditionnelle, pour ses propriétés anti-inflammatoire, diurétique et antispasmodique...

Quatre composés ont été isolés des parties aériennes de I'espéce solanum rostratum appartient
a la famille SOLANACEAE, deux produits ont été cités pour la premiére fois dans le genre, et
dix-neuf autres de I'espéce galactites elegans appartient a la famille ASTRACEAE. Tous les
produits ont été cités pour la premiére fois dans ce genre.

Pour aboutir a notre but, on a utilisé les différentes méthodes d’extraction, de séparation et de
purification basées surtout sur les techniques chromatographiques, ce qui nous a permis de
séparer vingt trois produits des parties aériennes de ces especes.

Les produits séparés ont été identifiés par les méthodes spectrales d’analyse, spécialement la
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire et ses séquences (RMN-'H, RMN-*3C, |
COSY 'H-'H, HSQC et HMBC), UV-Visible et la spectroscopie de masse et aussi les
analyses chimiques pour certains produits.

La majorité des composés isolés de I’extrait hyhdrométhanolique des espéces S. rostratum, G.
elegans ont montré une grande capacité du pouvoir antioxydant.

Mots clés : solanum rostratum, Asteraceae, solanaceae galactites elegans, Flavonoides,

terpene, Chromatographie, RMN 1D et 2D et Spectrométrie de masse, activité anti-oxydante.



Abstract:

The objective of our work is the study of the products of the secondary metabolism, and more
especially the flavonoids of some species of the Algerian flora, which did not see studies of
the point of view chemical composition.

Even if they are two families among the most known of the plant world. This family has been
known for a long time as a food source (parsley, celery, carrot, fennel, coriander ...) and
known in traditional medicine, for its anti-inflammatory, diuretic and antispasmodic
properties ...

Four compounds have been isolated from the aerial parts of the species solanum rostratum
belongs to the solanaceae family; two products have been identified of which four are
mentioned for the first time in the genus. And nineteen others of the species galactites elegans
belong to the family ASTRACEAE. All products have been cited for the first time in the genre.
To achieve our objectif, we used different extraction, separation and purification methods
based mainly on chromatographic techniques, which allowed us to separate the twenty-three
products from the aerial parts of these species.

The separated products were identified by spectral methods of analysis, especially nuclear
magnetic resonance spectroscopy and its sequences (NMR-'H, NMR-3C,, COSY, HSQC and
HMBC), UV-Visible and mass spectroscopy and also chemical analyzes for some products.
The majority of the compounds isolated from the hyhdromethanolic extract of the species S.
rostratum, G. elegans showed a great capacity of the antioxidant power.

Key words: Solanum rostratum, Asteraceae, Solanaceae Galactites elegans, Flavonoids,
Terpene, Chromatography, 1D and 2D NMR and Mass Spectrometry, Antioxidant Activity.





